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RESUMO

JESUS, Ingrid Lins Raquel. Desenvolvimento De Formulacdes Farmacéuticas Topicas
Contendo Eugenol e Carvacrol Para o Controle de Pulgas e Carrapatos em Animais de
Companhia. 2023. 81p. Dissertacio (Mestrado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia
Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2023.

O aumento da proximidade entre humanos e animais levou ao aumento da preocupagdao em
torno da saude e bem-estar desses animais, como o controle da pulga Ctenocephalides felis felis
e do carrapato Rhipicephalus sanguineus, que sdo parasitos de grande importancia na area
veterindria. Com isso, o trabalho teve como objetivo desenvolver formulagdes topicas contendo
bioativos para o combate de adultos de Ctenocephalides felis felis € Rhipicephalus sanguineus,
realizar sua caracterizacgdo fisico-quimica, estabilidade, quantificagdo e avaliar sua eficacia
residual e efeito knock down através de bioensaios in vitro. Para isso, desenvolveu-se as
formulagdes sob a forma de spray e spot-on contendo bioativos, antioxidante, umectante,
tensoativo, promotor de penetracdo, agente tamponante, quelante, acidificante e veiculo, que
foram submetidas aos testes de caracteristicas organolépticas, pH, centrifugagdo, ciclo de
congelamento e aquecimento, quantificagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplado ao detector de ultravioleta. As microemulsdes foram desenvolvidas contendo mistura
de tensoativos, co-solvente e bioativo, deixados sob agitagao por um periodo de duas horas.
Para a realizacdo dos bioensaios in vitro, utilizou-se o método de impregnacgao de papel filtro e
na avaliacdo do efeito knock down, as avaliagdes foram realizadas nos tempos de 15, 30,45 ¢
60 minutos, duas, quatro, seis, oito ¢ 24 horas, analisando-se os mesmos individuos; ja para a
eficacia residual, as analises foram realizadas diariamente, até ndo se observar mais
mortalidade, substituindo-se os individuos apos cada avaliacdao. As formulacdes apresentaram-
se estaveis pelo prazo de 60 dias, com as caracteristicas necessarias para aplicacao topica em
caes. As formulagdes em spray apresentaram atividade acaricida por trés dias, sendo que a
formulagdo contendo eugenol e associacdo deste com carvacrol atingiram 100% de mortalidade
apos 24 horas, chegando a 10% apds ao 3° dia; e a formulag@o contendo carvacrol, iniciou com
77% de atividade, chegando aos 10% no mesmo periodo. Ja quanto a atividade pulicida das
formulagdes em spray, estas apresentaram atividade > 90% por 22 dias para eugenol e sua
associacdao com carvacrol e por 16 dias para o carvacrol; ainda apresentando atividade apos o
84° dia. As formulacdes sob a forma de spot-on, apresentaram atividade superior a 90% nos
primeiros sete dias de andlise, apresentando atividade inferior a 10% no 43° dia aquelas
contendo eugenol e carvacrol isolados e de 17% e 20% para as formulagdes em spot-on com o0s
bioativos em associagdao incorporados por meio de uma microemulsdo e na auséncia de um
sistema emulsionado. A avaliagdo do efeito knock down frente a pulgas mostrou que as
formulacdes em spray contendo carvacrol e eugenol atingem o maximo de atividade em quatro
horas, enquanto aquela que apresenta associacdo dos bioativos leva aproximadamente duas
horas, enquanto as formulagdes em spot-on apresentaram 100% de mortalidade entre 30 e 45
minutos apods o inicio da exposicdo. Todas as formulagdes desenvolvidas apresentaram as
caracteristicas fisico-quimicas adequadas para aplicacdo tdpica em animais de companhia e
estabilidade por 60 dias, apresentando atividade pulicida e carrapaticida com resultados
promissores para prosseguimento dos ensaios in vivo, apos avaliagao da seguranca e irritacao
dérmica das mesmas.

Palavras-chave: Ectoparasiticidas. Pulgas. Carrapatos. Controle. Produtos naturais.
Delineamento de formulagoes.



ABSTRACT

JESUS, Ingrid Lins Raquel. Development of Topical Pharmaceutical Formulations
Containing Eugenol and Carvacrol for the Control of Fleas and Ticks in Companion
Animals. 2023. 81p. Dissertation (Master’s in Veterinary Sciences, Veterinary Parasitology).
Veterinary Institute, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

The increased proximity between humans and animals has led to increased concern about the
health and well-being of these animals, such as the control of the flea Ctenocephalides felis felis
and the tick Rhipicephalus sanguineus, which are parasites of great importance in the veterinary
area. With this, the objective of this work was to develop topical formulations containing
bioactives to combat Ctenocephalides felis felis and Rhipicephalus sanguineus adults, perform
their physicochemical characterization, stability, quantification and evaluate their residual
efficacy and knock down effect through in vitro bioassays. For this, formulations were
developed in the form of spray and spot-on containing bioactives, antioxidant, humectant,
surfactant, penetration promoter, buffering agent, chelating agent, acidifier and vehicle, which
were submitted to tests of organoleptic characteristics, pH, centrifugation, freezing and heating
cycle, quantification by high performance liquid chromatography coupled to the ultraviolet
detector. The microemulsions were developed containing a mixture of surfactants, co-solvent
and bioactive, left under agitation for a period of two hours. To carry out the in vitro bioassays,
the filter paper impregnation method was used and in the evaluation of the knock down effect,
the evaluations were carried out at times of 15, 30, 45 and 60 minutes, two, four, six, eight and
24 hours, analyzing the same individuals; for the residual efficacy, the analyzes were performed
daily, until no more mortality was observed, replacing the individuals after each evaluation.
The formulations were stable for a period of 60 days, with the necessary characteristics for
topical application in dogs. The spray formulations showed acaricidal activity for three days,
and the formulation containing eugenol and its association with carvacrol reached 100%
mortality after 24 hours, reaching 10% after the 3™ day; and the formulation containing
carvacrol, started with 77% of activity, reaching 10% in the same period. As for the pulicidal
activity of spray formulations, they showed activity > 90% for 22 days for eugenol and its
association with carvacrol and for 16 days for carvacrol; still showing activity after the 84™ day.
Formulations in the form of spot-on showed activity greater than 90% in the first seven days of
analysis, with activity lower than 10% on the 43™ day for those containing eugenol and
carvacrol alone and 17% and 20% for the spot formulations -on with bioactives in association
incorporated through a microemulsion and in the absence of an emulsified system. The
evaluation of the knock down effect against fleas showed that the spray formulations containing
carvacrol and eugenol reach their maximum activity in four hours, while the one that presents
an association of bioactives takes approximately two hours, while the spot-on formulations
showed 100% of mortality between 30 and 45 minutes after the beginning of exposure. All the
developed formulations presented the physicochemical characteristics suitable for topical
application in pets and stability for 60 days, showing pulicidal and tickicidal activity with
promising results for continuation of in vivo tests, after evaluating their safety and dermal
irritation.

Keywords: Ectoparasiticides. Fleas. Ticks. Control. Natural products. Formulation design.
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1. INTRODUCAO

O aumento no nimero de animais compondo familias tornou-se ainda mais expressivo
durante a pandemia do COVID-19, e esse estreitamento de lagos entre tutores e seus animais
de companhia tem se tornado cada vez mais evidente. Desta forma, aumentou-se os esforgos
visando o bem-estar desses animais, além da preocupag¢dao em torno da sua satde. Um dos
motivos de grande preocupacdo sdo as infestagcdes causadas por ectoparasitos, principalmente
a pulga do gato Ctenocephalides felis felis e o carrapato marrom Rhipicephalus sanguineus.

A pulga C. felis felis parasita o hospedeiro no estadgio adulto, estando as demais formas
evolutivas no ambiente, mas em casos de ambientes altamente infestados e com grande nimero
de animais, pode-se encontrar formas imaturas parasitando o animal. J& o carrapato R.
sanguineus, embora fique no ambiente, parasita o hospedeiro a cada estagio evolutivo.

No momento em que o animal hospedeiro encontra-se parasitado, o mesmo apresenta
diversos sintomas visiveis, como prurido intenso e hiperemia cutdnea, mas como estes parasitos
sdo hematofagos, os hospedeiros podem apresentar anemia, a depender do grau de infestagao.
Além disso, as pulgas e carrapatos podem ser vetores de muitos agentes patologicos como
Bartonella henselae, Rickettsia felis, Dipylidium caninum, por meio das pulgas; e Babesia
vogeli, Hepatozoon canis € Anaplasma platys, por meio dos carrapatos.

Por todo o incomodo gerado ao hospedeiro e pelas doengas que podem ser transmitidas
por estes ectoparasitos, o seu controle ¢ de extrema importancia. O controle ideal ¢ realizado
de maneira preventiva, para evitar que os animais estejam sujeitos ao parasitismo, mas quando
este ndo pode ser realizado e com a infestagcao em curso, o controle mais eficaz ¢ o combinado,
visando o tratamento do animal parasitado, de outros animais que convivam, e do ambiente,
para garantir a eliminagdo tanto de adultos quanto das formas imaturas, reduzindo a
possibilidade de reinfestacdes subsequentes. Esse controle pode ser feito de maneira mecanica,
por meio da penteagdo ou da retirada manual de cada individuo, mas dependendo do grau da
infestacdo este método pode ndo ser tdo eficaz, momento no qual muitos tutores utilizam
antiparasitarios a base de produtos quimicos sintéticos.

O controle quimico ¢ utilizado comumente e encontra-se disponivel para compra em
muitos estabelecimentos, como o fipronil muito difundido até a atualidade. Contudo, como a
comercializacao destes produtos ¢ feita sem a necessidade de prescricdo, muitos tutores acabam
adquirindo e utilizando de maneira indiscriminada e incorreta, o que pode acabar diminuindo
sua eficacia, por desenvolvimento de resisténcia por parte dos parasitos alvo ao tratamento, por
meio da pressdo da selecdo natural que induz a criacdo de individuos menos suscetiveis aos
tratamentos ja empregados, como forma de garantir a sobrevivéncia das espécies. Outro fator
que faz com que o controle quimico demande mais atencdo, além da exposi¢do do animal
diretamente ao produto que pode culminar com alguns efeitos adversos, ¢ a possibilidade destes
serem toxicos para os tutores que estdo em contato direto com o animal (exposi¢do nao-
ocupacional), para os médicos veterindrios (exposicdo ocupacional) e a contaminagdo
ambiental do solo, rios e do ar.

Uma forma de controle adicional consiste no emprego de alternativas naturais como os
6leos essenciais e seus isolados que ja sdo empregados na area agricola, por exemplo, para
realizar o controle de insetos que possam comprometer a plantagao e seu armazenamento. Além
disso, vivemos em uma sociedade que cada vez mais busca por alternativas naturais, e este
modelo de vida acaba sendo espelhado nos animais de companhia, como na alimentacao natural
no lugar das convencionais ragdes, por exemplo, o que torna esta alternativa ainda mais
promissora.

Independente se a forma de controle serd quimica ou natural, os antiparasitarios de
elei¢do voltados para o combate de ectoparasitos tendem a ser comercializados como produtos
topicos, como sabonetes, xampus, talcos, sprays, spot-on, coleiras, pela maior facilidade e
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comodidade de aplicagdo, e também as formas farmacéuticas orais, que foram desenvolvidas
mais recentemente. Deve-se ressaltar, que se o principio ativo ndo possuir sua seguranca
totalmente estudada e definida, o0 mesmo ndo deve ser veiculado em uma formulagdo oral.

O processo de desenvolvimento de uma formulagdo ¢ complexo e longo, devendo passar
por etapas de pesquisa de bioativos promissores, defini¢do da forma farmacéutica mais
adequada e sua composi¢do, avaliagdo da eficacia in vitro, seguranca e da possibilidade de a
mesma causar irritagdo dérmica, para entdo serem realizados os testes de avaliacdo da eficacia
in vivo.

Dentre os constituintes majoritarios de 6leos essenciais com atividade antiparasitaria, o
eugenol e o carvacrol ja tiveram sua atividade comprovada por outros autores, e partindo-se dos
resultados obtidos por Oliveira et al. (2022) e Miranda (2022), definiu-se as concentragdes
requeridas para combater adultos de pulgas e carrapatos, visto que os adultos tendem a ser
individuos mais resistentes ao tratamento do que as formas imaturas, garantindo-se assim um
controle que impacta diretamente no ciclo bioldgico, seja na reducdo da postura de ovos e/ou
pela postura de ovos inviaveis.

Optou-se por desenvolver uma formulacao com atividade carrapaticida e pulicida, por
atender melhor a demanda do mercado pet, a partir do momento que sua versatilidade o faz ser
capaz de combater ambos os ectoparasitos. Por ndo se conhecer a seguranga do eugenol e do
carvacrol para uso oral, a escolha pelo desenvolvimento de formulagdes topicas ¢ a mais
adequada, visto que a absorc¢ao do produto ¢ menor.

Bioativos volateis como o eugenol e o carvacrol, sdo fotossensiveis e consequentemente
mais suscetiveis ao processo de oxidacdo, o que pode comprometer a estabilidade das
formulagdes que os contenham. A partir disso, pode-se langar mdo do desenvolvimento de
sistemas emulsionados, como microemulsdes € nanoemulsdes, como uma alternativa de
protecdo dos bioativos da exposi¢do a luz e consequente oxidacdo, o que pode levar a uma
liberagdo mais gradual e controlada do bioativo, podendo prolongar sua eficacia.

Sabendo-se de todos os percalcos causados pelas infestagcdes por pulgas e carrapatos e
dos riscos associados ao uso de produtos quimicos sintéticos, o presente estudo buscou:

e desenvolver formulagdes topicas nas formas de spray e spot-on contendo
eugenol, carvacrol e associagdo de ambos, realizando as etapas iniciais desse
longo processo de desenvolvimento de uma formulagao;
desenvolver microemulsdes a serem incorporadas nas formulagdes topicas;
realizar a caracterizacao fisico-quimica das formulagdes desenvolvidas;
realizar ensaios de estabilidade preliminar e acelerada;
avaliar a eficéacia in vitro das formulagdes, tanto pelo seu efeito knock down
como eficacia residual, frente a R. sanguineus e C. felis felis; e
e desenvolver e validar um método analitico cromatografico para quantificagao

dos bioativos nas formulagoes.



2. REVISAO DE LITERATURA

Em um levantamento feito pela Associacdo Brasileira da Industria de Produtos para
Animais de Estimacdo (ABINPET) no ano de 2022 em relacdo a populacdo de animais em
2021, o Brasil possui aproximadamente 149,6 milhdes de animais, sendo 58,1 milhdes de
cachorros, um aumento de 3,9% em relacdo a 2020; e 27,1 milhdes de gatos, correspondendo a
um aumento de 5,9% (ABINPET, 2022). Segundo uma pesquisa realizada por Mura no ano de
2022, com 750 tutores, 50% destes adquiriram pelo menos um gato durante a pandemia e 31%
adquiriram pelo menos um cao, destes, 23% ndo possuiam animais até o inicio da pandemia
(MURA, 2022).

Com a privagdo de deslocamento e contato com outras pessoas, a presenca de um animal
no lar tornou um pouco menos doloroso esse periodo de isolamento social, € com isso, o vinculo
entre tutor e animal de companhia foi muito fortalecido. Tanto que a maioria dos entrevistados
considera o animal como um membro da familia e at¢é mesmo um amigo, um filho, diminuindo
assim a visdo que o animal ¢ um mero animal de estimagdo, que estd a nosso servico, seja para
protecao da casa ou para passar tempo (MURA, 2022).

Com esse laco cada vez mais estreito, aumenta-se as preocupagdes em torno da saiude e
bem-estar desses animais, principalmente relacionado as patologias que podem os acometer,
como mostrado (Figura 1).

Figura 1: Principais doencas que acometem caes

Gastroenterite 44%
Doengas Parasitarias 31%
Doengas Dermatologicas 30%
Doengas Virais 23%
Dermatite Atopica 18%

Fonte: Adaptado de MURA (2022).

Pode-se perceber que em caes, as doengas parasitarias ocupam o 2° lugar, seguido das
doencas dermatologicas que podem ser observadas juntamente com o curso de doencas
causadas por parasitos. Sendo assim, deve ter um cuidado redobrado para o controle de
ectoparasitos, principalmente de pulgas e carrapatos que representam maior incidéncia.

Existem mais de 2000 espécies e subespécies de pulgas, mas cdes e gatos sdo
hospedeiros principalmente das pulgas C. felis felis, C. canis e Pulex spp. Dentre estas, o género
Ctenocephalides ¢ o de maior importancia médica veterinaria, sendo a subespécie C. felis felis
de maior preocupacdo, visto que possui uma prevaléncia superior a 92% em caes ¢ 97% em
gatos (MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013).

J& entre os carrapatos, os mesmos sdo divididos em carrapatos argasideos (carrapatos
moles) e carrapatos ixodideos (carrapatos duros). Os primeiros sdo considerados mais
primitivos e assim, parasitam os animais com menor incidéncia e por um periodo menor,
produzindo menos descendentes; enquanto os ixodideos sdo mais especializados e parasitam
com maior frequéncia, produzindo mais descendentes (MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL,
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2013). Por este maior grau de parasitismo e pela gama de doengas que transmite como vetor, R.
sanguineus corresponde ao carrapato de maior importancia tanto veterinaria quanto humana.

Pelos motivos acima listados, pode-se notar que a pulga C. felis felis e o carrapato R.
sanguineus sao os ectoparasitos de maior importancia a nivel de saude publica, requerendo
maiores estudos voltados ao seu controle.

2.1. Ctenocephalides felis felis

2.1.1. Caracteristicas morfologicas

A pulga C. felis felis, conhecida popularmente como pulga do gato, pertence a ordem
Siphonaptera, sendo insetos muito comuns em cdes e gatos, podendo parasitar também
pequenos animais selvagens e até mesmo humanos (ESCCAP, 2022).

As pulgas sdo insetos hematdfagos que parasitam hospedeiros de sangue quente, com
pecas bucais adaptadas para perfurar a pele do hospedeiro e assim, se alimentar. Sdo insetos
pequenos, medindo de 2-6 mm de comprimento, com coloragdo acastanhada e achatados
lateralmente, sem asas e com patas traseiras desenvolvidas, o que garantem a elas a capacidade
de realizar grandes saltos (ESCCAP, 2022). Por serem pequenas, sdo muitas vezes dificeis de
serem localizadas no ambiente e sobre o hospedeiro, ainda mais se estes possuirem uma elevada
densidade de pelos e se estes forem escuros. A pulga adulta de C. felis felis esta representada
na figura 2.

Figura 2: Adulto de Ctenocephalides felis felis

Fonte: PetMD Editorial (2016).

Uma pulga adulta pode viver por até¢ 160 dias, geralmente vive no mesmo hospedeiro,
e embora corresponda a apenas 5% da populagdo total de pulgas (ovos, larvas, pupas e adultas),
sd0 o unico estagio evolutivo encontrado no hospedeiro salvo em casos com alto grau de
infestacdo. Os demais estagios sdo encontrados no ambiente e tendem a se abrigar em locais
com baixa luminosidade (ESCCAP, 2022).

Apds o primeiro repasto sanguineo, elas ndo sobrevivem em jejum, necessitando de
alimentagdo diaria para sobrevivéncia, o que gera um grande incomodo ao animal parasitado,
devido as inimeras picadas que recebe diariamente, podendo chegar a aproximadamente 400
picadas por dia (ESCCAP, 2022).

Sao animais adaptados tanto a ambiente internos quanto externos, podendo se reproduzir
independente das estacdes do ano, contudo, ha um aumento da reproducao nas estagdes mais
quentes, entre a primavera e o outono (ESCCAP, 2022).



2.1.2. Ciclo biolégico

O ciclo biolégico da pulga do gato € composto por ovo, trés estagios larvares, pupa e
adultos. A sobrevivéncia das pulgas, assim como o tempo requerido para que os estagios
imaturos cheguem até o estagio maduro, dependem diretamente das condigdes ambientais as
quais estdo expostas, seja por estimulos fisicos, como vibra¢ao do solo, pegadas ou umidade e
temperatura. Seu desenvolvimento completo pode durar 14 dias sob condi¢des ideais, podendo-
se prolongar por 140 dias (ESCCAP, 2022). Alguns estudos indicam que na auséncia de caes e
gatos, as mesmas podem realizar o repasto sanguineo em humanos.

Seu ciclo biolégico encontra-se ilustrado na figura a seguir (Figura 3).

Figura 3: Ciclo bioldgico da pulga Ctenocephalides felis felis

/ Pulgas adultas emergem das pupas
e procuram hospedeiros para
&' - realizar o repasto sanguineo
{ ) '

Larvas tecem seus casulos, | N
dando origem as pupas ;

) £

.

As larvas desenvolvem-se
através de trés estagios
larvais

Apbs alimentacio, as pulgas fémeas
adultas péem seus ovos no hospedeiro,
que depois caem no ambiente

Fonte: Adaptado e traduzido de ESCCAP (2022).

2.1.3. Sinais clinicos

Os sinais clinicos apresentados pelos hospedeiros vao variar de acordo com o grau e
duracdo da infestacdo, presenga de doengas secundérias e a higiene desses animais (ESCCAP,
2022).

A frequéncia com que o animal fica exposto a infestacdes, sem passar por um tratamento
adequado; a presenca de infec¢des pré-existentes e doengas secundarias, aumentam as chances
de o hospedeiro apresentar uma hipersensibilidade e assim, os sintomas manifestados
(ESCCAP, 2022).

Vale lembrar que a infestacao acontece de forma sintomatica, mas nem sempre 0s sinais
clinicos sdo perceptiveis ao tutor. Animais alérgicos, podem desenvolver uma reagdo
imunolégica a saliva das pulgas, que contém substancias irritantes e alergénicas, ocorrendo
assim quadros de dermatite alérgica a picadas de pulgas (DAPP), prurido, irritagao cutanea com
regides avermelhadas, alopecia, papulas, maculas eritematosas com crostas, dermatite imida,
além da possibilidade de transmissao de patdogenos (ESCCAP, 2022; MILLER; GRIFFIN;
CAMPBELL, 2013; FERNANDES, 2014).

Geralmente essas manifestagdes sdo observadas na regido lombar dorsal e na cauda,
podendo se estender até coxas e abdomen (ESCCAP, 2022), como mostrado na Figura 4.



Em casos de exposi¢cdo cronica, observa-se espessamento da derme com acantose,
hiperqueratose, ja em casos com alta infestacdo, pode ocorrer anemia, precisando em alguns
casos de transfusdo sanguinea (ESCCAP, 2022).

A condi¢do que mais acomete os animais de companhia € na area dermatolégica, pelo
desenvolvimento da dermatite alérgica, que também pode ser diagnosticada por testes
intradérmicos (CARLOTTI; JACOBS, 2000).

Figura 4: Sinais clinicos por infestagdo de Ctenocephalides felis felis

A, B e D- Hipersensibilidade a picada de pulga em um céo e em um gato, na regido lombo dorsal,
respectivamente; C- papulas eritematosas no abdomem de um cdo com dermatite alérgica a picada de
pulgas.

Fonte: MILLER, GRIFFIN, CAMPBELL (2013); ESCCAP (2022).

2.1.4. Transmissdo de Agentes Patogénicos

As pulgas podem ocasionar o aparecimento de algumas doencas nos hospedeiros,
especialmente em caes e gatos, como a dermatite alérgica e a deficiéncia de ferro, em casos
mais graves (DRYDEN; RUST, 1994). Além disso, podem ser vetores competentes para varios
patogenos, incluindo alguns com carater zoonético, como Rickettsia typhi (tifo murino), R. felis,
Bartonella henselae, B. vinsonii, Dipylidium caninum e Acanthocheilonema reconditum
(AVELAR; MELO; LINARDI, 2011; HALOS et al., 2014; ESCCAP, 2022).



2.2. Rhipicephalus sanguineus

2.2.1. Caracteristicas morfologicas

O carrapato R. sanguineus, vulgarmente conhecido como carrapato marrom, ¢ um
ectoparasito hematdfago temporario de cdes e gatos, pertencente a familia Ixodidae e do género
Rhipicephalus.

Sao carrapatos duros, que completam seu ciclo biolégico no ambiente. Sdo carrapatos
resistentes ao frio, mas que sao suscetiveis a forte incidéncia luminosa e chuvas excessivas
(MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013). Infestacdes por R. sanguineus sdo altamente
sazonais, com aumento de casos no outono e na primavera (ESCCAP, 2022).

O carrapato R. sanguineus pode ser encontrado por toda a extensdo do animal, mas ¢
encontrado com mais frequéncia em regides nao pilosas e de pele menos espessa como face,
orelhas, axilas, regides interdigitais, inguinais e perianais (ESCCAP, 2022). Por serem maiores,
as fémeas ingurgitadas sao localizadas com mais facilidade do que fémeas nao ingurgitadas,
machos e estagios imaturos. A ninfa de R. sanguineus encontra-se ilustrada na Figura 5.

Figura 5: Ninfa de Rhipicephalus sanguineus

Fonte: Dantas-Torres, 2010.

2.2.2. Ciclo biolégico

O ciclo bioldgico dos carrapatos ¢ composto por ovo, larva, ninfa e adultos. A maioria
dos carrapatos parasitam trés hospedeiros durante seu desenvolvimento, de modo que cada
estagio se alimenta de um novo individuo (ESCCAP, 2022). Contudo, R. sanguineus pode
concluir seu desenvolvimento em apenas um hospedeiro, o parasitando em cada estagio do
ciclo, ou seja, por trés vezes (MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013). Seu ciclo biologico
encontra-se ilustrado na Figura 6.

Vale ressaltar que ao interromper o ciclo, o carrapato pode sobreviver por longos
periodos (MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013). O ciclo de vida pode ser concluido no
periodo de um ano em condigdes essenciais, mas pode ocorrer em até trés anos (MILLER;
GRIFFIN; CAMPBELL, 2013).



Figura 6: Ciclo bioldgico do carrapato Rhipicephalus sanguineus
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Fonte: Adaptado e traduzido de ESCCAP (2022)
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2.2.3. Sinais Clinicos

Os sinais clinicos podem ser notados tanto no momento da infestacdo quanto
posteriormente e sua principal importancia ¢ referente ao seu papel como vetor de doengas. Os
sinais clinicos observados em animais parasitados por R. sanguineus estao ilustrados na Figura
7.

Figura 7: Sinais clinicos por infestagdo de Rhipicephalus sanguineus

A- dermatite em cdo; B- infestacdo por carrapatos, causando pododermatite; C- infestacdo no canal
auditivo de co; D- nodulo eritematoso no local de inser¢do do carrapato.

Fonte: MILLER, GRIFFIN, CAMPBELL (2013); ESCCAP (2022); CEVAPET (2022)



De acordo com o grau de infestacdo do animal e do tempo em que o parasito esta se
alimentando, o hospedeiro pode apresentar um quadro grave de anemia, pela grande perda de
sangue. Além disso, pode-se perceber regides hiperémicas, principalmente na regido da face,
orelhas, axilas, regido interdigital, inguinal e perianal, assim como momentos de intenso prurido
no hospedeiro, devido as inimeras mordidas durante a alimentagdo do parasito € como tentativa
de retirar o ectoparasito (ESCCAP, 2022).

No caso de carrapatos, vale ressaltar que a remogao incorreta pode fazer com que suas
pecas bucais (gnatossoma) permanecam no hospedeiro, o que pode gerar infecgdes € micro
abcessos (ESCCAP, 2022).

2.2.4. Transmissao de Agentes Patogénicos

O carrapato R. sanguineus pode ser vetor de muitas doencas e estas podem ser
transmitidas por diferentes estagios, sendo sua saliva a principal via de transmissdo dos
patogenos (ESCCAP, 2022). Algumas doengas que possuem este carrapato como vetor sao:

e Babesiose por Babesia vogeli em caes;

e (Cytauxzoonose por Cytauxzoon manul em felinos selvagens;

e Hepatozzonoses por Hepatozoon canis em caes, por meio da ingestdo do carrapato
infectado.

e Filariose pela transmissdo de Acanthocheilonema dracunculoides, Acanthocheilonema

reconditum e Cercopithifilaria spp. em caes e gatos;

Erliquiose por Ehrlichia canis;

Anaplasmose por Anaplasma platys;

Infecgdes por riquétsias por Rickettsia conorii em caes; e

Tularemia pela transmissdo de Francisella tularensis em gatos.

2.3. Medidas de controle de pulgas e carrapatos

Grande parte do controle de ectoparasitos ¢ direcionado ao animal infestado, visando
diminuir/eliminar o parasito e assim os impactos que estes causam diretamente aos animais
sintomaticos. Contudo, outros animais que compartilham o mesmo ambiente também devem
ser submetidos ao tratamento, pois podem ser reservatorios assintomaticos desses ectoparasitos,
podendo colaborar assim para reinfestagdes (ESCCAP, 2022; MILLER; GRIFFIN;
CAMPBELL, 2013).

Além disso, grande parte da populacao de pulgas e carrapatos nao estao no hospedeiro
e sim no ambiente (HALOS et al., 2014). Desta forma, tratar o ambiente também ¢ de extrema
importancia, pois além de interromper o ciclo biolégico no parasito, impede-se que o
hospedeiro esteja exposto a uma nova reinfestagdo em um curto espaco de tempo, que pode ter
seus sintomas agravados por nao haver tempo habil para sua completa recuperacao (ESCCAP,
2022; MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013).

Além disso, vale ressaltar que em caso de viagens, ¢ importante se informar se o local
visitado ¢ endémico para determinados ectoparasitos, para que se possa fazer o tratamento e
controle preventivos (DRYDEN, 2009).

O controle do animal infestado pode ser feito de trés maneiras: por meio da remogao
mecanica/fisica, ou utilizando produtos quimicos ou de origem natural.

No controle mecanico, a remog¢do do parasito pode ser realizada pelo proprio animal,
por meio das lambeduras ou ao se cogar, por exemplo. A remog¢ao também pode ser realizada
em banhos, na penteagdo ou no caso dos carrapatos, pela remogao pontual dos parasitos com



auxilio de pingas. Embora banho em gatos sejam menos frequentes, o fato deles realizarem
grooming facilita a remocao desses ectoparasitos (ESCCAP, 2022).

Deve-se tomar cuidado para ndo pressionar o abdomen do parasito, pois em caso de
rompimento, aumenta-se a exposi¢ao do animal parasitado a patogenos e do responsavel pela
remocdo a infecgdes (ESCCAP, 2022). Apds remogdo, os parasitos devem ser descartados
corretamente, impedindo que venham a infestar novos hospedeiros, incluindo humanos.

O controle quimico de pulgas e carrapatos ¢ realizado por meio do uso de principios
ativos acaricidas e/ou pulicidas, que podem estar veiculados em formulagdes orais, como o0s
comprimidos e biscoitos medicamentosos; em formulagdes topicas, como os sprays, spot-on,
sabonetes ¢ xampus € pelo uso de acessorios com o ativo “impregnado”, como no caso das
coleiras (ESCCAP, 2022; HALOS et al., 2014).

Os principios ativos podem ser de origem sintética, muito difundidos a nivel mundial
como o fipronil, por exemplo, presente em diversos produtos; como também de origem natural,
como os 6leos essenciais e seus majoritarios isolados, que vém ganhando espaco pela enorme
gama de propriedades e beneficios que apresentam, ndo sé para humanos, como também para
0s pets.

Independente se sintéticos ou naturais, o sucesso do tratamento e do controle depende
diretamente do tutor do animal, que deve constatar a infestagdo do animal, encaminha-lo a um
profissional responséavel e aderir corretamente ao tratamento. Vale ressaltar que o controle ideal
e eficaz dos ectoparasitos deve unir mais de uma forma de controle.

Para isso, o produto deve ser aplicado com a frequéncia necessaria, independente da
presenca dos parasitos ou nao; administrados corretamente (no caso de produtos topicos ou
orais) ou de tempo de a¢cdo do produto (no caso de xampus e sabonetes); respeitar a dose; nao
interromper o tratamento, tratando todos os animais, assim como o ambiente. Lembrando que
muitas vezes, o tratamento combinado de produtos topicos e orais pode ser o mais indicado
(HALOS et al, 2014).

2.3.1. Controle por produtos convencionais no Brasil

Os ativos sintéticos utilizados podem agir tanto no combate a adultos, como no combate
as formas imaturas, impactando também no desenvolvimento dos individuos ou na regulagao
do seu crescimento. Além disso, eles devem possuir toxidade seletiva, de modo a agir somente
no ectoparasito e ndo no hospedeiro.

2.3.1.1.  Organofosfatos

Os organofosfatos sdo inseticidas com um elevado grau de toxicidade, podendo-se
observar um efeito cumulativo deste ativo e de outros semelhantes, em animais tratados
frequentemente. Sao classificados em fosfatos (diclorvos), fosforotioatos (coumafos) e
fosforoditioatos (malation e fention), apresentando atividade acaricida e inseticida (RIVIERE;
PAPICH, 2018; MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013).

Pelos altos riscos que estes ativos podem causar nos animais tratados, tutores e a0 meio
ambiente, e pela existéncia de produtos mais seguros, os organofosfatos estao caindo em desuso
(RIVIERE; PAPICH, 2018).

2.3.1.2. Carbamatos
Sao considerados mais seguros que os organofosfatos, mas ainda assim precisam de
muita cautela ao serem utilizados. O representante mais comum ¢ o carbaril, que pode estar
presente em xampus e talcos, mas como necessita de aplicagdes frequentes, relatos de
resisténcia sdo cada vez mais comuns. J& o Propoxur, outro representante dos carbamatos, além
de ser mais potente do que o primeiro, pode ser veiculado em colares, sendo utilizado tanto para
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combate de pulgas quanto para carrapatos (RIVIERE; PAPICH, 2018; MILLER; GRIFFIN;
CAMPBELL, 2013).

2.3.1.3. Formamidina

O amitraz consiste no unico exemplar das formamidinas com uso autorizado na area
veterinaria, sendo utilizado para o controle apenas de carrapatos em caes, estando presente em
xampus, coleiras e spot-on ou em solugdes para controle do ambiente (RIVIERE; PAPICH,
2018; MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013). Além da sua acdo frente a carrapatos,
apresenta também acdo repelente. Segundo Zardo e Pereira (2019), quando o amitraz esta
veiculado em solugdes destinadas para banhos, 0 mesmo nao apresenta eficacia residual, sendo
utilizado como tratamento auxiliar (ZARDO; PEREIRA, 2019).

2.3.14. Piretrinas e Piretroides

As piretrinas sdo derivadas das plantas Crysanthemum, obtidas a partir da extracdo de
seus Oleos essenciais, sendo o primeiro produto natural utilizado no controle de artrépodes.
Contudo, com a descoberta de novos ectoparasiticidas, estd sendo cada vez mais substituida por
piretroides sintéticos, que possuem uma maior resisténcia a degradagao resultando em uma
eficacia residual mais prolongada (RIVIERE; PAPICH, 2018). Segundo o descrito por Miller,
Griffin e Campbell (2013), as piretrinas possuem agao contra pulgas, apresentando um efeito
knock down répido, com uma pequena eficacia residual, sendo rapidamente inativada pela luz
ultravioleta, estando presentes em formulagdes sob a forma de spray.

Os piretroides sdao representados pelas permetrinas, cipermetrinas, deltametrinas,
fenotrina, aletrina e fenvalerato (RIVIERE; PAPICH, 2018; MILLER; GRIFFIN;
CAMPBELL, 2013).

2.3.1.5. Fenilpirazois

Tem como representante o fipronil, que possui atividade tanto acaricida quanto
inseticida (RIVIERE; PAPICH, 2018). Nas pulgas, age por meio do contato direto destas com
o0 ativo ou pela sua ingestdo, agindo tanto sobre os individuos adultos quanto em ovos e larvas
(RUST, 2010; RIVIERE; PAPICH, 2018; MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013). Quanto
aos carrapatos, possui atividade contra todos os estdgios evolutivos (RIVIERE; PAPICH,
2018).

O fipronil foi um dos ativos mais comercializados em territério nacional nos ultimos
anos, normalmente utilizado pela via topica sendo aplicado na regido dorsal dos animais,
resultando na sua transloca¢do superficial por toda extensdo do animal, com uma maior
deposicao nas glandulas sebaceas, foliculos pilosos, sebo e no pelo (Figura 8) (RUST, 2010;
RIVIERE; PAPICH, 2018). Esse depdsito faz com que o ativo seja secretado gradualmente,
aumentando sua eficacia, visto que os parasitos precisam entrar em contato direto com o ativo
para serem combatidos.

As formas farmacéuticas mais utilizadas para sua veiculagdo sdo o spray e spot-on
(MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013; RIVIERE; PAPICH, 2018), mas em um estudo
recente realizado por dos SANTOS et al. (2020), comprovou-se que o mesmo pode ser
veiculado na forma de comprimidos, sendo uma alternativa segura para os animais € menos
toxica para seus tutores € para o meio ambiente.
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Figura 8: Fendmeno de translocacdo dérmica de uma formulag@o sob a forma de spot-on contendo fipronil

associado a um corante fluorescente e seu impacto ao animal e ao tutor

A- Aplicagdo da formulagdo spot-on, B e C- 5 e 24 horas ap0s a aplicagdo da formulacao, respectivamente.

Fonte: Rust (2010)

2.3.1.6. Lactonas macrociclicas

As lactonas macrociclicas sdo produtos da fermentacao de bactérias, sendo divididas em
dois grandes grupos: as avermectinas, produtos da fermentagdo de Streptomyces avermitilis e
as milbemicinas (RIVIERE; PAPICH, 2018; MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013). As
milbemicinas se dividem em milbemicina oxima, produto da fermentacdo de Streptomyces
hygroscopicus e moxidectina, produto da fermentacdo de Streptomyces cyaneogriseus
subespécie noncyanogenus (MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013).

Segundo o descrito por Riviere e Papich (2018), as milbemicinas ndo possuem atividade
frente a pulgas e carrapatos, mas Miller, Griffin e Campbell (2013) descrevem que a
moxidectina pode ser utilizada em caes visando o combate de pulgas, sob a forma de spot-on,
quando utilizada em associagdo com neonicotnodides e fenilpirazois.

2.3.1.7. Oxadiazinas
As oxadiazinas possuem o indoxacarbe como representante, possuindo atividade
somente contra pulgas, sejam elas adultas, larvas ou ovos, sendo formuladas sob a forma de
produtos topicos, visto que sua eficacia depende do contato do parasito com o ativo (RIVIERE;
PAPICH, 2018). Segundo Riviere e Papich (2018) o indoxacarbe nao possui atividade contra
carrapatos.

2.3.1.8. Spinosinas
O espinosade, consiste em um produto natural obtido pela fermentagao do actinomiceto
Saccharopolyspora spinosa (MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013). E um ectoparasiticida
de agdo por contato e sistémico, atuando nas pulgas por meio da ingestdao do ativo administrado
por via oral, interrompendo sua alimentagao e a postura de ovos; além de ser veiculado sob a
forma de spray e pour-on (RUST, 2010; RIVIERE; PAPICH, 2018).
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2.3.1.9. Reguladores do Crescimento

Os reguladores do crescimento de insetos (IGR’s) podem ser subdivididos em analogos
ao hormonio juvenil e inibidores do desenvolvimento do inseto. Como possuem baixa atividade
frente a adultos, normalmente ¢ associado com adulticida, provendo assim um controle mais
eficaz contra pulgas e carrapatos (BLAGBURN e DRYDEN, 2009; DANTAS-TORRES, 2010;
RUST, 2005)

Dentre os andlogos ao hormonio juvenil, destacam-se o metopreno e o piriproxifen. O
metopreno quando associado ao fipronil, estd presente em formulagdes adulticidas visando o
controle de pulgas, geralmente sob a forma de spot-on. J o piriproxifen ¢ mais utilizado contra
ovos e larvas da pulga, mas pode promover a morte precoce de pulgas adultas, sendo veiculado
também sob a forma de spot-on (RIVIERE; PAPICH, 2018).

Quanto aos inibidores da sintese de quitina, temos o diflubenzuron, lufenuron e
fluazuron. O lufenuron ¢ utilizado normalmente para o controle de pulgas, enquanto o fluazuron
e diflubenzuron demonstram atividade frente a carrapatos (DE OLIVEIRA, 2012; 2013;
ANDREOTTI et al., 2015).

2.3.1.10. Neonicotinodides
Neonicotinodides consistem em ectoparasiticidas com atividade mais pronunciada frente
a pulgas (RIVIERE; PAPICH, 2018; RUST, 2010). Dentre seus representantes temos a
imidacloprida, nitempiran e dinotenfuran (RIVIERE; PAPICH, 2018; RUST, 2010; MILLER;
GRIFFIN; CAMPBELL, 2013)

2.3.1.11. Isoxazolinas
As isoxazolinas correspondem a antiparasitarios com atividade acaricida e pulicida, cuja
acdo ocorre por meio da ingestdo do ativo pelo ectoparasito, visto que sdo veiculadas sob a
forma de comprimidos (RIVIERE; PAPICH, 2018; RUST, 2010).

2.3.2. Mecanismos de resisténcia ao controle convencional

De maneira geral, os ativos que atuam pela via topica, se distribuem pela pele do animal,
estocando-se em suas glandulas sebaceas, deste modo, ocorre a liberagdo gradual do ativo pelos
foliculos pilosos. Alguns estudos referentes aos ativos fipronil e a imidacloprida, sugerem que
a exposi¢ao repetida dos tutores ao produto no momento da administrag¢@o, ou pelo contato com
o pelo dos animais tratados, representam um grave risco a saude a longo prazo (Figura 8)
(RIVIERE; PAPICH, 2018; RUST, 2010).

Além disso, 0 uso recorrente € muitas vezes incorreto dos ectoparasiticidas como os
piretroides e organofosfatos levou ao desenvolvimento de mecanismos de resisténcia dos
parasitos a muitos ativos, como o ocorrido em 1952, em que se relatou a primeira resisténcia
contra DDT (dicloro-difenil-ticloroetano), mas também possui relatos de resisténcia contra
piretrinas, organoclorados, carbamatos e fipronil (COLES; DRYDEN, 2014; RUST, 2016).

Muitos desses mecanismos agem na diminui¢do da penetragdo dos ativos, aumento na
atividade da enzima responsavel pela desintoxicagdo e diminui¢ao da sensibilidade do receptor
alvo (RIVIERE; PAPICH, 2018). Este processo pode ocorrer através da pressdo da sele¢ao
natural, que induz modificagdes fenotipicas como forma de aumentar a capacidade de
sobrevivéncia dos individuos, de modo que os descendentes possuam maior resisténcia,
tornando o tratamento ineficaz (COLES; DRYDEN, 2014).

Além da resisténcia gerada, o uso generalizado destes compostos quimicos também
reflete na preocupacdo com a saude publica, visto que podem problemas residuais, falta de
toxidade seletiva e poluicdo ambiental, pela facilidade com que podem ser carreados para o ar
e para as aguas (GUPTA er al, 2019; KABERA et al., 2011). Assim, pode ocorrer a
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contaminag¢do e envenenamento de animais e humanos por residuos dos inseticidas inalagdo de
aerossois, poeira e vapor com inseticidas, exposi¢ao oral ao consumir alimentos e agua
contaminados, e pela exposicao cutanea pelo contato direto com a pele (KABERA et al., 2011).

Algumas estratégias podem ser adotadas como uma maneira de prevenir e retardar o
processo de resisténcia, como utilizar o ectoparasiticida mais adequado e fazer rotatividade no
uso dos produtos e até mesmo uso combinado destes, por exemplo (RIVIERE; PAPICH, 2018).
Contudo, devido as desvantagens atreladas ao uso desses inseticidas e acaricidas sintéticos,
tornou-se crescente a busca por produtos ecologicamente sustentaveis.

2.3.3. Controle por produtos naturais

Diante da redugdo da eficacia de alguns ativos sintéticos e pelos relatos de resisténcia
dos parasitos ao tratamento convencional, os produtos naturais vém ganhando destaque como
medidas de controle. Embora alguns ativos sintéticos sejam baseados em compostos botanicos,
alguns ativos utilizados sdo obtidos naturalmente, como os 6leos essenciais e extratos de
plantas.

O ¢6leo de Nim por exemplo, obtido a partir da arvore Azadirachta indica Juss, nativa
da India, Australia, Africa e América Central e do Sul, teve suas propriedades pesticidas
descobertas a aproximadamente 4 000 anos, incluindo atividade antiparasitaria contra pulgas e
no controle de artropodes, com atividade ovicida, larvicida, atuando na diminui¢do da
fecundidade, na regulagdo do crescimento de insetos e como repelente (HALOS et al., 2014;
GUPTA et al.,, 2019; SAID-AL AHL; HIKAL; TKACHENKO, 2017).

Dentre os produtos naturais disponiveis, os Oleos essenciais (OE’s) sdo compostos
bioativos com toxicidade seletiva, sendo assim toxicos aos insetos, além de possuir rapida
degradacao e baixo impacto ambiental, sendo uma alternativa com atividade bioldgica
(COSIMI; ROSSI; CANALE, 2009).

Os o6leos essenciais sdo os metabodlitos secundarios produzidos pelas plantas como
mecanismo de defesa contra insetos, apresentando assim atividade tanto inseticida quanto
repelente (PROCHNOW, 2018). Sao substancias complexas possuindo diversos constituintes
em sua composicdo, como monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanoides; com elevada
volatilidade, biodegradaveis com fragrancia variavel, que podem ser obtidos a partir das mais
variadas partes da planta (CAVALCANTI et al., 2015; BRITO et al., 2013; ELLSE; WALL,
2014; SAID-AL AHL; HIKAL; TKACHENKO, 2017).

Os oleos essenciais ja sao amplamente utilizados na éarea agricola como repelentes de
insetos voadores, atuando na redugdo da perda de grdos armazenados, com atividade
comprovada contra mosquitos, carrapatos, piolhos e besouros (SKUHROVEC et al., 2018;
BALDIN et al., 2014; ZANARDI et al., 2015; EL-ABBASSI et al., 2017; MARIANO et al.,
2017).

O d-limoneno e o linalol sdo bioativos obtidos a partir da hidrodestilagdo da casca de
laranja por exemplo, consistindo assim em oOleos volateis que possuem propriedade pulicida.
Contudo, segundo o relatado por Riviere e Papich (2018), houve relatos de intoxicagdo
esporadica em gatos, além de relatos de reagdes adversas em caes e gatos (MILLER; GRIFFIN;
CAMPBELL, 2013).

A bioprospecgao in vitro realizada pelo Laboratorio de Quimioterapia Experimental e
Parasitologia Veterinaria (LQEPV- UFRRJ) € pioneira quanto ao uso de dleos essenciais como
pulicida comprovando potencial ectoparasiticida dos Oleos essenciais de Schinus molle L.
(BATISTA et al., 2016), Ocimum gratissimum (FERREIRA et al., 2019, dos SANTOS et al.,
2020; OLIVEIRA et al, 2022), Cinamomum spp., Thymus vulgaris, Origanum vulgare
(CONCEICAO et al., 2020), Syzygium aromaticum (LAMBERT et al., 2020, LAMBERT et
al., 2021), Ilicium verum e Pelargonium graveolens (FREITAS et al., 2021), Pogostemom
cablin (TEMPERINI et al., 2022) e Cannabis sativa (SOARES et al., 2023).
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Além disso, geralmente a atividade de um OE ¢ associada ao seu constituinte
majoritario, sendo assim alguns estudos in vitro foram realizados avaliando a atividade dos
constituintes majoritarios de Oleos essenciais com atividade pulicida e carrapaticida
comprovada, como os isolados eugenol (LAMBERT et al., 2020, 2021; OLIVEIRA et al.,
2022) e carvacrol (MIRANDA, 2022).

2.3.4. Eugenol

O eugenol ¢ um composto aromatico pertencente a classe dos fenilpropandides que
corresponde ao constituinte majoritario do 6leo de cravo, Syzygium aromaticum, mas pode ser
encontrado em menores concentracdes nas plantas Myristica fragrans Houtt., Cinnamomum
verum J. Presl, C. loureirii Nees, Ocimum gratissimum Forssk. e O. basilicum L. (KAUFMAN,
2015; OLIVEIRA et al., 2022; ULANOWSKA e OLAS, 2021; NISAR, et al., 2021).

Consiste em um liquido levemente amarelado e oleoso, com baixa solubilidade em 4gua,
baixa estabilidade quimica, sendo muito sensivel a oxidacado (ULANOWSKA e OLAS, 2021).
E muito utilizado na industria alimenticia, agricola, cosmética e farmacéutica por apresentar
atividade antioxidantes, analgésicas, antimutagénicas, antiplaquetérios, antialérgicas e anti-
inflamatérias (ULANOWSKA ¢ OLAS, 2021; KAUFMAN, 2015; FERNANDES, et al,
2020).

O eugenol também apresenta propriedades antimicrobianas contra diversos patogenos
da medicina humana, incluindo um amplo grupo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
fungos e varios parasitos, como a Giardia intestinalis, Fasciola gigantica ¢ Haemonchus
contortus (ULANOWSKA e OLAS, 2021).

Na drea veterindria, o eugenol possui propriedades antiparasitarias, possuindo atividade
acaricida contra Rhipicephalus sanguineus, R. microplus e Ixodes ricinus (FERREIRA, et al.,
2019; MIRANDA, 2022; ARAUIJO et al., 2016) e inseticida, incluindo pulicida contra a pulga
do gato C. felis felis (ULANOWSKA; OLAS, 2021; FERNANDES, et al., 2020; LAMBERT,
et al, 2020; OLIVEIRA, et al., 2022). Sua estrutura quimica encontra-se representada na
Figura 9.

Figura 9: Estrutura quimica do eugenol

OH

H.C™ OCHs

Fonte: Sigma-Aldrich (2022)

2.3.5. Carvacrol

O carvacrol ¢ um composto aromatico pertencente a classe dos monoterpenos, sendo
encontrado como constituinte majoritario nos 6leos de orégano, Origanum vulgare, mas pode
ser encontrado também no tomilho (Thymus vulgaris), manjerona (O. majorana) e pimenta-do-
reino (Lepidium sp.) NATAL et al., 2021; RATHOD et al., 2021).

O carvacrol ¢ muito utilizado na industria farmacéutica, devido a suas propriedades
antimicrobianas, antibacterianas, antioxidantes, antivirais, anti-hipertensivas,
imunomodeladoras e antitumorais (KACHUR e SUNTRES, 2019; RATHOD et al., 2021). Sua
estrutura quimica encontra-se representada na Figura 10.
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Na industria alimenticia, devido a sua propriedade antibacteriana, ¢ utilizado na
protecao dos alimentos armazenados contra bactérias, fungos e insetos; inclusive no
desenvolvimento de embalagens antimicrobianas (DHUMAL et al, 2019; SHEMESH et al.,
2015; KORDALI et al., 2008).

Figura 10: Estrutura quimica do carvacrol
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Fonte: Sigma-Aldrich (2022)

J& na éarea veterindria, o carvacrol possui atividade carrapaticida descrita frente a R.
microplus, R. sanguineus e Amblyomma sculptum e A. cajenennse (NATAL et al., 2021;
CONCEICAO et al., 2020; NOVATO et al, 2018; 2019; 2022; ARAUJO et al., 2016;
MIRANDA, 2022; LIMA-DE SOUZA, et al., 2019; 2021; SENRA et al., 2013; SOUSA et al.,
2022; JUNIOR et al., 2020; LIMA et al., 2017; TAVARES et al., 2022). Sua estrutura quimica
encontra-se representada na Figura 10.

Tendo em vista a atividade pulicida e acaricida do eugenol e carvacrol isolados, passou-
se a avaliar a atividade de ambos também em associacdo, verificando a possibilidade de um
efeito aditivo ou sinérgico na atividade frente a R. microplus e R. sanguineus (ARAUJO et al.,
2016; NOVATO et al.,, 2016; 2019) e A. sculptum (VALE et al., 2021).

No estudo feito por Miranda (2022), constatou-se que adultos do carrapato
Rhipicephalus sanguineus requerem concentracdes maiores dos bioativos carvacrol e eugenol
para alcangar a atividade méxima (100% de mortalidade) do que os estagios imaturos, € que no
tocante ao eugenol, estas concentracdes sao mais elevadas do que as requeridas para o combate
da pulga C. felis felis (OLIVEIRA et al., 2022).

2.4. Formulagdes topicas de uso veterinario

Pode-se notar, que grande parte das formulagdes antiparasitirias consistem em
formulacdes topicas, sejam elas spray, xampus, talcos, sabonetes, spot-on, sendo as
formulagdes orais empregadas mais recentemente, na forma de comprimidos mastigaveis,
biscoitos medicamentosos, entre outros. Uma vantagem das formulagdes topicas € a sua facil
aplicacdo na pele dos animais, além de ndo apresentarem degradag¢do gastrointestinal nem
sofrerem o metabolismo de primeira passagem no figado, o que acontece nas formulagdes orais
(RIVIERE; PAPICH, 2018).

No caso das formas farmacéuticas topicas, deve-se considerar muitos pontos para definir
uma formulag¢do como as particularidades da pele dos animais, as espécies alvo, as ragas e as
idades, por exemplo. Dependendo dos excipientes utilizados nessas formulagdes, além das
propriedades topicas, as mesmas podem ter a capacidade de penetrar na pele ou entdo de realizar
uma transloca¢ao dérmica (RIVIERE; PAPICH, 2018).

A pele consiste no maior 6rgao do corpo, possuindo diversas fungdes essenciais, como
por exemplo de protegdo, consistindo em uma barreira anatomica, fisica € microbiologica,
devido ao seu pH 4cido (JUNIOR; LIMA; MIRANDA, 2014; MAKINO; NEVES; SOUSA,
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2014; BOTONI, 2022). A pele ¢ dividida em epiderme, derme e hipoderme, e embora possua
alguma semelhanca com a pele humana, a pele dos animais possui algumas particularidades
que devem ser consideradas no momento de se desenvolver formulagdes veterinarias de uso
topico, como espessura da pele, densidade dos pelos na area de aplicacdo, pH cutaneo
(BOTONI, 2022).

Segundo Junior et al. (2014) e Makino et al. (2014), a composicao da microbiota cutanea
depende de fatores como a neutralidade, comensalismo, mutualismo, antagonismo dos
microrganismos presentes, e fatores abioticos fisicos e quimicos JUNIOR; LIMA; MAKINO;
NEVES; SOUSA, 2014).

O pH 4cido da pele dos animais além de favorecer a manutencao da microbiota da pele,
previne que quaisquer microrganismos infecciosos penetrem na pele. Contudo, alguns
microrganismos possuem a capacidade de alterar o pH para favorecer sua entrada no organismo,
influenciando na permeabilidade cutdnea e na queratinizacdo (MILLER; GRIFFIN;
CAMPBELL, 2013).

O valor do pH dos animais pode variar pelo estado de satide do mesmo, animais sadios
apresentam um pH cutaneo médio ¢ de 6,16 podendo variar entre 5,86 ¢ 6,45 segundo Junior ef
al. (2014) e Makino et al. (2014), ou entre 5,5 e 7,5 segundo Botoni (2022). No entanto, alguns
fatores como uma doenca em curso, por exemplo, podem alterar o pH fisiologico. Em caes com
dermatite alérgica, o pH médio pode chegar a 6,65 (pH 5,17-8,74); em caes com sarna, 0 mesmo
¢ de 6,45 (pH 4,95-8,30); ¢ em cies com micose ¢ de 6,23 (pH 4,82-7,04) (JUNIOR; LIMA;
MAKINO; NEVES; SOUSA, 2014; BOTONI, 2022). Alguns fatores que podem levar a
alteracdo do pH fisiologico da pele dos animais encontram-se listados na tabela a seguir (Tabela

1.

Tabela 1: Fatores que podem alterar o pH fisiolégico cutaneo dos animais

Acidos Acido latico, acido urocénico, acido graxo, aminodacidos livres, colesterol.
Basicos Bicarbonato, lactato.
Exogenos Produtos irritantes, topicos e sem indicagdo para determinado animal.

Fisiolégicos  Raca, idade, area corpdrea, género, secrecdo sebacea, hidratagdo, dieta, exercicio.
Patolégicos = Dermatite atopica, dermatite irritante, bactérias, leveduras, diabetes mellitus, uremia,
doenca hepatica.
Fonte: Adaptado de Miller, Griffin, Campbell (2013).

Sabendo-se da importancia do pH da pele como uma barreira para entrada de patogenos
no organismo desses animais, sua manutengdo ¢ de extrema importancia, pois uma simples
desordem no mesmo pode favorecer o desequilibrio da microbiota e o funcionamento de
enzimas e da hidratagdo, fazendo que o animal fique mais propenso a uma infec¢do (BOTONI,
2022).

Além disso, a proporg¢ao de pele e pelos da regido de aplicagdo do produto também deve
ser considerada no momento de desenvolver uma formulagao, visto que pode variar de acordo
com a idade do animal, com a espécie, género, raca ¢ at¢ mesmo dentro da mesma raca
(BOTONI, 2022). Inclusive, deve-se considerar também as variagdes em um mesmo animal,
pois a espessura da pele tende a diminuir dorso-ventralmente no tronco e proximo-distalmente
nos membros, tendo uma pelagem mais densa no dorso e nas laterais do corpo (BOTONI, 2022).

Para que um ativo consiga penetrar na pele, 0 mesmo pode se difundir por cinco vias:
transcelular, intercelular, transfolicular, pelo poro de suor e por uma difusao lateral, ilustradas
na figura abaixo (Figura 11).

Farmacos lipofilicos se difundem através do estrato corneo e da epiderme viavel, para
entdo alcancar os microcapilares na juncao epidérmica-dérmica, mas as espessuras das peles
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variam de acordo com a espécie o que resulta em diferentes distdncias que devem ser
percorridas pelos bioativos para alcangarem as camadas mais internas da derme (RIVIERE;
PAPICH, 2018). Os caes por exemplo possuem uma derme com aproximadamente 21 pm de
espessura e os gatos com aproximadamente 13 pm (RIVIERE; PAPICH, 2018).

Figura 11: Vias de transporte das formulagdes topicas

Estrato cérneo

Epiderme viavel

Derme

A- transcelular; B- intercelular; C- transfolicular; D- pelo poro de suor; E- difusdo lateral

Fonte: Adaptado de RIVIERE e PAPICH (2018).

Caes e gatos sdo recobertos por pelos provenientes de foliculos pilosos compostos, em
que cada 6stio folicular origina um pelo primario (pelo duro), de maior didmetro, enraizado na
derme e associados as glandulas sebaceas e sudoriparas; e de 5-20 pelos secundarios (subpelos),
de menor didmetro, localizado proximo a superficie e possuem glandulas sebaceas (BOTONI,
2022; MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013; RIVIERE; PAPICH, 2018).

No entanto, a presenca de uma grande quantidade de foliculos pilosos aumenta a area
de superficie epidérmica, aumentando consequentemente o fluxo sanguineo e assim a absor¢ao
dos ativos (RIVIERE; PAPICH, 2018).

Segundo Riviere e Papich (2018):

“Os foliculos pilosos sdo organizados ¢ distribuidos de maneira diferente entre
as espécies animais, ¢ essas diferencas podem ditar uma administragido
transdérmica para produtos pour-on, bem como uma difusdo pela superficie
da pele para produtos topicos.” (RIVIERE; PAPICH, 2018)”

Segundo a indicagdo de uso do produto Frontline® spray, ao administrar formulagdes
spray, as mesmas devem ser aplicadas por todo corpo no sentido contrario ao pelo, de maneira
a umedecer completamente a pele e os pelos do animal. Durante a aplicagdo da formulagao, ¢
indicado massagear os pelos para garantir que a formulagao atinja a derme e assim realize o
fendomeno de translocacdo dérmica. Além disso, para aplicagdo na regido da cabega, o produto
deve ser aplicado nas luvas para posterior aplicacdo na face do animal, respeitando-se a area
dos olhos (Boehringer Ingelheim, 2022).

Pode-se notar que em caes com maior densidade de pelos, a aplicacdo do produto deve
ser feita com mais cautela para garantir que o produto consiga atingir a pele do animal. O modo
de aplicacdo de produtos spray encontra-se demonstrado na Figura 12.

18



Figura 12: Modo de aplicagio da formulagdo em spray

Fonte: Tiendanimal (2022)

J& para a administracao de formulagdes spot-on, a densidade de pelos dos animais nao
tem grande influéncia na aplicacdo do produto, visto que a aplicagdo da formulagdo ¢ feita
afastando-se os pelos do animal e aplicando pontualmente entre a regido da nuca e as escapulas,
como demonstrado na Figura 13. Sendo assim, um produto de aplicagdo mais rapida e mais
pratica (Boehringer Ingelheim, 2022).

Figura 13: Modo de aplicagdo da formulag¢ao em spot-on

Fonte: Consulta Remédios (2022)

2.4.1. Sistemas emulsionados

As emulsdes consistem na dispersdo de dois liquidos imisciveis entre si, normalmente
Oleo e agua, que sdo estabilizados pela presenca de um tensoativo, que fica localizado na
interface do 6leo com a agua (PASCOA, 2012; FERREIRA, 2019). As emulsdes podem ser

classificadas em macroemulsdes, nanoemulsdes e microemulsdes, como mostrado na Figura
14.
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Figura 14: Diferenca de tamanho entre as emulsdes
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Fonte: SHETH (2020)

As macroemulsoes, apresentam goticulas de tamanho superior a 1 um, geralmente
polidispersas e instaveis termodinamicamente devido a alta energia livre na interface O/A
(SHETH et al, 2020; PASCOA, 2012). Contudo, essa instabilidade pode ser revertida
cineticamente pela redug¢ao do tamanho das goticulas (OTONI et al., 2016; PASCOA, 2012).

Embora o termo “micro” remeta a escala 10 e “nano” a escala 10”, as terminologias
microemulsdo e nanoemulsdo ndo seguem esse padrdo, visto que as goticulas de ambas terdo
tamanhos na ordem nanométrica.

As nanoemulsdes, também sdo conhecidas como miniemulsdes, microemulsoes
instaveis, submicroemulsdes, sdo consideradas estaveis cineticamente e instaveis
termodinamicamente (FERREIRA, 2011; MARIYATE; BERA, 2022; PASCOA, 2012;
BEDIN, 2011; SILVA, 2013; MOURA et al., 2019; SHETH et al., 2020; PAVONI et al., 2020).

Além disso, sao formadas a partir da aplicagdo de uma energia externa, que pode ser
fornecida por agitacdo mecanica de moderada a alta, garantindo assim um alto indice de
cisalhamento, diminuindo a tensdo superficial das goticulas, favorecendo sua formagao
(FERREIRA, 2011; PASCOA, 2012; MOURA et al., 2019; SHETH et al., 2020; MARIYATE;
BERA, 2022). As goticulas formadas, apresentam formato esférico (PAVONI et al., 2020;
SHETH et al., 2020).

Ja as microemulsdes sdo estaveis termodinamicamente, sendo formadas
espontaneamente sem necessitar da aplicagao de uma energia externa, consistindo em liquidos
transliicidos, com goticulas monodispersas, que podem estar em formato esférico ou cilindrico
(PAVONI et al,, 2020; FERREIRA, 2019; MARIYATE; BERA, 2022).

Entre as micro/nano emulsdes, as nanoemulsdes apresentam uma vantagem frente as
microemulsdes, visto que sdo metaestaveis, ou seja, possuem uma estabilidade a longo prazo
(BEDIN, 2011; SHETH et al., 2020).

Em caso de nanoemulsdes, deve-se atentar também ao aspecto, pois aquelas com
tamanho de goticula inferiores a 200 nm apresentam-se transparentes/transliicidas, enquanto
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aquelas com tamanho de goticula entre 200-500 nm apresentam um aspecto leitoso e opaco
(FERREIRA, 2011; BEDIN, 2011; SILVA et al, 2015).

Independente da formag¢do de micro ou nano emulsdes, ambas apresentam baixa
viscosidade e pequeno tamanho, o que melhora a permeabilidade do farmaco, facilitando sua
entrada no estrato corneo (FERREIRA, 2019), além de possuirem a capacidade de proteger as
moléculas do farmaco da degradacdo, realizando sua libera¢ao gradual e permitir a veiculagao
de farmacos lipofilicos em sistemas aquosos (BEDIN, 2011; FERREIRA, 2019).

O tamanho das micro/nano emulsdes ainda ¢ bastante discutido, visto que ha
divergéncias, como mostrado a seguir, pois héd autores que delimitam a faixa e outros que as
sobrepdem (Tabela 2).

Tabela 2: Demonstrativo do parametro de tamanho para microemulsdo e nanoemulsao

Microemulsao Nanoemulsao
BEDIN, 2011 <100 nm 100 — 1000 nm
FERREIRA, 2011 <100 nm 100 — 500 nm
PASCOA, 2012 10— 100 nm 20 — 500 nm
SILVA, 2013 <100 nm 200 — 500 nm
OTONI et al., 2016 - até 500 nm
MOURA et al., 2019 10 — 100 nm 20 — 500 nm
SHETH et al., 2020 10 nm 100 nm
HIDAJAT et al., 2020 - até 500 nm
GARAVAND et al., 2021 <100 nm 200 — 500 nm
MARIYATE; BERA, 2022 <100 nm 100 -500 nm

Os sistemas micro/nano emulsionados podem ser classificadas como agua em o6leo
(A/O), quando a fase interna ¢ aquosa e encontra-se dispersa em um dominio oleoso; ou 6leo
em agua (O/A), quando ocorre o inverso. Tal fato ¢ determinado pelas propriedades fisico-
quimicas dos tensoativos utilizados (FERREIRA, 2019).

Apobs o desenvolvimento das micro/nano emulsdes e escolha da sua composicio, a
proporcao de cada componente pode ser demonstrada a partir do diagrama pseudoternario de
fases, como ilustrado a seguir (Figura 15).

Figura 15: Diagrama Pseudoternario de Fases
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Fonte: Autoria propria baseado em FERREIRA (2019)
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No diagrama pseudoternario de fases, cada vértice representa 100% de cada componente
e o ponto I representa a propor¢do exata de cada componente na mistura ternaria. Para
determinar este ponto de interse¢do e as proporcdes corretas, utiliza-se o0 método de titulacio
com agua, em que se adicionam aliquotas pré-determinadas de d4gua a uma mistura composta
por fase oleosa, tensoativos e co-solventes, até que a mistura se torne homogénea e transparente
(isotropica), o que ¢ determinado visualmente, a partir do momento em que ocorre a turvagao
da mistura (FERREIRA, 2019).

A constru¢do do diagrama de fases, indica o sistema de equilibrio entre as emulsoes,
permitindo localizar regides de transicdo entre as emulsdes, regides heterogéneas e
homogéneas, regides limpidas, gelificadas e determinar o tipo de sistema emulsionado (A/O ou
O/A) formado (FERREIRA, 2019; SILVA, 2013).

Além disso, sua constru¢do permite determinar as melhores combinagdes entre os seus
componentes € suas concentragdes minimas para se obter um sistema emulsionado,
respeitando-se as propriedades fisico-quimicas inerentes a formulacdo final e sua
administracdo, como viscosidade, estabilidade e pH, visto que os sistemas emulsionados sdo
formulacdes intermediarias a serem incorporadas em uma formulagdo final (FERREIRA,
2019).

2.5. Mercado pet

A industria veterindria brasileira vem obtendo um crescimento consolidado e
exponencial, somando lucros ano ap6s ano. A nivel mundial, o mercado pet movimentou em
torno de US$ 139,2 bilhdes no ano de 2021, correspondendo a um aumento de 5,4% em relagao
ao ano anterior, sendo os Estados Unidos o maior produtor do setor (ABINPET, 2022).

Mesmo em meio a crise econdmica imposta pela COVID-19, em que muitos setores
foram gravemente impactados, o mercado pet brasileiro continuou em destaque, sendo
responsavel pelo faturamento de 4,5% a nivel mundial, ocupando hoje o sexto lugar no ranking
mundial (ABINPET, 2022; MURA, 2022).

A nivel nacional, o faturamento deste setor foi de aproximadamente R$51,7 bilhdes, um
aumento de 27% em relagdo a 2020. Deste montante, cerca de 36 bilhdes de reais correspondem
ao setor de alimentos (pet food - 79%), cuidados com higiene e bem-estar (pet care - 7%) e
servigos voltados ao atendimento e produtos veterinarios (pet vet — 14%) (ABINPET, 2022;
MURA, 2022).

Dentre todos os setores do ramo pet, o setor referente a medicamentos e produtos
veterindrios obteve um crescimento de 11%, sendo os antiparasitarios responsaveis por 26%
desse faturamento. Destes animais, cdes e gatos representam 25% do publico, ficando atras
apenas dos ruminantes (51%) (MURA, 2022).

Os medicamentos mais prescritos estdo listados na figura a seguir (Figura 16).

Figura 16: Medicamentos mais prescritos nos anos de 2018 e 2021 para caes
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Pode-se perceber um aumento significativo dos ectoparasiticidas de 26% para 55% no
periodo de 3 anos, passando do 4° lugar para o lider de prescri¢cdes. Além disso, pode-se
perceber também uma reducdo consideravel no nimero de prescrigdes de antibidticos orais
(MURA, 2022).

O crescimento do ano de 2021 apesar de ter sido inferior aos anos anteriores, ainda relata
um aumento no setor pet, sendo este importante por ter ocorrido em periodo de pandemia e de
crise econdmica mundial (MURA, 2022).

Essa ascensdo se deve tanto pelo aumento do cuidado e preocupacao dos tutores em
relagdo a satide do animal, quanto pelo aumento do numero de animais que compde familias,
muitos adquiridos durante a pandemia, como descrito anteriormente (MURA, 2022).

Esse lago cada vez mais estreito com os animais, preocupagado crescente com sua saude
e bem-estar, faz com que os tutores espelhem seu estilo de vida para seus companheiros. Sendo
assim, a procura por produtos que contenham componentes eficazes e menos agressivos ganhou
forga, favorecendo o desenvolvimento de produtos com uma abordagem One Health, em que a
preocupagdo ¢ relacionada com todas as esferas de maneira conjunta, tanta a humana, quanto a
animal e a ambiental, a fim de se garantir o bem-estar de todos e esfor¢os em saude unica.

23



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) para quantificacao de eugenol e carvacrol nas formulag¢des sob
a forma de spray e spot-on

A metodologia foi desenvolvida a partir da otimizagao dos métodos descritos por Truzzi
et al. (2021) e Cantalapiedra et al. (2013), e esta descrita a seguir (Tabela 3).

Tabela 3: Condigdes cromatograficas utilizadas na cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector
de ultravioleta

Sistema Cromatografico CLAE Dionex Ultimate 3000
Coluna Kromasil - C18 (5pum) 150 x 4,6 mm
Fase Movel Metanol: agua (65:35, v/v)
Comprimento de onda 278 nm

Fluxo 1 mL/min

Temperatura 40 °C

Volume de injecao 20 puL

Tempo de corrida 7 minutos

3.1.1. Preparo da solu¢ao mae de eugenol e carvacrol

Preparou-se uma solugdo mae a 1000 ug/mL para cada bioativo. Para o eugenol,
pipetou-se 23 pL de eugenol SQR com teor de 99% (Sigma-Aldrich) em um baldo volumétrico
de 25 mL, avolumando-se o0 mesmo com metanol grau HPLC. Para o carvacrol, com teor de
98% (Sigma-Aldrich), pipetou-se uma aliquota de 26 pL. em um baldo volumétrico de 25 mL,
completando o volume do mesmo com metanol grau HPLC. Os volumes pipetados
correspondem a massa desejada de cada ativo (25 mg) corrigida pela densidade dos mesmos
(d= 1,067 g/mL para o eugenol e d=0,976 g/mL para o carvacrol).

3.1.2. Preparo da curva padrao

Para avaliacao dos parametros cromatograficos e otimizagcdao da metodologia descrita na
literatura, preparou-se cinco dilui¢des das solugdes maes a 1000 pg/mL em metanol, obtendo-
se concentracdes de 50, 75, 100, 125 e 150 pg/mL para cada bioativo isoladamente.

Apobs o desenvolvimento do método ja otimizado, preparou-se cinco dilui¢cdes das
solucdes mae nas concentragdes mencionadas acima, mas com associagdo dos ativos, visto que
o método deveria ser capaz de quantificar ndo s6 os bioativos separadamente, como também
em associagao.

3.1.3. Validagdo da metodologia analitica

A metodologia analitica foi avaliada de acordo com os parametros descritos na
Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 166/17, que sdo: seletividade, estabilidade, efeito
matriz, linearidade, precisao, exatidao, limite de deteccao e limite de quantificagao.

3.1.3.1.  Seletividade
O ensaio de seletividade deve demonstrar que o método ¢ capaz de identificar e/ou
quantificar o analito de interesse, na presenca dos demais componentes presentes na amostra,
como impurezas, diluentes e componentes da matriz. Sendo assim, o método deve ter a
capacidade de sinalizar um resultado positivo quando o analito de interesse esta presente € um
resultado negativo na sua auséncia.
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Para isso, analisou-se os placebos das formulagdes e as formulagdes contendo os
bioativos em associagdo desenvolvidas, por meio da CLAE-UV, sendo a leitura realizada em
duplicata para cada amostra.

3.1.3.2. Estabilidade
Para avaliagdo da estabilidade das dilui¢des da curva padrdo, preparou-se trés dilui¢des
de cada concentracdo e as amostras diluidas foram analisadas imediatamente apos seu preparo.
Cada diluicao foi analisada em duplicata e os resultados sdo comparados, calculando-se o erro
relativo (%) entre as amostras. Apo0s isto, a solu¢do mae passou por novos testes de estabilidade,
a fim de comparacdo com esta primeira analise:

a. Estabilidade pés processamento: analisou-se as diluigdes preparadas
inicialmente, apos o periodo de 24 horas.

b. Estabilidade de curta duracio: preparou-se novas diluicdes das solucdes
mae armazenadas em geladeira apds 24 horas.

3.1.3.3.  Efeito matriz

O efeito matriz ¢ analisado para indicar se os constituintes da matriz interferem na curva
padrao obtida. Para isso, preparou-se diluicdes das solugdes mae em cinco concentragdes: 50,
75, 100, 125 e 150 pg/mL, em associacdo de bioativos e em triplicata. Preparou-se também
amostras de placebos fortificadas com associagdo dos bioativos, nas mesmas concentragdes €
em triplicata.

Com isso, o efeito matriz foi determinado comparando-se os coeficientes angulares das
duas curvas de calibracdo, aquela com os bioativos em solvente (metanol) e a da amostra
fortificada com os bioativos. Caso os componentes da matriz nao interfiram na analise, observa-
se o paralelismo das retas obtidas por meio da regressao linear.

3.1.3.4. Linearidade

A linearidade ¢ realizada a fim de demonstrar a capacidade do método de obter uma
resposta analitica diretamente proporcional a concentragao do analito de interesse. Para isso,
diluiu-se as solugdes mae em associagdo, obtendo-se cinco concentragdes: 50, 75, 100, 125 ¢
150 pg/mL em metanol. Essas diluigdes foram realizadas em triplicata independentes para cada
concentragdo, a partir de uma mesma solugao mae.

Essas dilui¢des foram submetidas a analise por CLAE-UV, sendo a leitura realizada em
duplicata para cada amostra. As analises foram realizadas em dois dias consecutivos, com
diluicoes independentes e em um terceiro dia, referente a reandlise das diluigdes processadas
no dia anterior.

Para interpretacio dos resultados, construiu-se um grafico de Concentragio x Area,
obtendo-se uma regressao linear dos dados obtidos na curva analitica padrao, que ¢ expressa

(1)

como y = ax + b. Em que: o “y” corresponde a variavel dependente que neste caso € a area
obtida na cromatografia; o “x” corresponde a variavel independente que neste caso ¢ a
concentracdo do analito que sera calculada.

A partir da equacdo da reta, obteve-se o coeficiente angular (a) e linear (b) e o coeficiente
de correlagdo linear (r), sendo possivel calcular o desvio padrao relativo (DPR) e o desvio em
relagdo a concentracdo real de cada bioativo para cada ponto da curva analitica, avaliando-se

assim a precisao e exatidao.
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3.1.3.5. Precisdo

A analise de precisao ¢ realizada a fim de demonstrar se os resultados obtidos, no caso,
as concentragdes calculadas, sdo proximos entre si. Para isso, preparou-se novamente cinco
diluicdes em triplicatas independentes para cada concentragdo, analisadas em duplicata. A
analise foi realizada em dias consecutivos, ¢ a partir de uma segunda anélise de uma amostra ja
processada no dia anterior.

Calculou-se o DPR para cada nivel de concentragdo de um mesmo dia (intra-dia), de
dias diferentes (inter-dia) e de preparos distintos (inter-preparo) e o desvio em relacdo a
concentragdo. Este célculo foi realizado com base na formula a seguir:

Em que: DPR ¢ o desvio padrao relativo; DP ¢ o desvio padrao e CMD ¢ a concentragao
média calculada.

3.1.3.6. Exatidao

A analise de exatidao ¢ realizada a fim de demonstrar se as concentragdes reais de cada
bioativo correspondem as concentragdes tedricas calculadas. Para isso, preparou-se trés
dilui¢des nas concentracdes de 50, 100 e 150 ug/mL (correspondendo a pontos de baixo, médio
e alto nivel de concentragdo no intervalo linear).

Cada concentracao foi preparada em triplicatas independentes a partir de uma mesma
solucdo mae, com associacdo dos bioativos; e cada amostra foi analisada em duplicata por
CLAE-UV.

A exatidao foi calculada com base na porcentagem de recuperagdo dos analitos em cada
nivel de concentragdo, com a relagdo entre a concentragdo determinada experimentalmente e a
concentragdo teorica calculada. Este calculo foi realizado com base na férmula a seguir:

(CMexperimental)

= —+ 100
Concentragao tedrica

Recuperagao =

Em que: CM ¢ a concentragdo média

3.1.3.7. Limite de deteccdo (LD) e Limite de quantificacio (LQ)

O limite de deteccao indica a menor concentragdo do analito que o método ¢ capaz de
detectar, mas ndo necessariamente quantificar; enquanto o limite de quantificacdo indica a
menor concentragdo do analito presente em uma amostra, que pode ser determinada com
precisdo e exatiddo aceitaveis.

Para determina-lo por meio de métodos instrumentais, preparou-se oito dilui¢des a partir
da solugdo mae, nas seguintes concentracdes: 25, 10, 5, 2,5, 1,0, 0,50, 0,25L e 0,10 pg/mL
analisando o sinal-ruido proveniente da analise cromatografica. Para LD o sina-ruido deve ser
de no minimo 2:1, enquanto para o LQ o sinal-ruido deve ser de no minimo 10:1.

3.1.3.8. Andlise Estatistica
Para andlise estatistica, as andlises por CLAE-UV foram realizadas em duplicata,
obtendo-se média e desvio padrdo dos resultados obtidos. A regressao linear obtida na
linearidade promove um ajuste dos pontos obtidos, tragando assim uma linha reta entre eles, e
esta adequacao ¢ estabelecida pelo coeficiente de correlagao “r”, que pode variar entre -1 e 1.
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Valores proximos a -1 e 1 referem-se a alta correlagdo negativa e positiva, respectivamente,
enquanto valores proximos a 0 indicam falta de correlagao.

Para os resultados obtidos nas etapas in vitro, realizou-se testes de normalidade de
D’ Agostinho-Pearson e testes ndo-paramétricos, como Kruskal-Wallis e Dun, considerando-se
um nivel de significancia de 5% (p-valor < 0,05).

3.2. Desenvolvimento das formulagdes
A formulagdes topicas foram desenvolvidas contendo como bioativo, eugenol a 10%,
carvacrol a 10% ou uma associagao de ambos a 10% cada, um agente antioxidante, umectante,
tensoativo, promotor de penetragdo, agente tamponante, agente quelante e acidificante e
veiculo.
De maneira geral, a composi¢do da formulagdo sob a forma de spray e spot-on estdo
descritas nas tabelas a seguir respectivamente (Tabela 4 ¢ 5).

Tabela 4: Excipientes utilizados no delineamento das pré-formulagdes sob a forma de spray e suas fungdes

Excipiente Funcio
BHT Antioxidante
Propilenoglicol Umectante
Tween 80 Tensoativo
DMSO Promotor de penetragao
PVA Doador de viscosidade, tensoativo
Nl.pagln Conservantes
Nipasol
Alcool isopropilico Veiculo

BHT- hidroxitolueno butilado; Tween 80- polisorbato 80; PVA- alcool
polivinilico; Nipagin- metilparabeno; Nipasol — propilparabeno; DMSO-
dimetilsulfoxido.

Tabela 5: Excipientes utilizados no delineamento das pré-formulacdes sob a forma de spot-on e suas fungoes

Excipiente Funcio
BHT Antioxidante
Cocoaminopropil betaina Tensoativo
DMSO Promotor de penetracao
Alcool cetoestearilico Emoliente e estabilizante
Alcool isopropilico Veiculo

BHT- hidroxitolueno butilado; DMSO- dimetilsulfoxido.

As concentragdes dos excipientes foram determinadas ao longo do delineamento,
considerando-se a concentracdo minima que estes devem apresentar para desempenhar suas
funcdes e as caracteristicas inerentes a formulac¢ao desejada, como viscosidade por exemplo.

Além disso, os excipientes acima descritos estavam sujeitos a substitui¢ao, de acordo
com o comportamento apresentado na formulagdo final e possiveis incompatibilidades.

Os reagentes foram misturados a frio, sob agitacao constante e levados ao ultrassom
Ultronique, por aproximadamente 10 minutos, ou até completa solubilizagao.

ApOs preparo, as formulagdes foram armazenadas em frascos ambares e transparentes,
para prosseguimento dos testes de estabilidade, caracterizagdo e de eficacia residual.
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3.3. Caracterizagao das formulagdes e testes de estabilidade
3.3.1. Caracteristicas organolépticas
Observou-se as formulagdes quanto a coloragdo, viscosidade, presenca ou auséncia de
precipitado e homogeneidade.

3.3.2. pH

Mediu-se o pH das formulagdes durante cinco dias consecutivos € a cada més até
totalizar trés meses, utilizando o pHmetro digital Del Lab. As analises foram realizadas
diretamente do frasco de armazenamento, em triplicata, sendo calculado a média e o desvio
padrao das medigdes.

3.3.3. Centrifugacao

Para analise de estabilidade, colocou-se 1 mL de cada formula¢do em microtubos de
centrifuga, levando para centrifugacao por 30 minutos a 3000 rpm e por cinco horas a 3800
rpm, utilizando-se a centrifuga refrigerada Cientec.

3.3.4. Ciclo de congelamento e aquecimento

Adicionou-se 1 mL de cada formulagao em vials ambares e transparentes, sendo estes
expostos a ciclos alternados de 24 horas em resfriamento (em geladeira entre 5 e 10 °C) e em
aquecimento, por meio da incubadora shaker digital Cienlab (entre 37 e 40 °C), por trés dias.

3.3.5. Quantifica¢ao do teor dos bioativos nas formulagdes

As formulagdes, tanto sob a forma de spray quanto spot-on, possuiam 10% dos ativos
em sua composicao e para que estes fossem quantificados pelo método analitico desenvolvido,
seria necessario realizar uma série de diluigdes. A concentracao de trabalho estipulada foi a de
nivel médio de concentragdo, ou seja, 100 pg/mL.

Para isso, pipetou-se 1 mL da formulagdo (10 % equivalem a 100 mg/mL), para um
baldo volumétrico de 100 mL, avolumando-se com metanol. Desta solu¢dao resultante (1
mg/mL), pipetou-se 1 mL para um baldo volumétrico de 10 mL, completado até o menisco com
metanol, obtendo-se assim uma solugdo com a concentracao desejada (0,1 mg/mL equivale a
100 ug/mL).

A cada diluicdo, o baldo volumétrico foi vertido trés vezes, garantindo uma
homogeneiza¢ao manual, sendo submetido posteriormente a 10 minutos no ultrassom. S6 apos
o ultrassom, que retirava-se uma nova aliquota para prosseguir as dilui¢des.

ApoOs obtengdo de uma amostra com a concentracao de trabalho necessaria para a
analise, a mesma era transferida para um vial, para ser analisada pelo método analitico validado
por CLAE-UV. No caso das formulagdes com polimeros (como o spot-on, por exemplo), a
amostra deve ser filtrada antes de ser transferida para os vials, com filtro de seringa PVDF com
tamanho de poro de 0,45um. Vale ressaltar que os placebos utilizados para avaliacao da
seletividade do método analitico foram diluidos da mesma maneira.

3.4. Desenvolvimento do sistema emulsionado

A escolha dos componentes utilizados para o preparo do sistema emulsionado foi feita
com base no estudo realizado por (FERREIRA, 2019), estabelecendo-se assim o
propilenoglicol como co-solvente, tween 80 e span 20 como tensoativos em uma proporgao 1:1,
e os bioativos eugenol e carvacrol como fases oleosas.

Para isso, determinou-se uma faixa de analise em que as proporcdes de fase oleosa/ co-
solvente e tensoativos variavam entre 90:10 e 10:90 (A - I), respectivamente, conforme tabela
abaixo (Tabela 6).
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Tabela 6: Combinacdes utilizadas para determinacdo da regido de microemulsao

A B C D E F G H |
Fase Oleosa /Co-solvente 90 80 70 60 50 40 30 20 10
Mistura de Tensoativos (1:1) 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Apos preparo, homogeneizou-se cada combinacdo com auxilio de um agitador
magnético, adicionando-se o bioativo por ultimo, visto que sdo volateis. Feito isto, realizou-se
uma titulagdo com aliquotas de 20 puL de 4gua destilada, adicionadas lentamente para garantir
completa homogeneizacao, até turvagdo do sistema, com agitacdo constante.

Com isso, escolheu-se os pontos com elevada capacidade de suporte de fase aquosa,
realizando um novo preparo para prosseguir com a andlise de tamanho de goticula e indice de
polidispersdo, apos agitacao por duas horas.

Com a determinag@o do ponto de turvacdo, foi possivel determinar o volume de 4dgua
que o sistema comporta sem turvar, permitindo a constru¢do de um diagrama de fases
pseudoterndrio, indicando a regido de microemulsdo do ativo analisado. O procedimento foi
realizado para o eugenol e carvacrol separadamente e para ambos em associagao.

Apds desenvolvimento do sistema emulsionado, o mesmo foi disperso em
propilenoglicol, contendo outros excipientes em menor concentragdo, originando a formulagao
spot-on, que foi submetida aos ensaios de caracterizagao.

3.5. Caracterizagao do sistema emulsionado
3.5.1. Indice de Refracdo
Para determinagdo do indice de refragdo, transferiu-se gotas das formula¢des no
compartimento do refratdmetro Ionlab, calibrado previamente com agua destilada, e realizou-
se as leituras em triplicata.

3.5.2. Condutividade elétrica

Mediu-se a condutividade diretamente do frasco de armazenamento, em triplicata, tanto
das formulagdes finalizadas, da 4agua e dos bioativos puros. A leitura foi realizada no
condutivimetro Ion DDS-120W.

3.5.3. Tamanho de goticula e indice de polidispersao

Para determinar o tamanho de goticula e o indice de polidispersao, transferiu-se ImL de
cada formulacdo sob a forma de spot-on com microemulsdo incorporada para uma cubeta,
realizando a leitura no equipamento Zetasizer Pro Lab Blue ZSU 3100, nos angulos de 173° ¢
13°. As leituras foram realizadas em no minimo trés replicatas.

3.5.4. Microscopia Optica

Para avaliacdo microscopica, avaliou-se 20ul. de cada formulacdo, realizando a
observacao das goticulas do sistema emulsionado em Microscopio Optico ZEISS Axio Lab.Al,
com aumento ocular de 10 vezes e de 40 e 400 vezes na lente objetiva, por microscopia
convencional (campo claro) e por contraste de fases. As imagens do contraste de fases foram
obtidas utilizando-se a camera Axiocam 202 mono ZEISS e a partir do software Zen Blue 3.6
ZEISS.

3.6. Eficacia in vitro
Para avaliagao da mortalidade dos ectoparasitos expostos as formulagdes, utilizou-se o
método da impregnagao de papel filtro. Nesta etapa, foram realizadas as avaliacdes de eficacia
residual e efeito knock down por meio da mortalidade dos individuos testados, que ¢ avaliada
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seguindo o critério de motilidade, em que se considera o individuo vivo pela observagdo de
qualquer movimento, por minimo que seja.

A anélise de eficacia residual assim como do efeito knock down, tanto para pulgas
quanto carrapatos, foi realizada em sextuplicata.

A mortalidade ¢ calculada segundo a formula a seguir:

mortalidadegmpo controle — mortalidadegmpo tratado 100

Mortalidade (%) =
ortalidade (%) 100 — mortalidadeg,ypo controte

3.6.1. Frente a pulgas Ctenocephalides felis felis

A avalia¢do da atividade inseticida frente a pulgas adultas foi realizada seguindo a
metodologia descrita por dos Santos et al. (2020) e Conceigdo et al. (2020). Para isso, foram
impregnadas fitas de papel filtro de 10 cm? (10 cm de comprimento x 1 cm de largura), com
200 puL de cada formulagao.

Apo6s secagem por aproximadamente uma hora, as fitas de papel filtro foram alocadas
em tubos de ensaio contendo cinco casais de pulgas adultas nao alimentadas, lacrados com TNT
e elasticos, sendo acondicionados em camaras climatizadas do tipo B.O.D. (do inglés demanda
biologica de oxigénio). A avaliagdo da mortalidade foi realizada seguindo o critério de
motilidade, descrito anteriormente.

O ensaio para determinacao do efeito knock down tem como objetivo determinar o
tempo minimo que as pulgas necessitam ficar em contato com a formulagdo para se atingir a
atividade maxima (100% de mortalidade). Para isso, avaliou-se todas as formulagdes
preparadas, tanto os spray quanto as formulagdes spot-on, nos tempos de 15, 30, 45 minutos, e
uma, duas, quatro, seis, oito e 24 horas. Neste bioensaio, as pulgas nao foram substituidas a
cada avaliacdo, avaliando-se as mesmas pulgas do inicio ao fim do bioensaio.

Para a avaliacdo da eficécia residual, a mortalidade das pulgas foi avaliada diariamente
até ndo se observar mais mortalidade, de modo que a cada periodo de 24 horas, substituia-se as
pulgas analisadas por novos cinco casais.

3.6.2. Frente ao carrapato Rhipicephalus sanguineus

Para a avaliacdo da mortalidade dos carrapatos, utilizou-se uma metodologia adaptada
da Organizac¢do das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO).

Para isso, impregnou-se papéis filtros de 63,75 cm? (8,5 x 7,5 cm) com 670 pL de cada
formulacao. Apo6s secagem por aproximadamente uma hora, os envelopes eram dobrados de
maneira a formar envelopes, nos quais alocava-se cinco casais de adultos ndo alimentados,
fechando-se o envelope com 30 bander clips, sendo acondicionado em camaras climatizadas do
tipo B.O.D. (do inglés demanda bioldgica de oxigénio).

Assim como no teste anterior, para avaliacdo da eficdcia residual contabiliza-se os
individuos vivos e mortos a cada 24 horas, substituindo os mesmos por novos cinco casais de
carrapatos. Realizou-se a analise diariamente até nao se observar mais mortalidade.

A avaliagdo do efeito knock down das formulagdes sob a forma de spray e spot-on foram
realizadas igualmente ao descrito anteriormente, no item 3.6.1. Modificou-se apenas os tempos
de observacao, que foram de 1, 2, 4, 6, 12 e 24 horas.

Contudo, a formulacdo sob a forma de spot-on a partir da incorporagdo do sistema
microemulsionado frente ao carrapato R. sanguineus encontra-se em andamento.

30



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) para quantificacdo de eugenol e carvacrol nas formulagoes sob
a forma de spray e spot-on

A metodologia analitica utilizada para quantificacdo de eugenol e carvacrol nas
formulagdes sob a forma de spray e spot-on foi baseada na otimizagdo do método ja descrito
por Cantalapiedra et al. (2013) e Truzzi et al. (2021). No primeiro, o método foi utilizado para
quantificacdo de vanilina, eugenol, carvacrol e timol em plantas aromaticas, enquanto o

segundo foi utilizado para quantificacao de hesperidina e carvacrol em produtos veterinarios.
As condi¢des cromatograficas entre os métodos ja definidos e a otimizagdo aqui
realizada encontram-se na tabela abaixo (Tabela 7).

Tabela 7: Comparagdo das metodologias analiticas para quantificagdo de eugenol e carvacrol

CANTALAPIEDRA TRUZZI Método ofimizado
(2013) (2021)
Sistema . Dionex Ultimate
Cromatogrifico PU-2089 Plus Agilent 1100 system 3000
Cig (5 pm) Cis (2,7um) Cig (5 pm)
Coluna 250 x 4,6 mm 150 x 3 mm 150 x 4,6 mm
Tampao de acido 0-5 min — A.CN : Agua (20:80) )
Fase mével acético-acetato de 5-20 min — GL até ACN : Agua Metanol : Agua
amonio 0,1 mol/L (pH (80:20) (65:35, v/v)
4,6) : Metanol (35:65) 20-22 min — ACN : Agua (80:20)
Temperatura 40°C 250C 40°C
do forno
Fluxo 1,0 mL/min 0,4 mL/min 1,0 mL/min
Volume de
injeciio 100 puL 3uL 20 uL
Comprimento 280 nm — carvacrol ¢ 278 nm —
278 nm — carvacrol carvacrol
de onda eugenol
280 nm — eugenol
Temp.o de 20 minutos 32 minutos 7 minutos
corrida

GL — gradiente linear; ACN — acetonitrila

Para iniciar a desenvolvimento do método, utilizou-se como base os artigos acima
citados, com pequenas alteragdes. Para otimizar o método, e todas as etapas prévias para sua
execugdo, optou-se por um método com melhor custo-beneficio.

Um dos métodos menciona o uso de solugdo tampao como fase mdvel, mas estas sao

suscetiveis ao desenvolvimento de fungos e microrganismos, o que pode comprometer o
equipamento ¢ a coluna utilizada. Sendo assim, além de exigir um maior cuidado no momento
de seu preparo e acondicionamento, pode ser necessario repara-la diariamente, além de exigir
um controle diario de seu pH. O outro estudo, utiliza a ACN como fase mdvel, mas dada a
dificuldade na aquisi¢ao e o alto custo desta no momento, optou-se entdo pelo uso do metanol,
solvente ja utilizado na rotina do laboratério como fase mével e de melhor custo-beneficio
atualmente. A temperatura do forno foi definida de acordo com o citado em Cantalapiedra et
al. (2013) para otimizar o tempo de corrida.
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Assim, a primeira etapa consistiu no preparo de duas dilui¢des independentes para cada
ativo na concentragao de 100 pg/mL, partindo de solu¢cdes mae independentes a 1000 pg/mL,
todas em metanol. Feito isso, realizou-se a inje¢do de cada bioativo diluido individualmente,
em ambos os comprimentos de onda (278 e 280 nm), para determinacao do tempo de retengao,
do comprimento de onda de maior absor¢do para cada bioativo e do tempo de corrida, obtendo-
se os seguintes cromatogramas em 280 nm (Figura 17) e em 278 nm (Figura 18).

Figura 17: Cromatograma da injeg@o dos bioativos eugenol e carvacrol em 280 nm por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada ao detector de ultravioleta
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Figura 18: Cromatograma da inje¢ao dos bioativos eugenol e carvacrol em 278 nm por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada ao detector de ultravioleta
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Pode-se perceber que os bioativos apresentam tempo de retengao distintos, podendo ser
quantificados em uma corrida de sete minutos. Além disso, foi possivel observar que o eugenol
apresenta maior absor¢ao em 280 nm, enquanto a maior absor¢ao do carvacrol ¢ em 278 nm.
Os resultados obtidos nesta etapa estdo listados na tabela 8.
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Tabela 8: Pardmetros cromatograficos dos bioativos eugenol e carvacrol em 278 nm e 280 nm por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de ultravioleta

Ativo Comprimento Tempo de Sinal-ruido Area Assimetria N° pratos
de onda (nm) retencio (min) (S/N) (Mau*min) teoricos
Eugenol 278 3,48 37,1 30,204 1,03 2158
280 3,48 38,8 31,100 1,05 2175
Carvacrol 278 5,32 22,0 22,984 1,00 3246
280 5,33 21,3 21,743 0,99 3272

Tendo conhecimento do comprimento de onda de maior absorcao para cada bioativo e
sabendo-se que as formulagdes podem conté-los em associacdo, preparou-se uma dilui¢do
contendo a associacdo de eugenol com carvacrol, ambos a 100 pg/mL, obtendo-se o
cromatograma a seguir (Figura 19), assim como os parametros listados na tabela posterior
(Tabela 9).

Figura 19: Cromatograma da injegdo dos bioativos eugenol e carvacrol em associagdo por cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada ao detector de ultravioleta
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Tabela 9: Parametros cromatograficos da associagdo dos bioativos eugenol e carvacrol por cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada ao detector de ultravioleta em 278 e 280 nm

Tempo . o
. o Sinal- « N
Comprimento N de , Area . . ~
. ~ Nome  ruido . Assimetria Resolucio pratos
de onda (nm) Pico retencao (Mau*min) .
. (S/N) tedricos
(min)
278 1 3,43 Eugenol 41 32,300 0,91 5,27 2126
2 5,24 Carvacrol 526,3 23,494 0,95 - 2701
280 1 3,43 Eugenol 42,6 31,714 0,89 5,28 2162
2 5,24 Carvacrol 68,3 22,58 0,96 - 2694

Pode-se perceber que ao analisar os ativos em associagdo, o eugenol passa a apresentar
maior absor¢do no mesmo comprimento de onda que o carvacrol (278 nm) nesse momento.
Como nao ha diferenca significativa na area obtida em ambas as situagdes e visto que em 278
nm ambos bioativos foram atendidos, prosseguiu-se os ensaios neste comprimento de onda,
podendo-se notar que os parametros cromatograficos avaliados cumpriram os requisitos
aceitaveis de resolucdo (R > 1,5), assimetria (0,8 < As < 1,2), comprovando que a separagao
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dos analitos foi realizada de modo eficiente, visto que o numero de pratos teoricos foi superior
ao valor minimo desejavel, que ¢ de 2000.

Além disso, a obtencdo de um sinal-ruido superior a dois, permite supor que o eugenol
e o carvacrol poderdo ser detectados e quantificados com precisdo e exatidao aceitaveis nas
formulagdes, pois suas concentracdes na amostra analisada correspondem a aquela a ser
utilizada para quantificagdo nas formulacdes, respeitando os critérios de LQ (LQ > 10) ede LD
(LD > 2) definidos na RDC n°166/17.

4.1.1. Seletividade

A seletividade ¢ determinada pela capacidade do método analitico de detectar o analito
de interesse em detrimento dos outros componentes presentes na amostra analisada, como os
componentes da matriz analisada (excipientes das formulagdes), impurezas e produtos de
degradacao.

Para isso o método analitico escolhido deve ser capaz de detectar os bioativos em
amostras em que estes estdo presentes, € ndo os detectar quando estiverem ausentes, nem
detectar outras substancias no mesmo tempo de retengdo que os analitos de interesse.

Para isso, injetou-se duas formulagdes placebo diluidas 1:1000 em metanol, referentes

as formulag¢des sob a forma de spray e spot-on, obtendo-se os seguintes cromatogramas (Figuras
20 e 21).

Figura 20: Cromatograma de inje¢do da formulagéo placebo em spray (2) em comparagio a injecao da
formulag@o em spray contendo os bioativos eugenol e carvacrol (1) por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada ao detector de ultravioleta em 278 nm
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Figura 21: Cromatograma de injecdo da formulagdo placebo em spot-on (2) em comparagao a injegdo da
formulagdo em spot-on contendo os bioativos eugenol e carvacrol (1) por cromatografia liquida de alta eficiéncia
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Ao analisar as formulagdes placebo de spray e spot-on, obteve-se cromatogramas com
apenas um pico, referente ao metanol utilizado nas dilui¢des. Sendo assim, as formulagdes ndo
possuem interferentes detectaveis no mesmo tempo de retengdo do que o eugenol e o carvacrol,
atendendo aos critérios descritos na RDC n°® 166/17.

4.1.2. Efeito matriz
A andlise de efeito matriz foi realizada a partir da comparacao da curva obtida a partir
dos bioativos em metanol, com a curva obtida a partir da matriz fortificada com os bioativos,
obtendo-se as seguintes curvas analiticas (Graficos 1 e 2).

Grifico 1: Curva analitica do eugenol em solvente (metanol) e em matriz fortificada (placebo com adigdo da
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Grifico 2: Curva analitica do carvacrol em solvente (metanol) e em matriz fortificada (placebo com adi¢ao da
solugdo mae)
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Observando-se as inclinagdes da reta do analito em metanol e do analito na matriz
fortificada, pode-se perceber que para o eugenol as retas apresentam paralelismo entre si,
possuindo inclusive uma sobreposi¢cao com coeficientes angulares proximos. J& ao realizar esta
mesma comparacao em relagdo ao carvacrol, pode-se perceber a auséncia de paralelismo nas
concentragdes iniciais, apresentando tal efeito nas concentragdes mais elevadas, com
coeficientes angulares distantes.

Contudo, ao realizar o teste de T-student (Tabela 10) e considerando um nivel de
significancia de 5%, pode-se perceber que alguns niveis de concentracdo apresentaram um p-
valor inferior a 0,05 indicando que ha efeito matriz.

Tabela 10: Valores de p-valor do efeito matriz por nivel de concentracdo calculados a partir do teste de t-
Student para os bioativos eugenol e carvacrol

Concentracio p-valor
(ng/mL) Eugenol Carvacrol
50 02104  0,0031
75 0,6096 0,0307
100 0,1758 0,0504
125 0,0142 0,5928
150 0,0767 0,0428

Assim, a partir do momento que se confirma o efeito matriz, ¢ necessario preparar as
solugdes mae assim como as diluigdes, linearidade, precisdo e exatiddo na matriz (formulagao
placebo), tornando possivel a construg¢ao da curva analitica, a partir da qual € possivel calcular
as concentracdes dos analitos com mais fidedignidade, ja considerando as alteragdes resultantes
da influéncia da matriz (MONTEIRO, 2018; INMETRO DOQ-CGCRE-008, 2020).
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4.1.3. Linearidade

A linearidade de um método analitico avalia a capacidade do método escolhido gerar
uma resposta que seja diretamente proporcional a concentragdo do analito presente na amostra
desejada, dentro de uma faixa estabelecida. Para calcular-se esta concentragdo com precisao
precisa-se construir uma curva analitica padrdo, a partir de uma solu¢do padrdo com
concentracdo conhecida. Neste caso, utilizou-se padroes SIGMA de eugenol e carvacrol com
teores de 99 e 98% respectivamente, a partir do qual preparou-se a solugdo mae.

A construgdo da curva analitica padrdo foi realizada a partir de cinco pontos, sendo o
ponto central correspondente a concentragdo de trabalho desejada (100 pg/mL). Para isso,
realizou-se cinco diluigdes contendo associagdo de bioativos, a partir das solugdes mae
individuais a 1000 pg/mL, sendo estas: 50, 75, 100, 125 e 150 pg/mL.

Para analise cromatografica, cada diluicdo foi realizada em triplicata independente,
injetada em duplicata para andlise cromatografica (n=6 para cada nivel de concentracdo),
realizando as leituras em trés dias, dois destes a partir de uma nova diluicao da solugao mae e
o terceiro a partir de uma amostra ja processada (na=18).

A representacao grafica das linearidades encontra-se abaixo (Graficos 3 a 5).

Grifico 3: Curva analitica da associagdo dos bioativos eugenol e carvacrol em solvente (metanol) no 1° dia de
analise na faixa linear do método (50 a 150 pg/mL)
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Grifico 4: Curva analitica da associagdo dos bioativos eugenol e carvacrol em solvente (metanol) no 2° dia de
analise na faixa linear do método (50 a 150 pg/mL)
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Grifico 5: Curva analitica da associacdo dos bioativos eugenol e carvacrol em solvente (metanol) na reandlise
do 2° dia na faixa linear do método (50 a 150 ug/mL)
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Os resultados obtidos por meio do célculo de precisdo e exatidio dos niveis de
concentracdo analisados na linearidade estao descritos nas tabelas abaixo (Tabela 11 e 12).

Tabela 11: Precisdo e exatiddo na faixa linear do método (50 a 150 pg/mL) nas trés analises para o eugenol

Concentragio .~ Média das dreas Precisdo DPR (%) (% df::gldpt(;agﬁo)
(ng/mL) + DP . . . .
Intradia Inter dia Intra dia Inter dia
1 47,51 £2,15 4,52 97,97
50 2 48,02 + 0,77 1,6 2,76 96,73 96,69
3 47,45+ 1,68 1,42 95,58
1 73,57+ 0,54 0,73 100,93
75 2 73,05+ 1,01 1,38 1,65 98,1 98,76
3 72,97 £1,73 2,38 97,98
1 102,89 £ 1,25 1,21 105,88
100 2 103,70 £1,82 1,76 2,24 104,44 105,4
3 105,15 +£3,23 3,07 105,89
1 119,75 £ 0,94 0,78 98,57
125 2 126,06 £ 1,14 0,9 2,87 101,56 100,45
3 125,64 + 3,31 2,63 101,23
1 144,68 + 3,83 2,65 99,25
150 2 145,64 £ 1,33 0,91 1,73 97,78 98,18
3 14522 +£2,13 1,46 97,5

DP- desvio padrao; DPR- desvio padrdo relativo.
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Tabela 12: Precisdo e exatiddo na faixa linear do método (50 a 150 pg/mL) nas trés andlises para o carvacrol

isi Exatidio (% d
Concentracio . Meédia das dareas+  Precisdo DPR (%) xatidao (% de

(ngmL) O DP . . recuperagio)
Intra dia Inter dia Intra dia Inter dia
1 49,75+ 0,19 0,38 100,02
50 2 46,71 + 1,63 3,5 3,6 95,76 97,42
3 4747 £ 0,88 1,85 97,31
1 77,01 £ 1,17 1,52 103,22
75 2 73,20+ 1,44 1,97 3,13 100,03 100,73
3 73,01 +£2,02 2,76 99,78
1 103,10 + 1,06 1,03 103,65
100 2 102,67 + 1,53 1,49 1,83 105,24 105,07
3 103,72 £ 2,81 2,71 106,31
1 124,35+ 1,07 0,86 100,01
125 2 119,97 + 1,97 1,64 3,13 98,38 100,54
3 127,53 +4,29 3,36 104,57
1 147,43 +1,58 1,07 98,81
150 2 145,29 +£ 2,28 1,57 2,21 99,28 98,71
3 143,47 4,25 2,96 98,04

DP- desvio padrao; DPR- desvio padrdo relativo.

A linearidade do método analitico pode ser comprovada visto que as analises
apresentaram valores significativos de coeficiente angular e uma resposta linear com um
coeficiente de determinacdo (r*) maior que 0,99, sendo o valor médio de 0,993 e 0,9939 para o
eugenol e carvacrol respectivamente, indicando elevada correlagao positiva.

Além disso, os valores de DPR inferiores a 5% e as porcentagens de recuperagdo na
faixa de 80 a 120 % indicam que o método € preciso e exato, segundo o descrito na RDC
n°166/17.

4.1.4. Precisdo e Exatidao

Segundo o disposto na RDC n°166/17, a precisdao avalia a proximidade das
concentracoes obtidas entre si, e ¢ determinada por meio do célculo do desvio padrao relativo;
enquanto a exatiddo avalia a concordancia dessas concentracdes obtidas experimentalmente
com uma concentragao tedrica tida como referéncia, sendo determinada por meio do calculo da
porcentagem de recuperagao.

Para isso analisou-se 3 niveis de concentracdo, considerando-se os pontos extremos € o
ponto central da curva de calibracao (50, 100 e 150 pg/mL), sendo cada ponto preparado em
triplicata independente a partir das solucdes mae e injetados em duplicata para analise
cromatografica, e analisados em trés dias consecutivos (n=18 para cada nivel de concentragao).

Os resultados obtidos estao demonstrados nas tabelas abaixo (Tabela 13 ¢ 14).
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Tabela 13: Precisdo e exatiddo nos niveis baixo (50 pg/mL), médio (100 pg/mL) e alto (150 pg/mL) intra dia e
inter dia para o eugenol

Concentragﬁo Preciséo (%DPR) (% deEl)’(:Ctlll([l)i(l)'aQﬁO)
(ng/mL) . . . .
Intra dia Inter dia  Intra dia Inter dia
1,46 101,17
50 3,44 3,55 95,69 96,61
3,78 94,48
2,56 105,43
100 2,48 2,57 101,5 103,78
2,24 104.,4
3,23 96,04
150 3,12 2,62 93,02 94,47
1,39 94,34

DP- desvio padrdo; DPR- desvio padrdo relativo

Tabela 14: Precisao e exatiddo nos niveis baixo (50 pg/mL), médio (100 pg/mL) e alto (150 pg/mL) intra dia e
inter dia para o carvacrol

Concentracao Precisao (%DPR) (% df::::l(li)ig'aqﬁo)
(ng/mL) . . . .
Intra dia Inter dia  Intra dia Inter dia
1,71 98,38
50 2,89 3,23 99,04 98,36
4,76 97,66
1,58 104,91
100 2,38 2,99 102,21 103,62
3,06 103,73
2,27 97,78
150 1,41 3,99 92,55 94,35
1,55 92,72

DP- desvio padrao; DPR- desvio padrdo relativo

Segundo o disposto no Guia de Validacdo e Controle de Qualidade Analitica para
Farmacos em Produtos para Alimentacdo Animal e Medicamentos Veterinarios, para analitos
com concentragdes inferiores entre 100 mg/Kg e 1000 mg/Kg, o DPR méaximo permitido ¢ de
5 %, confirmando assim a precisdo do método analitico.

J& quanto a exatiddo, a porcentagem de recuperacdo dos bioativos analisados
encontram-se dentro da faixa de 90 — 110 %, conforme o preconizado no Guia de Validagdo e
Controle de Qualidade Analitica para Farmacos em Produtos para Alimentacdo Animal e
Medicamentos Veterinarios, confirmando que o método analitico também ¢ exato, além de
preciso.

4.1.5. Limite de detec¢do e quantificacio

Os limites de deteccdo e quantificagdo de métodos instrumentais podem ser
determinados por meio da avaliagdo do sinal-ruido. Para isso, injetou-se oito diluigdes
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preparadas a partir da solu¢do mae, nas seguintes concentragoes: 0,1 , 0,25, 0,5, 1,0, 2,5, 5,
10 e 25 pg/mL, obtendo-se os resultados expressos na Tabela 15.

Segundo o disposto na RDC n°166/17, o limite de deteccdo consiste na menor
concentracdo de analito presente em uma amostra que pode ser detectada, mas ndo
necessariamente quantificada; e seu sinal-ruido deve ser maior que dois, tem-se que o LD do
método analitico desenvolvido ¢ de 0,1 pg/mL.

Ja o limite de quantificagdo pode ser definido como a menor concentracao de analito
que pode ser determinada com precisao e exatidao aceitaveis, devendo seu sinal-ruido ser maior
do que 10.

Tabela 15: Sinal ruido dos bioativos eugenol e carvacrol em pequenas concentragdes para determinagao de
limite de detecgdo e limite de quantificacao

CO?:;;:::E)G a0 Eugenol Carvacrol
0,10 38,8 8,2
0,25 26,2 352
0,50 42,05 24,95
1,00 77,1 4485
2,50 168,35 82,7
5,00 267,1 193,85
10,0 880,35 358,5
25,0 1883 714

Com isso, o LQ do método analitico seria de 0,25 pg/mL, mas ao realizar o célculo de
concentracdo e teor dos pontos analisados, observou-se que abaixo da concentragdo de 2,5
ng/mL ndo € possivel determinar as concentragdes precisamente, sendo este o LQ do método
analitico.

4.1.6. Estabilidade

A estabilidade foi avaliada em trés etapas: injetou-se as cinco dilui¢des em duplicata
imediatamente apds o preparo da solugdo mae (Do); estas amostras ja processadas foram
reanalisadas apos 24 horas de preparo e armazenamento a temperatura ambiente (RDy); e pela
injecdo de cinco novas dilui¢des preparadas 24 horas apds o preparo da solugdo mae (D).

Os resultados comparativos do erro relativo percentual entre as analises Do, RDo e D1
estdo demonstrados na Tabela 16.

Observando-se os resultados obtidos, pode-se notar que os erros relativos percentuais
obtidos tanto intra-dia quanto inter-dia sdo maiores que 2% em pelo menos um nivel de
concentracdo para ambos os bioativos, indicando que as solu¢des mae utilizadas apresentam
uma degradac¢ao superior ao preconizado na RDC n°® 166/17, sendo consideradas assim instaveis
tanto pos processamento, quanto a curto prazo.

Por se tratar de bioativos altamente volateis e propensos a oxidacgdo, ja se esperava
instabilidade das solu¢des mae, sendo necessario prepara-las sempre que uma nova analise for
realizada.
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Tabela 16: Erro relativo percentual referente a estabilidade das solu¢cdes mae de eugenol e carvacrol na faixa
linear do método (50 a 150 pg/mL) nos tempos Dy, RDg € D

Eugenol Carvacrol
Concentracio Concentracio experimental Concentracio experimental
tedrica thg/ml) ER (%) thg/ml) ER (%)
(ng/mL) |
ntra Inter Intra Inter
D, RDo D dia dia Dy RDy D dia dia
50 51,35 53,05 60,82 3,32 18,45 53,17 54,38 55,05 227 3,52
75 76,77 77,56 82,39 1,04 7,32 77,56 79,32 80,78 2,27 4,15
100 99,30 103,79 113,43 4,52 1424 105,52 109,63 108,49 3,89 2,81
125 128,32 134,01 139,78 444 893 131,53 13827 141,35 5,12 17,46
150 145,23 155,03 173,46 6,75 19,44 153,51 160,67 166,54 4,66 8,49

ER- erro relativo expresso em porcentagem

Entretanto, valores mais elevados de erro relativo podem ser provenientes de erros
aleatorios ndo inerentes ao método analitico, podendo ocorrer por instabilidade da rede elétrica
no momento das andlises, quedas de energia, uso de baldes volumétricos diferentes no preparo
das diluigdes, por mais que estejam calibrados e até mesmo por erro do analista no momento
do preparo das diluigdes.

Considerando-se os resultados obtidos, pode-se concluir que o método analitico
proposto permite a quantificagdo de eugenol e carvacrol com precisdo e exatidao aceitaveis,
além de corresponder a um método simples, sensivel, realizado em um curto espaco de tempo,
com reagentes de facil aquisicdo e baixo custo, atendendo a todos os requisitos exigidos
segundo a RDC n°166/17.

4.2. Determinacao da concentra¢ao das formulagoes

Em um estudo anterior realizado por Oliveira et al. (2022), avaliou-se a eficacia in vitro
do eugenol frente ao carrapato R. sanguineus ¢ frente a pulga C. felis felis, podendo-se perceber
que as pulgas sdo mais suscetiveis a acao do eugenol, visto que os carrapatos apresentam valores
de concentragao letal (CLso) significativamente maiores.

J& em outro estudo realizado pela mesma equipe, mas este por Miranda (2022), avaliou-
se a eficacia in vitro do eugenol, carvacrol e da associagdo destes frente a larvas, ninfas e adultos
de R. sanguineus, observando-se que os adultos exigiram uma concentra¢do maior de carvacrol
quando comparado aos estagios imaturos.

Observando os resultados obtidos nos dois estudos, pode-se perceber que o eugenol € o
carvacrol possuem atividade pulicida e acaricida, em que os carrapatos demandam uma maior
concentracdo dos bioativos do que as pulgas.

Comparando-se os resultados pulicidas referentes ao eugenol, formulagdes contendo
este bioativo seriam viaveis para o combate de pulgas adultas em concentragdes inferiores a
10%. Contudo, considerando que as formulagdes a serem desenvolvidas visam o controle dos
ectoparasitos em contato direto com o hospedeiro, ¢ que esta deve possuir agdo tanto
carrapaticida quanto pulicida, definiu-se que os ativos devem ser incorporados nas formulagdes
em uma concentracdo correspondente a 100.000 pg/mL, visto que esta foi a concentragdo
requerida para controle de adultos de carrapatos, sendo eficaz também frente as pulgas.

Por mais que a concentragao do bioativo tenha sido definida, a forma farmacéutica
utilizada para veiculd-lo definird sua porcentagem na formulagao final, logo deve-se conhecer
as particularidades destas. No caso da formulagdo sob a forma de spray, deve-se considerar o
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numero de jatos que devem ser borrifados no animal, assim como as formulagdes spot-on
devem possuir o volume de aplicagao definido para se atingir a agdo desejada.

Considerando o volume de aplicagdo de cada formulacdo e sabendo-se da area corporal
de um animal de aproximadamente 10 Kg (0,5 m?), pode-se estimar a concentragiio requerida
na formulag¢ao final, como demonstrado na tabela 17.

Tabela 17: Estimativa da concentrac@o dos bioativos eugenol e carvacrol nas formulagdes sob a forma de spray
e spot-on para combate de Ctenocephalides felis felis € Rhipicephalus sanguineus

. . Concentracio eficaz  Estimativa da concentracio na
Ectoparasito Bioativo

(pg/mL)** formulacio (%)
Pulga Eugenol 1.200,00 1
Carrapato * 100.000,00 10
* referente tanto ao eugenol e carvacrol isolados, quanto em associagdo; ** responsavel por 100% de
mortalidade

Considerando-se que as formulagdes a serem desenvolvidas devem apresentar atividade
tanto pulicida quanto carrapaticida, os bioativos devem apresentar uma concentragcdo de 10%
na formulacdo final. Vale ressaltar que as formulacdes podem conter excipientes em sua
composi¢ao que auxiliem no aumento da sua agdo antiparasitaria, € que a concentragao estimada
ja considera possiveis perdas durante o processo de administracdo da formulagao.

4.3. Delineamento das pré-formulagdes
Para o desenvolvimento da formulagdo sob a forma de spray, partiu-se de uma
formulagdo preliminar em que os excipientes possuissem fungdes que colaborariam para a
estabilidade da formulacdo, como antioxidantes, quelantes, conservantes, entre outros.
Inicialmente a formulacdo era composta pelos excipientes demonstrados anteriormente no item
3.2 “Desenvolvimento das formulagdes” (Tabela 4) e conforme incompatibilidades foram
sendo observadas durante o processo, realizava-se a substituicdo do excipiente por outro de

igual fungdo, sendo suas respectivas concentracdes ajustadas durante o delineamento (Tabela
18).

Tabela 18: Incompatibilidades dos excipientes utilizados no delineamento das pré-formulagdes A, B e C sob a
forma de spray

A B C
BHT BHT BHT
Propilenoglicol Propilenoglicol Propilenoglicol
Tween 80 Tween 80 Tween 80
DMSO DMSO DMSO
PVA Metabissulfito EDTA
Nipagin EDTA Solu¢ao tampao pH 7,0
Nipasol Alcool isopropilico Alcool isopropilico

Alcool isopropilico
BHT- hidroxitolueno butilado; Tween 80- polisorbato 80; PVA- alcool polivinilico; Nipagin-

metilparabeno; Nipasol — propilparabeno; DMSO- dimetilsulféxido;, EDTA- acido etilenodiamino
tetra acético.

A- Incompatibilidade dos conservantes com o tensoativo, sendo feita a retirada dos
conservantes visto que a formulacdo ndo teria 4gua em sua composicao, que pode
ser uma fonte de microrganismos. Além disso, o PVA era insoluvel nos demais
excipientes.
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B- Metabissulfito e EDTA nao solubilizaram nos demais excipientes. Entdo reduziu-se
a concentracdo de ambos, adicionando solugdo tampao pH 7,0 para auxiliar no
processo. Embora tenham solubilizado com o tampdo, percebeu-se que o
metabissulfito conferia um odor forte desagradavel na formulagado, sendo retirado.

Com isso, chegou-se a uma formulagdo base (Tabela 19), em que os excipientes sdo
compativeis, obtendo-se formulagdes limpidas, homogéneas e sem separacao de fases quando
deixadas em repouso e quando submetidas ao teste de centrifugacdo, sendo uma formulagao
promissora para a continuacao do estudo.

Tabela 19: Excipientes compativeis e suas respectivas concentragdes para o desenvolvimento das pré-
formulagdes sob a forma de spray (formulag¢do base)

BHT 0,5 %
Tween 80 5%
DMSO 2%
EDTA dissodico 0,1 %
Tampao pH 7,0 10 %
Propilenoglicol 10 %
Alcool isopropilico q.8.p.

BHT-hidroxitolueno  butilado; Tween 80-
polisorbato 80; EDTA- acido etilenodiamino tetra
acético; DMSO- dimetilsulfoxido; g.s.p.: quantidade
suficiente para.

Contudo, observou-se alguns pontos importantes como: solubilizagdo inicial do BHT
com 0 DMSO e do agente acidificante com a solu¢do tampao, para posterior incorporagdo dos
demais excipientes.

Segundo SONGKRO et al. (2012), a vanilina pode ser utilizada como um agente fixador
em alguns produtos como perfumes, por exemplo, visto que age prolongando a atividade de
uma formulag¢do pela diminui¢do da volatilidade de seus componentes.

Com isso, preparou-se quatro formulagdes spray contendo 1% de eugenol, um
componente altamente volatil, e diferentes concentragdes de vanilina: 0 % (SP1), 2,5 % (SP2),
5 % (SP3) e 10 % (SP4), para observacdo tanto da compatibilidade do bioativo com os
excipientes, quanto da acdo fixadora da vanilina; e uma formulacdo contendo 7,5% de eugenol
(SP5) sem vanilina em sua composi¢ao, conforme tabela 20.

Tabela 20: Composi¢do das pré-formulagdes sob a forma de spray, contendo eugenol a 1 % e 7,5% com
diferentes concentragoes de vanilina

SP1 SP2 SP3 SP4 SP5

Eugenol 1% 1% 1% 1% 7,5%
BHT 0,5 % 0,5 % 0,5 % 0,5 % 0,5 %
Tween 80 5% 5% 5% 5% 5%
DMSO 2% 2% 2% 2% 2%
EDTA dissddico 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1 %
Tampéao pH 7,0 10 % 10 % 10 % 10 % 10 %
Propilenoglicol 10 % 10 % 10 % 10 % 10 %

Vanilina - 2,5% 5% 10% -

Alcool isopropilico g.s.p. g.s.p. g.s.p. g.s.p. q.8.p.

BHT-hidroxitolueno butilado; Tween 80- polisorbato 80; EDTA- 4acido etilenodiamino tetra acético;
DMSO- dimetilsulfoxido; g.s.p.: quantidade suficiente para 100%.
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Apos testes preliminares de estabilidade, observou-se que presenca do bioativo e da
vanilina ndo modificaram as caracteristicas fisico-quimicas da formulagdo, visto que estas
mantiveram-se homogéneas, limpidas, liquidas e sem precipitados, de modo que a tUnica
alteracdo observada foi na coloracdo, que pela presenga do ativo passou a amarelada.

Quando submetida ao teste de centrifugacdo, ndo houve a formagdo de precipitados,
nem de separacdo de fases, obtendo-se uma formulagao com pH médio de 8,22 + 0,20. Como
trata-se de um estudo preliminar, ndo foi necessario ajustar o pH. A formulagdo apresentou
escurecimento de sua coloracdo pela oxidagdo do bioativo quando exposto ao ciclo de
aquecimento.

Contudo, ao realizar os testes de eficacia residual, notou-se que a vanilina nao
contribuiu para o aumento da eficacia residual in vitro, o que era esperado visto que a mesma ¢
utilizada em muitas formulacdes devido a sua acao fixadora. Logo, optou-se por ndo prosseguir
o0s testes com a vanilina na composi¢ao.

Com a obtencao de resultados promissores do spray SP1, decidiu-se prosseguir os testes
averiguando a capacidade da formula¢do comportar uma concentracdo maior de ativo, pois ¢
conhecido que por mais que os excipientes de uma formulagdo sejam compativeis entre si e
com o bioativo, a propor¢ao e a concentragao destes deve ser avaliada para evitar que o sistema
sature e para garantir a completa incorporagao do ativo. Esse aumento da concentracao de ativo
se deve ao fato da formulagdo contendo 1% de eugenol (SP1) possuir atividade pulicida, mas
esta nao perdura por muitos dias (ndo apresentando eficacia residual), além de nao apresentar
atividade frente a carrapatos R. sanguineus.

Para isso, preparou-se uma nova formulagdo spray contendo 7,5 % de eugenol (SP5),
que consistia em uma formulacdo limpida, liquida de coloracdo amarelada, sem presenca de
precipitados ou separagdo de fases, com pH médio de 7,16 £ 0,19. A mesma nao apresentou
alteracdes quando submetida a centrifugacdo, tendo somente uma alteracdo de coloragdo
quando exposta a altas temperaturas (40°C).

Assim como na SP1, apos alguns dias do preparo, houve formagao de precipitado pela
incompatibilidade do quelante utilizado (EDTA diss6dico) com o pH obtido pela formulacao.
O precipitado formado foi observado 15 dias ap6s o preparo das formulagdes, sendo resultado
da presenca do EDTA dissdédico em uma formulagcdo com pH alcalino, visto que o mesmo ¢
compativel com formulagdes &cidas, cujo pH encontra-se abaixo de 7,0.

Embora a formulagdo SP5 tenha apresentado instabilidade, a mesma apresentou
atividade pulicida como esperado e uma eficacia residual por aproximadamente 48 dias,
permanecendo sem atividade carrapaticida.

Devido a esta incompatibilidade, o EDTA dissodico foi substituido por acido citrico,
que além de quelante ¢ um acidificante, colaborando entdo para a redu¢ao do pH da formulagao.

Quanto a formulagao spot-on, seguiu-se 0 mesmo raciocinio utilizado para a formulacao
spray, observando-se algumas incompatibilidades como relatado na tabela 21, a seguir.

Tabela 21: Incompatibilidades dos excipientes utilizados no delineamento das pré-formulagdes A, B, C e D sob
a forma de spot-on

A B C D
BHT BHT BHT BHT
Cocoaminopropil betaina ~ Cocoaminopropil betaina ~ Cocoaminopropil betaina Triton
DMSO DMSO DMSO DMSO
Alcool cetoestearilico Alcool cetoestearilico Alcool cetoestearilico Alcool cetoestearilico
Alcool isopropilico Oleo mineral Propilenoglicol Oleo de semente de uva

BHT- hidroxitolueno butilado; DMSO- dimetilsulfoxido.
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formulacdo fluida, ndo apresentando viscosidade suficiente para ser classificada

como spot-on.

B- Formulagdo altamente viscosa e com sensorial gorduroso pela presenca do o6leo
mineral.

C- Observou-se separacdo de fases pela incompatibilidade da cocoaminopropil betaina
com o alcool cetoestearilico. Optou-se pela retirada da cocoaminopropil betaina.

D- Formacao de goticulas pela presenga do triton e separacao de fases pela presenca do

6leo de semente de uva.

Pelo grande niimero de incompatibilidades, optou-se por prosseguir com a formulacao
spot-on tendo como base a formulacdo spray, partindo-se da formulagdo preliminar proposta
na tabela 5, descrita anteriormente no item 3.2, visto que ja se tinha garantia da compatibilidade
de seus excipientes.

Finalizada esta etapa, conseguiu-se determinar os excipientes a serem utilizados para o
desenvolvimento das formulagdes sob a forma de spray e spot-on para posteriores analises
fisico-quimicas e de eficacia residual in vitro.

4.3.1. Desenvolvimento da formulagdo sob a forma de spray

Conhecendo a concentracdo necessaria de cada bioativo para se obter uma formulacao
com a atividade pulicida e acaricida desejada, como mostrado no item 4.2, preparou-se as
formulagdes spray contendo eugenol (SE), carvacrol (SC) e uma associagdo de ambos (SCE),
todas contendo 10 % dos respectivos bioativos, conforme demonstrado na tabela abaixo (Tabela
22).

Tabela 22: Composi¢ao da formulagao final sob a forma de spray contendo eugenol (SE), carvacrol (SC) e
associacao de ambos (SCE)

SE SC SCE

Eugenol 10 % - 10 %
Carvacrol - 10 % 10 %
BHT 0,5 % 0,5 % 0,5 %
Tween 80 5% 5% 5%
DMSO 2% 2% 2%
Acido citrico 0,3 % 0,3 % 0,3 %
Tampao pH 7,0 10 % 10 % 10 %
Propilenoglicol 10 % 10 % 10 %
Alcool isopropilico g.s.p. g.s.p. g.s.p.

BHT- hidroxitolueno butilado; Tween 80- polisorbato 80; DMSO- dimetilsulféxido; q.s.p.:
quantidade suficiente para; - ausente na formulagao.

A escolha destes componentes confere as caracteristicas necessarias a formulagao
desejada, considerando-se inclusive a viscosidade requerida para a aplicagcdo da formulacao
topica de um spray, que deve ser fluida o suficiente para poder ser vaporizada (borrifada

Os sprays desenvolvidos apresentaram as caracteristicas dispostas na tabela a seguir
(Tabela 23).
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Tabela 23: Resultados obtidos apds realizagdo dos testes de caracterizagdo fisico-quimica, estabilidades
preliminar e acelerada e quantificacdo dos bioativos das formulag¢des sob a forma de spray contendo carvacrol
(SC), eugenol (SE) e associacdo de ambos (SCE)

SC SE SCE
Aspecto Coloragdo levemente Coloragdo amarelada Coloragaq amarelada mais
amarelada intensa
Centrifugaciao Sem precipitacdo ou separacio de fases
Ciclo Leve escurecimento
pH 6,40 £ 0,10 6,81 + 0,06 6,61 +0,08
0
Teor 95,42 % 94,29 % 94,20 % para eugenol

95,04 % para carvacrol

Todas as formulagdes sob a forma de spray consistiram em formulacdes liquidas
limpidas, homogéneas, sem precipitados, translicidas, conforme ilustrado na figura 22. Todas
as formulacdes sprays tiveram seu pH ajustado com trietilamina 10% para alcancar um valor
de pH dentro da faixa ideal para aplicagdo topica em animais, que corresponde a faixa de 5,5 a
7,0.

Figura 22: Ilustragdo das formulacdes sob a forma de spray contendo carvacrol (SC), eugenol (SE) e associacdo
de ambos (SCE)

A- formulacdo spray contendo carvacrol (SC); B- formulacdo spray contendo eugenol
(SE); C- formulagao spray contendo associacdo de eugenol e carvacrol (SCE).

O escurecimento observado quando submetidas ao teste de ciclo de congelamento e
aquecimento, ocorreu apos exposicao ao ciclo de aquecimento a 40°C, e ocorre devido a
oxidacdo dos bioativos quando submetidos a elevadas temperaturas.

As formulacdes foram avaliadas nos primeiros cinco dias consecutivos pos preparo,
depois a cada 15 dias até completar trés meses, mantendo-se com as mesmas caracteristicas de
quando preparadas, sem precipitagdo, homogéneas, translicidas e sem mudanga de coloragao.
Quanto as diferentes formas de armazenamento, nao foi observada diferenca nas caracteristicas
entre as formulagdes armazenadas em frascos ambares e transparentes.

As formulagdes sob a forma de spray foram analisadas por CLAE-UV, segundo o
método desenvolvido e validado. A faixa de teor permitida para cada ativo em uma formulagao
¢ determinada segundo sua monografia, que esta disposta na Farmacopeia Brasileira, entretanto,
os bioativos utilizados nao possuem monografia descrita. Logo sera adotado a faixa permitida
para a maioria dos ativos descritos na Farmacopeia, que compreende teores entre 90% e 110%.
Assim, pode-se perceber que todas as formulacdes sob a forma de spray possuem seus
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respectivos bioativos em concentragdes dentro da faixa de variagdo permitida e de acordo com
o esperado para atividade pulicida e carrapaticida.

4.3.2. Desenvolvimento de um sistema emulsionado

Apo6s a definigdo dos componentes do sistema emulsionado e sabendo-se a propor¢ao
de cada um conforme descrito anteriormente, preparou-se as nove combinagdes para posterior
titulagcdo com agua destilada e construcao do diagrama pseudoternario de fases.

Todo o estudo foi realizado tanto para o eugenol (ME) e carvacrol (MC) como para a
associacao destes (MCE). As proporcoes gerais detalhadas encontram-se na Tabela 24,
enquanto as porcentagens reais apos a titulacdo estdo descritas nas tabelas 25, 26 e 27.

Tabela 24: Combinagdo detalhada geral dos excipientes para determinagdo da regido de microemulsao

A B C D E F G H
Ativo 72 64 56 48 40 32 24 16 8
PPG 18 16 14 12 10 8 6 4 2
Tween80 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Span 20 5 10 15 20 25 30 35 40 45

PPG — propilenoglicol; propor¢des expressas em %.

As titulagdes foram realizadas com aliquotas de 20 pL de agua destilada até o ponto de
turvagdo, com agitagdo constante. Durante esse processo, percebeu-se que a ultima proporcao
analisada, 10:90, apresenta-se altamente viscosa pela alta concentragdo de tensoativos, o que
dificultava sua completa homogeneiza¢do durante a adicdo das aliquotas de adgua. Esta
observacao associada ao fato das microemulsdes nao serem sistemas com elevada viscosidade,
fizeram com que a propor¢ao 10:90 fosse desconsiderada do estudo.

Finalizada as titulagdes, deve-se determinar a concentragdo de agua que cada
combinagdo comporta sem turvar. Para isso, desconsiderou-se o ultimo ponto da titulacao,
aquele em que houve turvagdo, visto que no ponto anterior o sistema ainda se apresentava
transliicido. Sendo assim, obteve-se os seguintes resultados (Tabela 25, 26 e 27).

Tabela 25: Porcentagens reais de cada componente nas nove combinagdes testadas, para construgdo do diagrama

pseudoternario de fases para o eugenol (ME)

Propor¢io  Fase oleosa (%)  Co-solvente (%) Tensoativo* (%) Agua (%)

90:10 67,42 16,85 9,36 6,37
80:20 59,48 14,87 18,58 7,06
70:30 52,63 13,16 28,20 6,02
60:40 45,11 11,28 37,60 6,02
50:50 37,74 9,43 47,16 5,66
40:60 29,74 7,43 55,76 7,06
30:70 22,39 5,60 65,30 6,72
20:80 14,71 3,68 73,52 8,09
10:90 5,83 1,46 65,60 27,11

*Mistura de tensoativos- Tween 80: Span 20 (1:1).
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Tabela 26: Porcentagens reais de cada componente nas nove combinagdes testadas, para constru¢do do diagrama
pseudoternario de fases para o carvacrol (MC)

Propor¢io  Fase oleosa (%)  Co-solvente (%) Tensoativo* (%) Agua (%)

90:10 67,67 16,92 9,40 6,02
80:20 61,30 15,33 19,16 4,21
70:30 54,05 13,51 28,96 3,47
60:40 46,51 11,63 38,76 3,10
50:50 39,22 9,80 49,02 1,96
40:60 31,37 7,84 58,82 1,96
30:70 23,53 5,88 68,62 1,96
20:80 15,15 3,79 75,76 5,30
10:90 7,49 1,87 84,26 6,37

*Mistura de tensoativos- Tween 80: Span 20 (1:1).

Tabela 27: Porcentagens reais de cada componente nas noves combinagdes testadas, para constru¢ao do
diagrama pseudoterndrio de fases para a associag@o dos bioativos eugenol e carvacrol (MCE)

Proporciao  Fase oleosa (%)  Co-solvente (%)  Tensoativo* (%) Agua (%)
90:10 67,42 16,85 9,36 6,37
80:20 60,38 15,09 18,86 5,66
70:30 53,64 13,41 28,74 4,21
60:40 46,34 11,58 38,62 3,47
50:50 38,92 9,73 48,64 2,72
40:60 31,02 7,75 58,14 3,10
30:70 22,82 5,70 66,54 4,94
20:80 15,04 3,76 75,18 6,02
10:90 7,34 1,83 82,42 8,42

Fase oleosa- eugenol:carvacrol (1:1); *mistura de tensoativos- Tween 80: Span 20 (1:1).

ApOs a determinacao das proporgdes adequadas de cada componente, pode-se construir
o diagrama pseudoternario de fases, que permite a caracterizagdo da regido de uma
microemulsdo, pela identificacdo das regides limpidas e homogéneas.

Os diagramas estao representados a seguir (Figuras 23 a 25).

Figura 23: Diagrama pseudoternario de fases do sistema emulsionado contendo eugenol (ME)

Fase oleosa (%)
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Figura 24: Diagrama pseudoternario de fases do sistema emulsionado contendo carvacrol (MC)

7 0

Fase oleosa (%)

Figura 25: Diagrama pseudoternario de fases do sistema emulsionado contendo associa¢do de eugenol e
carvacrol (MCE)

0 25 50 75 100

Fase oleosa (%)

Todos os componentes utilizados para a o desenvolvimento do sistema emulsionado,
como das formulagdes sdo seguros para aplicagdo topica em animais e apresentam baixa
toxidade. No entanto, ¢ possivel perceber que quanto maior a concentragdo de agua que o
sistema comporta, menor ¢ a concentragdo do ativo em sua composi¢do, o que reduz a
possibilidade de toxidade da formulacao desenvolvida.

Sabendo-se disto, para o prosseguimento dos ensaios, optou-se pelos pontos capazes de
comportar um volume maior de 4gua sem que haja turvagdo, buscando por pontos em comum
nas andlises realizadas, se possivel. Além disso, os sistemas emulsionados sdo formulagdes
intermediarias, sendo preparadas para compor uma formulagao final, e neste caso, os sistemas
emulsionados serdo incorporados em formulagdes sob a forma de spot-on em que a
concentracdo dos bioativos, seja isoladamente ou em associacao, devem estar a 10 %. Sendo
assim, também se considerou a concentracdo dos bioativos nos sistemas emulsionados para
garantir que a formulacao spot-on possuira a concentragao desejada.

Observando a concentragdo de 4gua em cada sistema, optou-se por prosseguir 0s ensaios
com as proporg¢des 90:10 e 20:80 para MC e ME, e com as propor¢des 90:10 e 70:30 para MCE,
visto que a propor¢ao 20:80 apresentava uma concentracdo inferior a 10% de cada ativo.

Assim, preparou-se novos sistemas emulsionados, seguindo as propor¢des acima
listadas, obtendo-se trés formulagdes intermedidrias limpidas, translucidas, sendo a MC de
coloragdo levemente amarelada, enquanto as microemulsdes ME e MCE apresentaram
coloragdo amarelada um pouco mais intensa que MC. Esses sistemas emulsionados foram
deixados em agitacdo por duas horas, para posterior incorporagdo na formulagdo spot-on e
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analise de tamanho de goticula e indice de polidispersd@o. Apds a incorporagdo do sistema
emulsionado, obteve-se as formulacdes sob a forma de spot-on de carvacrol (PMC), de eugenol
(PME) e associagdao de ambos (PMCE).

4.3.3. Desenvolvimento da formulagdo sob a forma de spot-on

Apo6s o delineamento inicial e observagdo das incompatibilidades, decidiu-se partir da
mesma formulagdo base do spray com algumas substituicdes. Pode-se perceber que houve
substituicdo do veiculo, visto que a formulacao spray deve possuir uma consisténcia mais
liquida para poder ser vaporizada (borrifada), enquanto o spot-on deve possuir uma certa
viscosidade capaz de se espalhar sobre o dorso do animal sem ficar contida apenas no local de
administragdo, permitindo a ocorréncia do fendmeno de translocagdo dérmica para absor¢ao
dos bioativos (RIVIERE; PAPICH, 2018), sem apresentar grande fluidez de modo a escorrer
livremente sob o corpo do animal.

Um dos veiculos escolhidos inicialmente foi a carboximetilcelulose de média
viscosidade (CMC), visto que conferiu a viscosidade desejada ao placebo do spot-on, além de
apresentar estabilidade e as caracteristicas fisico-quimicas requeridas. Contudo, ao incorporar
os bioativos (eugenol e carvacrol), percebeu-se uma incompatibilidade destes com o veiculo,
pela formagdo de um sistema heterogéneo.

Visto que o propilenoglicol ja seria utilizado na formula¢do como umectante e que este
possui certa viscosidade, o mesmo foi eleito como veiculo desta formulagao.

Como dito anteriormente, a escolha dos excipientes e suas concentracdes varia de
acordo com as caracteristicas que se deseja na formulacao final. Deste modo, adicionou-se o
PVP, como agente filmogénico, responsavel por criar uma camada da formulagdo sobre a pele
do animal, em que o bioativo fica fixado por mais tempo, exercendo sua atividade gradualmente
e o etanol como co-solvente para auxiliar na solubilizagdo do PVP.

Dito isto, preparou-se formulagdes spot-on contendo eugenol a 10% (PE), carvacrol a
10% (PC) e uma associagdo de ambos a 10% cada (PCE), conforme mostrado abaixo na tabela
28.

Tabela 28: Composi¢do da formulagao final sob a forma de spot-on contendo eugenol (PE), carvacrol (PC) e
associacdo de ambos (PCE)

PE PC PCE

Eugenol 10 % - 10 %
Carvacrol - 10 % 10 %
BHT 0,5 % 0,5 % 0,5 %
Tween 80 5% 5% 5%
DMSO 2% 2% 2%
Acido citrico 0,3 % 0,3 % 0,3 %
Etanol 10 % 10 % 10 %
PVP 5% 5% 5%
Propilenoglicol g.s.p. g.s.p. g.s.p.

BHT- hidroxitolueno butilado; Tween 80- polisorbato 80; DMSO- dimetilsulfoxido; PVP-
polivinilpirrolidona; g.s.p.: quantidade suficiente para; - ausente na formulagio

As formulacdes spor-on desenvolvidas apresentaram as caracteristicas dispostas na
tabela 29.
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Tabela 29: Resultados obtidos apds realizagdo dos testes de caracterizagdo fisico-quimica, estabilidades
preliminar e acelerada e quantificag@o dos bioativos das formulagdes sob a forma de spot-on contendo carvacrol
(PC), eugenol (PE) e associacdo de ambos (PCE)

PC PE PCE
Aspecto Coloracdo levemente Coloraqaq amarelada mais Coloragio amarelada
amarelada intensa
Centrifugacio Sem precipita¢do ou separagdo de fases
Ciclo Sem alteragdo
pH 6,27 +0,15 6,36 £ 0,10 6,00 = 0,09
0
Teor 104,71 % 90,04 % 104,64 % para eugenol

104,25% para carvacrol

Todas as formulacdes sob a forma de spot-on consistiram em formulacdes liquidas
translucidas levemente viscosas, homogéneas, sem precipitados ou particulas em suspensao,
conforme ilustrado na figura 26.

Figura 26: Ilustracdo das formulagdes sob a forma de spot-on contendo carvacrol (PC), eugenol (PE) e
associa¢ao de ambos (PCE)

A- formulagio spot-on contendo carvacrol (PC); B- formulagio spot-on contendo
eugenol (PE); C- formulacdo spot-on contendo associagdo de eugenol e carvacrol (PCE).

Assim como nas formulagdes sob a forma de spray, todas tiveram seu pH ajustado com
solugdo de trietilamina a 10% para atingirem o pH ideal para aplicag@o topica em animais, que
corresponde a faixa entre 5,5 ¢ 7,0.

Diferentemente das formulagdes spray, quando submetidas ao teste de ciclo de
congelamento/aquecimento, todas as formula¢des permaneceram com a coloracdo de quando
preparadas, sem escurecimento mesmo quando expostas a elevadas temperaturas.

As formulagdes foram avaliadas nos primeiros 5 dias consecutivos pos preparo, depois
a cada 15 dias até completar trés meses. Percebeu-se que as formulagdes contendo eugenol, PE
e PCE, oxidaram apods 60 dias, possuindo uma coloracdo levemente rosada; enquanto a
formulacao PC permaneceu com a coloragao inicial, podendo-se perceber que o eugenol € mais
suscetivel a oxidag¢ao do que o carvacrol (Figura 27). O mesmo foi notado em ambas as formas
de armazenamento. Além disso, passados 10 dias do preparo, notou-se a presenga de goticulas
nas formula¢des PC e PE que se incorporavam apds agitagdo, conferindo a PE opacidade,
enquanto a PC permanecia translticida.
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Figura 27: Comparativo das formulacdes sob a forma de spot-on contendo carvacrol (PC), eugenol (PE) e
associagdo de ambos (PCE) com efeito do processo oxidativo apds 60 dias de armazenamento em geladeira

A- formulagio spot-on contendo carvacrol (PC); B- formulagdo spot-on contendo eugenol (PE); C-
i formulagao spot-on contendo associag@o de eugenol e carvacrol (PCE).
A esquerda- formulagdo apods preparo; A direita- formulagdo apds armazenamento por 60 dias em geladeira.

Como ja mencionado, ndo ha uma monografia descrita na Farmacopeia com o indicativo
da faixa de teor permitida para os bioativos eugenol e carvacrol, considerando-se entdo a faixa
de 90 a 110%, de modo que todas as formulagdes sob a forma de spot-on analisadas
apresentaram teores aceitaveis e dentro do preconizado, podendo prosseguir para os testes de

eficacia residual in vitro.

4.3.4. Desenvolvimento das formulagdes sob a forma de spot-on a partir do sistema
emulsionado
Diferentemente do spot-on anterior, em que o bioativo era adicionado diretamente na
formulacao, neste caso os bioativos foram incorporados a formulagdo por meio da adi¢dao do
sistema emulsionado. Para isso, apos adi¢do dos demais excipientes na formulacao, transferiu-
se um volume do sistema emulsionado correspondente a concentracao desejada de cada ativo
(10%). Assim, preparou-se as formulagdes spot-on pela incorporacdo do sistema emulsionado
de carvacrol (PMC), de eugenol (PME) e da associagao de ambos (PMCE) como mostrado na

tabela 30.

Tabela 30: Composicao da formulacdo final sob a forma de spot-on a partir da incorporagdo do sistema
emulsionado de eugenol (PME), de carvacrol (PMC) e associa¢do de ambos (PMCE)

PME PMC PMCE
ME 10 %* - -
MC - 10 %* -
MCE - - 10 %*
BHT 0,5 % 0,5 % 0,5 %
Tween 80 5% 5% 5%
DMSO 2 % 2% 2 %
Acido citrico 0,3 % 0,3 % 0,3 %
Etanol 10 % 10 % 10 %
PVP 5% 5% 5%
Propilenoglicol g.s.p. g.s.p. g.s.p.

*quantidade suficiente para 10 % de cada ativo; BHT- hidroxitolueno butilado; Tween 80- polisorbato
80; DMSO- dimetilsulfoxido; PVP- polivinilpirrolidona; g.s.p.: quantidade suficiente para 100%;
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ME- sistema emulsionado de eugenol; MC- sistema emulsionado de carvacrol; MCE- sistema
emulsionado com associagdo de eugenol e carvacrol; - ausente na formulagdo.

Os resultados obtidos referentes as formulagdes spof-on desenvolvidas a partir da
incorporagao do sistema emulsionado estdo dispostos na tabela seguinte (Tabela 31).

Tabela 31: Resultados obtidos apds realizagdo dos testes de caracterizagdo fisico-quimica, estabilidades
preliminar e acelerada e quantificagdo dos bioativos das formulagdes sob a forma de spot-on a partir do sistema
emulsionado contendo carvacrol (PMC), eugenol (PME) e associa¢do de ambos (PMCE)

PMC PME PMCE
Coloragdo levemente Coloragdo amarela mais Coloragdo amarelada
Aspecto . .
amarelada e opaca intensa € opaca translucida
Centrifugacio Sem precipita¢do ou separagdo de fases
Ciclo Sem alteragdo
pH 5,80+ 0,14 6,45+ 0,25 6,23 + 0,07
o
Teor 97.32% 107.82% 104,65% para eugenol

105,58 % para carvacrol

As formulagdes spot-on desenvolvidas consistiram em formulagdes liquidas, com média
viscosidade, homogéneas, sem precipitados ou particulas em suspensao. As formulagdes PMC
e PME apresentavam opacidade, enquanto a formulacio PMCE encontrava-se translucida,
conforme mostrado abaixo (Figura 28).

Quando submetidas ao processo de centrifugacdo a 3000 rpm e 3800 rpm, por 30
minutos e cinco horas, respectivamente, as mesmas permaneceram inalteradas, sem separagao
de fases ou precipitacdo. Também ndo houve alteragdo de coloragdo quando submetidas ao ciclo
de congelamento e aquecimento, igualmente ao observado nas formulagdes PC, PE e PCE.

Todas as formulacdes tiveram seu pH ajustado com trietilamina 10 %, ¢ mesmo
apresentando variagdes entre os valores de pH das formulagdes, todos estdo dentro da faixa
adequada para aplicagdo topica.

Figura 28: Ilustracdo das formulac¢des sob a forma de spot-on a partir da incorporacao de microemulsao
contendo carvacrol (PMC), eugenol (PME) e associacdo de ambos (PMCE)

A- formulagdo spot-on contendo microemulsio de carvacrol (PMC); B- formulagdo
spot-on contendo microemulsdo de eugenol (PME); C- formulagio spot-on
contendo microemulsdo de eugenol e carvacrol (PCE).
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As formulagdes foram avaliadas nos primeiros cinco dias consecutivos pds preparo,
depois a cada 15 dias até completar trés meses. Percebeu-se que as formulagdes contendo
eugenol, PME e PMCE, apresentaram mudanca de coloragdo apos 45 dias, adquirindo uma
coloragdo levemente rosada, por conta da oxidag¢ao do eugenol; a formulacao PMC permaneceu
com a coloragdo inicial, mostrando novamente que o eugenol ¢ mais suscetivel a oxidagao do
que o carvacrol (Figura 29).

Figura 29: Comparativo das formulag¢des sob a forma de spot-on a partir da incorporagéo de microemulsao
contendo carvacrol (PC), eugenol (PE) e associacdo de ambos (PCE) com efeito do processo oxidativo apos 60
dias de armazenamento em geladeira

A- formulagdo spot-on contendo microemulsdo de carvacrol (PMC); B- formulagdo spot-on contendo

microemulsdo de eugenol (PME); C- formulagédo spot-on contendo microemulséo de eugenol e carvacrol
(PMCE). A esquerda- formulagdo apos preparo; A direita- formulagdo ap6s armazenamento por 60 dias em

geladeira.

ApoOs a quantificagdo das formulagdes, todos teores encontravam-se dentro da faixa
permitida e definida de acordo com outras monografias presentes na Farmacopeia Brasileira,
prosseguindo entdo para os bioensaios in vitro.

4.3.4.1. Analise de tamanho de goticula e indice de polidispersao
As andlises de tamanho de goticula e de indice de polidispersao foram realizadas a partir
das formulagdes finais PMC, PME e PMCE, visto que o sistema emulsionado seria utilizado
como formula¢do intermediaria e estdo demonstradas nas tabelas 32, 33 e 34.

Tabela 32: Tamanho de goticula e indice de polidispersdo da formulago sob a forma de spot-on a partir da
incorporagdo do sistema emulsionado contendo eugenol (PME) apos 2 horas de agitagdo

Proporgio  lAmanhodegoticula .y, ppp _Indicede 5, ppp
médio (nm) polidispersao médio

90:10 486,14 158,17 32,54 0,27 0,15 55,38

20:80 582,03 50,98 8,76 0,20 0,12 60,83

DP- desvio padrao, DPR- desvio padrao relativo
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Tabela 33: Tamanho de goticula e indice de polidispersao da formulagdo sob a forma de spot-on a partir da
incorporagao do sistema emulsionado contendo carvacrol (PMC) ap6s 2 horas de agitacdo

Proporgio  lAmanhodegoticula .y, ppp _Indicede 5, ppp
médio (nm) polidispersao médio

90:10 355,67 164,24 46,18 0,29 0,08 28,77

20:80 478,40 168,55 35,23 0,30 0,17 57,46

DP- desvio padrdo, DPR- desvio padrio relativo

Tabela 34: Tamanho de goticula e indice de polidispersdo da formulagdo sob a forma de spot-on a partir da
incorporacdo do sistema emulsionado contendo associagdo dos bioativos eugenol e carvacrol (PMCE) apoés 2
horas de agitagdo

Proporcio  lamanhodegoticula —pp o ppp Indicede = pp 0 ppp
médio (nm) polidispersiao médio

90:10 310,38 36,99 11,92 0,27 0,10 38,09

30:70 496,24 218,49 44,03 1,35 0,67 49,63

DP- desvio padrao, DPR- desvio padrao relativo

Pode-se perceber que todas as andlises realizadas apresentaram um tamanho de goticula
menor na propor¢ao de 90:10, sendo de 486,14 nm, 355,67 nm e 310,38 nm para PME, PMC e
PMCE respectivamente. Pode-se perceber também que a formulagdo PME apresentou um
tamanho de goticula superior, sendo o menor valor referente a PMCE.

Como dito anteriormente, antes do processo de incorporagdo do sistema emulsionado,
0 mesmo possuia um aspecto translucido, sem turvagdo, assim como a formulagdo spot-on.
Contudo, percebeu-se que no momento da sua incorporagao ao spot-on, a formulagio final PME
e PMC adquiriram um aspecto turvo, e isto esta diretamente relacionado com o tamanho de
goticula do sistema emulsionado.

Ainda ha muita discordancia quanto a faixa de tamanho de goticula que caracteriza e
difere uma microemulsdo de uma nanoemulsdo, visto que muitos pesquisadores acabam se
referindo a microemulsdo de uma maneira mais abrangente, compreendendo valores na faixa
de 10 — 500 nm (FERREIRA, 2019; OTONI, 2016). Contudo, alguns estudos discriminam com
mais especificidade essa faixa de trabalho, referindo-se as microemulsdes como aquelas que
possuem um tamanho de até 100 nm (BEDIN, 2011; FERREIRA, 2011; SILVA, 2013;
MOURA et al., 2019; GARAVAND et al,, 2021; MARIYATE; BERA, 2022), e nanoemulsao
quando este tamanho varia entre 100 e 500 nm (FERREIRA, 2011; MARIYATE; BERA,
2022). Ha ainda quem defina que uma microemulsao deve apresentar at¢ 10 nm (SHETH et al.,
2020), enquanto na nanoemulsao esta faixa pode ser entre 20 — 500 nm (MOURA et al., 2019)
ou de 100-1000 nm (BEDIN, 2011).

Atualmente ja se sabe que a caracterizagdo de um micro/nanoemulsdo vai além do
tamanho de goticula, visto que esta faixa ¢ sobreposta, devendo-se avaliar outros fatores.
Quanto ao tamanho, embora ainda ndo definido com unanimidade, formulagdes com goticulas
de até¢ 200 nm adquirem aspecto translicido, enquanto aquelas com goticulas maiores que 200
nm adquirem aspecto leitoso, turvo. Além disso microemulsdes sdo estaveis
termodinamicamente ¢ uma elevada concentracdo de tensoativos; enquanto as nanoemulsdes
sdo estaveis cineticamente e instdveis termodinamicamente, possuindo uma menor
concentracdo de tensoativos. Tanto as microemulsdes quanto as nanoemulsdes apresentam
baixa viscosidade (BEDIN, 2011; FERREIRA, 2019).

Embora se tenha divergéncias quanto a faixa de tamanho dos sistemas emulsionados,
pode-se perceber algumas similaridades entre alguns autores e, portanto, o presente trabalho ira
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adotar a faixa de 10 — 500 nm para caracterizar uma microemulsio; somado as caracteristicas
observadas visualmente, como opacidade e translucidez e ao método de obtencao.

Quando comparamos estas informagdes com os resultados obtidos, podemos propor que
o sistema obtido consiste em uma microemulsao com tamanho dentro da faixa adotada, aspecto
turvo, e no caso da propor¢do 90:10, apresentam uma concentragdo baixa de tensoativos.
Contudo as demais microemulsdes estdo dentro da faixa aceitavel e indicativa de sistema
monodispersos.

A fim comparativo, preparou-se uma nova ME na propor¢ao de 90:10, 60:40 e 20:80,
deixando a mesma em agitacao por 15 horas. Esta foi incorporada a formulacgao spot-on (PME)
para avaliagdo da influéncia do tempo de agitacdo no tamanho de goticula, encontrando-se os
seguintes resultados (Tabela 35).

Tabela 35: Tamanho de goticula e indice de polidispersdao das formulacdes sob a forma de spot-on a partir da
incorporacdo do sistema emulsionado contendo eugenol (PME) ap6s 15 horas de agitagdo

Proporcao Tamanho de goticula (nm) Indice de polidispersio
90:10 64,25 0,1304
60:40 464,30 3,1430
20:80 97,91 0,1684

Segundo o descrito na literatura, microemulsdes sdo formadas espontaneamente,
enquanto as nanoemulsdes precisam da aplicagdo de uma forga externa. Contudo, ¢ possivel
perceber que mantendo-se a agitagao por um periodo de 15 horas, nas propor¢des de 90:10 e
20:80 obteve-se microemulsdes translicidas, com tamanho de goticula inferiores a 100 nm com
indice de polidispersao inferiores a 0,3.

J& a propor¢ao 60:40 obteve-se uma microemulsdo, com tamanho entre 100 e 500 nm,
mas com indice de polidispersdo superior a 0,3, indicativo de um sistema polidisperso.

Pelos resultados até aqui obtidos e por questdes de estabilidade e menor tempo de
agitacdo, somente as formulagdes com microemulsdes na propor¢ao de 90:10 prosseguiram
para os testes in vitro.

4.3.4.2. Condutividade elétrica

Uma das maneiras para caracterizar uma microemulsdo como 6leo em agua (O/A) ou
agua em 6leo (A/O) consiste na determinacao da condutividade do sistema microemulsionado.
Para isso, realiza-se uma compara¢do da condutividade fase aquosa, neste caso a agua, e da
condutividade da fase oleosa, ou seja, eugenol e carvacrol, com aquela obtida pelas formulagdes
sob a forma de spot-on.

Se o valor encontrado for mais proximo da condutividade da agua, tem-se uma
microemulsdo O/A, mas se este for proximo a condutividade da fase oleosa, tem-se uma
microemulsao A/O, caracterizada por uma fase externa composta por um dominio oleoso. Os
valores de condutividade estdo descritos na tabela 36 abaixo:
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Tabela 36: Condutividade elétrica das formulagdes sob a forma de spot-on contendo eugenol (PME), carvacrol
(PMC) e associacdo de ambos (PMCE) apds 2 horas de agitacao

Condutividade média + DP

PMC 1,565+0,18
PME 1,218 + 0,06
PMCE 1,167 0,23
Agua 0,374+ 0,12

DP- desvio padrdo

Embora ndo tenha sido possivel realizar a leitura da condutividade do eugenol e do
carvacrol, visto que o condutivimetro nao retornava nenhum valor, ¢ possivel notar que a
condutividade das formulagdes ¢ significativamente maior do que aquele apresentada pela dgua,
aproximando-se da condutividade dos bioativos, podendo-se sugerir que se trata de um sistema
A/O, em que se tem goticulas de 4gua dispersas em 6leo. Entretanto, vale ressaltar que a anélise
foi realizada na formulagdo final, em que as microemulsdes estavam dispersas em
propilenoglicol, que ¢ um componente oleoso.

4.3.4.3. Indice de refragio
Quanto ao indice de refra¢do, o mesmo ¢ realizado semelhantemente a condutividade,
indicando se a microemulsdo corresponde a um sistema A/O ou O/A, pela comparagdo dos
resultados obtidos das microemulsdes com a fase aquosa e a fase oleosa (bioativos), obtendo-
se os resultados a seguir (Tabela 37).

Tabela 37: indice de refragio das formulagdes sob a forma de spot-on contendo eugenol (PME), carvacrol
(PMC) e associacdo de ambos (PMCE) apds 2 horas de agitacao

IR + DP
Agua 1,333+ 0,15
Eugenol 1,494 + 0,26
Carvacrol 1,487 £ 0,22
PMC 1,489 + 0,03
PME 1,496 + 0,07
PMCE 1,495+ 0,16

DP- desvio padrio; IR- Indice de refracdo

Pode-se perceber que os indices de refragdo das formulagdes encontram-se mais
proximos aos indices de refracdo dos bioativos, sugerindo que as microemulsdes apresentam
um maior dominio oleoso. Assim como na condutividade elétrica, a analise foi realizada na
formulagdo final, em que as microemulsdes estdo dispersas em propilenoglicol, que ¢ um
componente oleoso.

Os testes foram realizados na formulacdo final, com a microemulsdo ja incorporada,
visto que corresponde a formulagdo que sera administrada e assim, as formulagdes testadas
correspondem a sistemas dgua em 6leo, em que a fase externa corresponde a uma maior por¢ao
oleosa, ja que o dispersante ¢ o propilenoglicol. No entanto, estas avaliagdes também devem
ser feitas no sistema emulsionado, para que seja feita a sua caracterizagdo antes da influéncia
da formulag¢ao final nestas.
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4.3.4.4. Microscopia Optica
As formulagdes PMC, PME e PMCE foram analisadas por microscopia Optica
convencional e com contraste de fases, para observacdo das goticulas das microemulsdes na
formulacao final. Obteve-se as seguintes imagens para a microscopia Optica convencional de
campo claro (Figura 30).

Figura 30: Microscopia Optica convencional das formulagdes sob a forma de spot-on a partir da incorporagio
das microemulsdes contendo carvacrol (PMC), eugenol (PME) e associacdo de ambos (PMCE)

A- Formulagdo spot-on com incorporagdo da microemulsao de carvacrol; B- Formulagdo spof-on com
incorporacdo da microemulsao de eugenol; C- Formulacao spot-on com incorporacao da
microemulsdo da associacdo de eugenol e carvacrol.
A escala no canto inferior direito corresponde a 20um

Por meio da microscopia Optica convencional, ¢ possivel observar as goticulas da
microemulsdo em grande quantidade nas formulagdes sob a forma de spot-on, com formato
esférico caracteristico das microemulsdes de acordo com o descrito por Pavoni et al. (2020).

Além disso, pode-se perceber que o interior das goticulas apresenta uma coloragdo mais
proxima a coloragdo do meio em que estdo dispersas na formulagdo, que consiste no
propilenoglicol.

Para melhorar a visualizacdo e o contraste de cores entre a fase interna e externa das
goticulas, realizou-se a microscopia Optica com contraste de fases (Figura 31).

Figura 31: Microscopia optica com contraste de fases das formulagdes sob a forma de spot-on a partir da
incorporacao das microemulsdes contendo carvacrol (PMC), eugenol (PME) e associagao de ambos (PMCE)
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A- Formulagao spot-on com incorporagdo da microemulsdo de carvacrol; B- Formula¢do spot-on com
incorporagdo da microemulsdo de eugenol; C- Formulag@o spot-on com incorporagdo da microemulsido
da associac@o de eugenol e carvacrol.

A escala no canto inferior direito corresponde a 20pm.

Confirmando a suposi¢do proposta na microscopia convencional, pode-se perceber mais
nitidamente na Figura 31 — C, que o interior da goticula possui a mesma caracteristica do
dispersante da microemulsdo (propilenoglicol), que apresenta caracteristicas oleosas; enquanto
a delimitagdo da goticula € observada por um halo amarelado em menor quantidade e facilmente
distinguido das demais fases.

Embora os testes nao tenham sido realizados nas microemulsdes isoladas, sabe-se que
estas foram preparadas com base em uma proporc¢ao de aproximadamente 90% de fase oleosa
€ uma pequena concentragdo de agua. Partindo-se deste fato e observando que o interior da
goticula se assemelha com o dispersante oleoso, e que sua delimitacdo possui uma coloracao
diferenciada dos demais dominios e em menor quantidade, pode-se propor que a microemulsao
formada ¢ do tipo O/A. Contudo, a partir do momento que a mesma ¢ incorporada na
formulacao final e passa pelos ensaios de indice de refracdo e condutividade elétrica, as
caracteristicas observadas sao referentes ao dispersante, que se encontra em maior concentragao
na formulagao e representa um dominio oleoso, indicando uma formulagao A/O.

4.4. Eficécia in vitro
Observando-se os estudos realizados por Oliveira et al. (2022) e Miranda (2022), pode-
se observar atividade tanto pulicida quanto acaricida dos bioativos aqui empregados, podendo-
se perceber que o eugenol possui poténcia inseticida, enquanto o carvacrol possui poténcia
acaricida.

4.4.1. knock down

O efeito knock down avalia o tempo necessario que um ativo ou bioativo requer para
atingir sua eficdcia maxima frente a algum parasito, que inicialmente sofre uma hiperexcitagao
e desorientacdo, podendo ser seguida de morte. Segundo o disposto pela Agéncia Europeia de
Medicamentos e a Associagdo Mundial para o Avango da Parasitologia Veterinaria (WAAVP),
ela deve ser avaliada em 24 e 48 horas, respectivamente (PFISTER; ARMSTRONG, 2016).
Contudo, embora muitos ativos apresentem eficacia por longos periodos, o tempo demandado
para que estes combatam 100% dos individuos € varidvel, e quanto mais rapido este efeito ¢
alcangado, mais rapido se combate os ectoparasitos, impedindo a transmissdo de agentes
patogénicos e controlando a infestagao.

De maneira geral, pode-se perceber que a atividade da formulacdo aumenta com a
progressao do tempo em que as pulgas ficam expostas a determinada formulagao, e dependendo
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da formulagdo em questdo, a atividade maxima ¢ alcancada em diferentes tempos, nao
ultrapassando o periodo de quatro horas.

Em relacdo as formulacdes spray, pode-se perceber que o SC e o SE atingem o maximo
de atividade em 4 horas de exposi¢do, enquanto a formulagao contendo associacao dos bioativos
atinge a mesma atividade duas horas antes (ap6s duas horas em contato).

Os resultados da avaliagao do efeito knock down estdo ilustrados nos graficos de 6 a 8.

Grifico 6: Efeito knock down das formulagdes sob a forma de spray contendo eugenol (SE), carvacrol (SC),
associag@o de ambos (SCE) e controle positivo (C+) frente a Ctenocephalides felis felis
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Pode-se observar mortalidade crescente de acordo com o tempo de avaliagdo para todas
as formulagdes avaliadas. O efeito knock down pode ser observado a partir do primeiro tempo
de avaliagdo (15 min) com valores de eficacia de 50% para a associagdo de eugenol e carvacrol,
atingindo valores acima de 90% ap6s 45 min de aplicagdo e 100% a partir de uma hora.

O controle positivo utilizado (fipronil na concentragio de 8 pg-cm™) niio apresentou
efeito knock down in vitro como ¢ esperado e relatado na literatura (ZHAO et al., 2003; JIANG
etal., 2012; LAMBERT et al., 2017; HALOS et al., 2016).

Quanto ao efeito knock down das formulagdes sob a forma de spot-on, a formulagao PC
apresentou mortalidade méaxima a partir dos 15 minutos de exposi¢ao, mantendo-se desta forma
até o fim dos bioensaios. J4 as formula¢des PE e PCE apresentaram 93% de mortalidade apos
15 minutos de exposi¢do, de maneira que a formulacdo PCE atingiu a atividade maxima apos
30 minutos, seguida da PE levando aproximadamente 45 minutos, como demonstrado no
grafico 7.
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Grifico 7: Efeito knock down das formulagdes sob a forma de spot-on contendo eugenol (PE), carvacrol (PC),
associagdo de ambos (PCE) e controle positivo (C+) frente a Ctenocephalides felis felis
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No tocante as formulagdes spot-on com microemulsdes incorporadas, as formulagdes
PMC e PMCE apresentaram um perfil inicial semelhante com 87% e 88% de mortalidade nos
primeiros 15 minutos. Contudo, a formulagdao PMC combateu 100% das pulgas apds 45 minutos
do inicio do teste; enquanto a formulagdo PMCE atingiu a mesma atividade em 30 minutos. A
PME embora tenha iniciado o teste com atividade superior as demais, 98%, combateu 100% de
individuos no mesmo periodo que a PMCE, 30 minutos (Grafico 8).

Grifico 8: Efeito knock down das formulagdes sob a forma de spot-on a partir da incorporagdo da microemulsdo
contendo eugenol (PME), carvacrol (PMC), associagdo de ambos (PMCE) e controle positivo (C+) frente a
Ctenocephalides felis felis
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Pode-se observar também que o bioativo incorporado a uma microemulsio resultou em
um decréscimo na atividade das formulagdes contendo carvacrol, visto que a PC apresentou
mortalidade maxima apds 15 minutos de exposi¢ao, enquanto a PMC requer um tempo superior,
de 45 minutos. Ja nas formulacdes contendo eugenol, um bioativo altamente volatil, pode-se
perceber que a microemulsdo fez com que a atividade maxima fosse alcangada mais
previamente, reduzindo o tempo necessario de exposicao de 45 minutos para 30 minutos, para
PE e PME respectivamente. Contudo, obteve-se um perfil similar entre PCE ¢ PMCE, que
embora tenham apresentado mortalidade distintas em 15 minutos, atingem a mortalidade
maxima em 30 minutos.

Embora as formulagdes spot-on tenham uma atividade mais rapida que o spray, vale
ressaltar que as mesmas apresentam propilenoglicol em grandes concentragdes na sua
composi¢ao, que pode ocasionar obstrucao dos espiraculos das pulgas, o que leva a morte por
asfixia ou sufocamento (BURGESS, 2009; 2009). Sendo assim, quando olhamos para os
resultados da formulacdo spray, observamos a influéncia unicamente dos bioativos ali
presentes; enquanto na formulacdo spot-on observamos a influéncia tanto do bioativo quanto
da formulacdo como um todo, incluindo a colaboracdao dos excipientes na eficacia da
formulacao final.

Como controle positivo (C+) utilizou-se o fipronil, um ativo que tem caido em desuso,
mas ainda presente em alguns produtos pulicidas e acaricidas comercializados. Embora o
fipronil seja um ativo com atividade comprovada, pode-se perceber que o mesmo ndo apresenta
um efeito knock down, podendo-se observar um aumento gradual e linear da sua atividade,
levando aproximadamente 24 horas para atingir sua atividade maxima, enquanto as
formulagdes testadas levaram no méximo 1/6 desse tempo para apresentar o mesmo efeito.
Segundo Zhao et al. (2003) o fipronil se liga rapidamente aos receptores alvo, mas sua interacao
com o receptor ativado ocorre de maneira lenta, o que pode ser percebido pela sua ag@o linear
e gradual ao longo do tempo até atingir sua atividade méxima.

Segundo Perrins e Hendricks (2007), os piretroides apresentam 6timo efeito knock
down, mas por apresentarem agdo por pouco tempo, devem ser reaplicados com maior
frequéncia do que outros ectoparasiticidas (PERRINS; HENDRICKS, 2007; PFISTER;
ARMSTRONG, 2016). A acdo rapida da permetrina, ¢ relacionada a sua rapida penetracao
cuticular e elevado acumulo no ectoparasito, contribuindo para sua elevada eficacia (PFISTER;
ARMSTRONG, 2016). Além disso, possui efeito knock down frente ao carrapato R.
sanguineus, por exemplo, apresentando eficacia de 70% e 40% em caes de pequeno e grande
porte respectivamente, ap0s trés dias da sua aplicacdo, chegando a uma eficécia superior a 90%
ap6s uma semana (PFISTER; ARMSTRONG, 2016).

Em um estudo realizado por Jiang et al. (2012) frente a Linepithema humile, um inseto
conhecido como formiga argentina, avaliou-se o efeito knock down do fipronil e da permetrina,
observando-se que o enquanto a permetrina levava aproximadamente 10 minutos para combater
100% dos individuos, o fipronil levava em média oito horas para desempenhar a mesma
atividade chegando a 66 horas no 89° dia, mostrando que o efeito knock down do mesmo ¢
baixo. Este perfil foi semelhante ao obtido no presente trabalho, em que o fipronil combate 50%
das pulgas em aproximadamente 6 horas.

Além do efeito knock down da permetrina ser rapido pela sua elevada penetragdo na
cuticula das pulgas, a mesma ocasiona perda de motilidade quando utilizada em concentra¢des
mais baixas, podendo agir de modo deletério em concentragdes mais altas. Segundo Pfister e
Armstrong (2016), a permetrina possui atividade em 99,4% das pulgas no periodo de 24 horas,
apresentando eficacia superior a 90% ap6s 72 horas (PFISTER; ARMSTRONG, 2016).

Como ja mencionado, a permetrina possui um efeito knock down conhecido e segundo
Halos ef al. (2016), a mesma causa um choque subito nas pulgas, que acabam perdendo seus
movimentos e parecem mortas, mas pode ser um fenomeno reversivel quando a permetrina ¢é
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utilizada em baixas concentragdes (HALOS et al., 2016). Em um dos seus estudos, Halos et al.
(2016) demonstrou que o fipronil ndo possui efeito knock down (8% de mortalidade em uma
hora) e que a permetrina possui um rapido efeito knock down mas por um curto periodo,
variando de 24% a 86% durante um més.

Contudo, quando a permetrina ¢ associada ao fipronil, este efeito ¢ potencializado,
conseguindo combater 65% das pulgas em uma hora, chegando a 99% de eficacia apds uma
hora (HALOS et al., 2016).

A associagdo do fipronil com a permetrina também foi estudada por Rust (2020)
veiculados em uma formulagdo spot-on demonstrando uma acdo mais rapida e repelente frente
a carrapatos quando comparado ao afoxolaner administrado por via oral, embora ambos tenham
apresentado uma eficacia superior a 90% por 14 dias (RUST, 2020).

Neste mesmo estudo, Rust descreve que o lotilaner possui eficacia de 100% apds 12
horas de exposi¢ao da pulga ao ativo. Este resultado ¢ apresentado por Cavalleri et al. (2015),
que demonstrou que o lotilaner, uma isoxazolina mais recente que possui atividade acaricida e
pulicida, ¢ capaz de combater 100% de pulgas adultas em 12 horas, permanecendo com eficécia
acima de 90% a partir de quatro horas de exposi¢do apos 35 dias do tratamento (CAVALLERI
etal., 2017).

Segundo Rust (2010) e Cavalleri et al. (2017), o espinosade, obtido a partir da
fermentagdo de uma actinobactéria, também apresenta um rapido efeito knock down frente a
pulga adulta (RUST, 2010; CAVALLERI et al., 2017).

Seguindo a linha de produtos naturais, o d-limoneno teve seu efeito knock down
estudado por Hink e Fee (1986), onde foi demonstrado que na concentragio de 195 ng/cm?, este
¢ capaz de diminuir a motilidade de 50% das pulgas em dois minutos, de modo que apos cinco
minutos, 96% encontram-se mortas (HINK; FEE, 1986).

Ja no estudo realizado por Junior et al. (2015), avaliou-se a eficacia do d-limoneno
veiculado em uma formulacao spray frente ao inseto Cimex lectularius, obtendo-se 82% e 76%
de mortalidade em 15 minutos e 24 horas (JUNIOR et al., 2015). Também avaliou-se o efeito
knock down de sprays contendo permetrina e deltametrina com sprays contendo 6leos em sua
composi¢do, como: Oleo de soja + eugenol; Oleo de cedro; Oleo de alecrim + 6leo de horteld
pimenta; Oleo de cravo + 6leo de alecrim + 6leo de horteld pimenta + 6leo de tomilho +
propionato de fenetila; e Oleo de Nim (JUNIOR et al., 2015).

Os sprays contendo 6leo de cedro e uma mistura de 6leo de cravo, alecrim, horteld
pimenta e tomilho, foram capazes de combater 100% dos insetos em cinco minutos, seguido
dos sprays contendo 6leo de Nim e 6leo de alecrim com horteld pimenta, com 98% e 92% de
mortalidade, de modo que somente os dois primeiros mantiveram sua eficacia por quatro horas.
Os ativos permetrina e deltametrina obtiveram 100% e 98% de mortalidade no mesmo tempo
analisado (JUNIOR et al., 2015).

O spray contendo eugenol na composicao apresentou 66% de mortalidade nos primeiros
5 minutos, chegando a 52% ap6s 30 minutos. Apds 24 horas, somente o spray com Oleo de
Nim, 6leo de alecrim com horteld pimenta, deltametrina e permetrina mantiveram eficacia
superior a 90% (JUNIOR et al., 2015).

Ao comparar os resultados obtidos pelas formulagdes contendo eugenol e carvacrol,
pode-se observar que estas apresentam um rapido efeito knock down, de modo que sua atividade
maxima ¢ alcancada de maneira geral entre 15 minutos e quatro horas.

4.4.2. Eficacia Residual das pré-formulagdes

Como dito anteriormente, uma das primeiras formulagdes preparadas com bioativo,
tinha como objetivo observar a compatibilidade do ativo com os excipientes determinados, além
de avaliar a a¢do fixadora da vanilina. Para isso, realizou-se a eficacia residual das formulacdes
SP1 a SP4, obtendo-se os resultados descritos na tabela 38.
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Tabela 38: Eficacia residual das pré-formulacdes sob a forma de spray contendo 1% de eugenol e diferentes
concentragdes de vanilina frente a Ctenocephalides felis felis

Tempo (dias) SP1 SP2 SP3 SP4
1 100.00 67.92 61.40 46.55
2 51.67 41.38 33.33 51.06
3 25.00 4.92 22.03 18.33
4 36.67 7.21 32.32 26.89
5 10.00 1.97 8.81 7.33
6 3.33 0.66 2.94 2.44
7 0.00 0.00 0.00 0.00

Pode-se perceber que enquanto a formulagdo SP1 atinge a mortalidade maxima nas
primeiras 24 horas, as demais formulagdes nao alcangam 100% de mortalidade nos dias
avaliados, indicando que a vanilina ndo exerceu sua a¢do fixadora na formulagao testada, pois
nao prolongou o efeito desejado. Por mais que a atividade pulicida tenha perdurado por seis
dias, percebe-se logo no primeiro dia de avaliagdo que o aumento da concentragdo de vanilina
na formulacao faz com que a eficacia residual decaia. Por este motivo, retirou-se a vanilina da
composicao das formulacdes, visto que sua auséncia impacta positivamente na atividade
esperada.

A formulag@o SP5 por sua vez, com 7,5% de eugenol, apresentou uma eficacia residual
de 48 dias, mantendo-se com 100% de mortalidade por 22 dias consecutivos. Quando
comparada com a SP1, a formulagdo SP5 teve atividade por 41 dias a mais, reduzindo sua
atividade a metade somente no 39° dia de analise, momento em que a formulacdo S1 ndo
apresentava mais atividade.

A eficécia residual de ambas as formulagdes frente a pulgas esta demonstrada a seguir
(Grafico 9).

Grafico 9: Eficacia residual das formulagdes sob a forma de spray contendo 1% de eugenol (SP1) e 7,5% de

eugenol (SP5) frente a Ctenocephalides felis felis
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Pode-se notar entdo que a formulagdo SP1, com 1% de eugenol em sua composigao,
possui atividade pulicida, mas a mesma ndo apresenta eficacia residual prolongada, visto que
sua atividade se encerra ap6s uma semana da impregnagao. Contudo, quando a formulagado ¢
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preparada novamente com uma concentracdo maior de bioativo, como no caso da SP5 que
contém 7,5% de eugenol, além da atividade pulicida ja esperada, pode-se observar um aumento
significativo da eficécia residual, que agora ¢ superior a 40 dias.

Apos avaliagdo das incompatibilidades dos excipientes, estudos de estabilidade
preliminar das pré-formulagdes e avaliacdo da incorporagdo do bioativo na formulagdo
proposta, definiu-se a formulagao final a ser utilizada, preparando-se entdo novas formulagdes
contendo 10% dos bioativos, concentragdo na qual consegue-se realizar o controle tanto pulgas
quanto carrapatos, ambos adultos. Partindo disto, realizou-se o estudo de eficacia residual das

formulagdes sob a forma de spray e sob a forma de spot-on, assim como avaliagdo do efeito
knock down.

4.4.3. Eficacia Residual das formulagdes sob a forma de spray

Em relacdo as formulagdes spray, pode-se perceber que a SE que contém 10% de
eugenol, assim como a SP5, com 7,5% de eugenol em sua composi¢ao, mantiveram sua eficacia
maxima por 22 dias consecutivos, reduzindo sua atividade a metade no 70° dia de estudo,
enquanto a SP5 teve o mesmo efeito ja no 39° dia. Somado a isto, no 48° dia a formulagdo S5
ndo possuia mais atividade pulicida, enquanto a SE ainda era capaz de combater mais de 75%
das pulgas, conforme pode-se observar no grafico 10.

Grifico 10: Eficacia residual das formulagdes sob a forma de spray contendo 10% de eugenol (SE), 10% de
carvacrol (SC) e 10% de cada bioativo em associagdo (SCE) frente a Ctenocephalides felis felis
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Referente a formulagdes sprays contendo a mesma concentragdo de diferentes bioativos,
pode-se perceber que a manutencao da atividade maxima foi mais prolongada na SCE, seguida
da SE e da SC, por 24, 22 e 16 dias respectivamente.

Segundo o disposto nas Diretrizes para o teste e avaliagdo da eficicia de substancias
antiparasitarias para o tratamento e prevenc¢do de infestacdao de carrapatos e de pulgas em caes
e gatos do Comité de medicamentos para uso veterinario (CVMP-EMEA), para que um produto
veterinario esteja apto a ser comercializado como pulicida, 0 mesmo deve apresentar eficacia
superior a 95% pelo tempo de acdo proposto. Sendo assim, a formulagdo contendo associagdao
de ativos (SCE) cumpre esta exigéncia por 24 dias, em que sua atividade pulicida ¢ mantida em
niveis superiores a 98%, enquanto a formulacdo SE mantém sua atividade em 100% ao longo
dos primeiros 22 dias de avaliagdo.

A formulacdo SC por sua vez, alcanca o limite minimo requerido (95%) apds 19 dias
(EMEA/CVMP/005/2000-Rev.2). Independente do tempo em que as formulagdes mantenham
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a atividade pulicida em niveis acima de 95%, todas apresentam atividade em casos de
reinfestacgao.

Pode-se perceber também que a partir do 23° dia, a formulagdo SCE passa a obter as
maiores mortalidades quando comparada as demais formulagdes. Tal fato pode ser observado
no tempo necessario para combater 75% das pulgas, pois enquanto o SC atinge tal feito por
volta dos 21 dias, o SE leva em média 53 dias, e o SCE 70 dias. Contudo, ao mesmo tempo que
o SCE leva 77 dias para reduzir sua atividade pela metade, o SE precisa de aproximadamente
70 dias.

Com isso, pode-se perceber que por mais que o efeito do SCE seja mais prolongado, a
partir do momento que a atividade comega a decair, ela o faz de maneira mais pronunciada. Isto
pode ser observado no momento em que se analisa o decaimento da mortalidade de 75 % para
50 %, pois enquanto a SE o faz em 17 dias, a SCE precisa apenas de sete dias para apresentar
a mesma reducgao.

Apesar das diferencas no perfil do decaimento da atividade pulicida das formulagdes
sob a forma de spray, todas apresentaram atividade pulicida por aproximadamente 90 dias, em
que a SC praticamente ndo apresentava mais mortalidade (0,09%), a SE ainda apresentava
1,95% de atividade e a SCE cerca de 2,74% de eficacia contra as pulgas.

Embora o eugenol seja elencado como o bioativo mais eficaz contra as pulgas, pode-se
perceber que sua associa¢do ao carvacrol faz com que a atividade pulicida perdure por mais
dias, quando comparado ao seu efeito isolado.

Quanto ao controle de carrapatos, as trés formulagdes apresentaram atividade acaricida

por trés dias, momento em que a eficicia era de apenas 10 %, como demonstrado no grafico
11.

Grifico 11: Eficacia residual das formulagdes sob a forma de spray contendo 10% de eugenol (SE), 10% de
carvacrol (SC) e 10% de cada bioativo em associagido (SCE) frente a Rhipicephalus sanguineus
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Embora o carvacrol seja o bioativo geralmente associado a sua maior atividade contra
R. sanguineus, a formulagdo SC ndo apresentou atividade maxima, iniciando sua atividade com
aproximadamente 77% de atividade. Embora as formula¢cdes SE e SCE apresentem 100% de
mortalidade no primeiro dia, pode-se perceber que a associagado dos ativos (SCE) proporcionou
um decréscimo de atividade mais gradual do que as formulagdes com os ativos isolados.

Apesar disso, percebe-se a importancia do carvacrol na formulagdo ao observar-se o
segundo dia de andlise, pois o SE nao apresentou mortalidade, enquanto o SC ¢ SCE eram
eficazes contra 20% e 45% dos carrapatos, respectivamente.
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Embora as trés formulagdes tenham alcancado a mesma resposta no ultimo dia de
analise, pode-se notar que somente as formulagdes SE e SCE apresentaram eficacia acima de
90% apo6s 24 horas, conforme o preconizado pela Agéncia Europeia de Medicamentos
(Medicamentos e inspeg¢des veterinarias), mas nao apresentam eficacia residual considerando-
se a possibilidade de reinfestagdes (EMEA/CVMP/005/2000-Rev.2).

4.4.4. Eficacia Residual das formulacdes sob a forma de spot-on
Assim como feito para as formulagdes sob a forma de spray, também se analisou a
eficacia residual das formulagdes sob a forma de spot-on, obtendo-se os resultados contidos nos

graficos 12 e 13.

Grifico 12: Eficacia residual das formulagdes sob a forma de spot-on contendo 10% de eugenol (PE), 10% de
carvacrol (PC) e 10% de cada bioativo em associagdo (PCE) frente a Ctenocephalides felis felis
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Pode-se observar que as trés formulagdes avaliadas apresentam eficacia maxima por
oito dias, sendo este o tempo méaximo que a formulagdo PC mantém sua atividade acima de
95%. Ja a formulacdo PE mantém sua atividade acima de 95% por um tempo superior as demais,
apresentando 98% de mortalidade em torno do 13° dia de analise; enquanto a formulagcdo PCE
apresenta 96% de mortalidade por dez dias, dados importantes para registro de medicamentos
veterindrios seguindo as diretrizes propostas pela EMEA e determinagdo do tempo de eficacia
de uma formulagao.

As formulacdes PE e PCE apresentam um decaimento de 50% da mortalidade entre os
dias 38 e 41, enquanto a formulagao PC apresenta o mesmo decaimento ja no 16° dia de analise.
No 43° dia de analise, enquanto as formulacdes PC e PE apresentam aproximadamente 7% e
10% de atividade respectivamente, a formula¢do PCE apresenta em torno de 20% de atividade
pulicida.

Além disso, comparando-se estes resultados com os obtidos nas formulagdes sob a
forma de spray, no 44° dia, quando a formulag¢do sob a forma de spot-on apresenta uma
atividade de aproximadamente 1,8%, 2,7% e 18% para PC, PE e PCE respectivamente, a

formulagdo spray ainda ¢ capaz de combater 44%, 70% e 82% respectivamente para SC, SE e
SCE.

68



Grafico 13: Eficécia residual das formulacdes sob a forma de spot-on a partir da incorporagdo de microemulsao
contendo 10% de eugenol (PME), 10% de carvacrol (PMC) e 10% de cada bioativo em associacdo (PMCE)
frente a Ctenocephalides felis felis
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De maneira geral, somente a formulacdo PMC nao atingiu 100% de mortalidade, mas
manteve sua maior atividade (98,33%) pelo mesmo periodo que as demais formulagdes
mantiveram a atividade maxima, cerca de oito dias. A partir do 11° e 12° dia de andlise, as
formulagdes PME e PMCE apresentam atividade inferiores a 95%.

A partir do 13° dia de andlise, pode-se perceber que salvo algumas excecdes, as
formulagdes que tiveram o bioativo incorporado em uma microemulsdo (PMC, PME e PMCE)
apresentaram uma atividade inferior quando comparada as formulagdes sem microemulsao.

Em relacdo as formulagdes com microemulsdo, no 17° dia pode-se perceber que o spot-
on PMC possuia 40% de atividade pulicida, frente a 70% e 63% do PME e PMCE
respectivamente no mesmo periodo. Até o 40° de andlise, o spot-on PME apresentava uma
atividade mais elevada, mas a partir do 41° a maior atividade estava atrelada ao PMCE.

Com excec¢ao das formulacdes PC e PMC que apresentaram redugdo da sua atividade a
metade entre os dias 16-22, todas as demais apresentaram este perfil somente entre os dias 38
e 41. Sendo assim, independente da forma como o bioativo esta incorporado na formulagao
final, as formulagdes contendo carvacrol apresentaram uma menor atividade quando comparada
as demais.

No ultimo dia de andlise, 43° dia, enquanto as formulagdes contendo os bioativos
isolados possuiam 10% de atividade em média, as formulagdes contendo a associagdo destes,
PCE e PMCE apresentavam uma atividade de 20% e 17% respectivamente.

Como ja notado anteriormente, pode-se perceber que o carvacrol possui uma menor
eficacia frente a pulgas quando comparado ao eugenol, mas no momento em que estdo
associados, promovem um aumento do efeito residual.

Vale ressaltar que a formulagdo sob a forma de spot-on contém propilenoglicol em sua
composicdo e em elevada concentracdo, que apresenta uma média viscosidade. Por ser um
componente hidrofébico, o propilenoglicol pode obstruir os espiraculos das pulgas, que além
de dificultar sua respiragdo, pode levar a asfixia e sufocamento (BURGUESS, 2009). Além
disso, insetos hematéfagos como o piolho por exemplo, excretam agua por transpiragao pelos
espiraculos, sendo assim, a partir do momento que o espirdculo encontra-se obstruido por
substancias hidrofobicas, a excre¢do da agua ingerida na hematofagia ¢ dificultada, fazendo
com que o seu intestino passe por um estresse osmotico, ocorrendo entdo sua ruptura e
consequente morte do parasito (BURGUESS, 2009). Por ser tratar de um inseto hematofago, as
pulgas podem estar sujeitas a este mesmo processo quando em contato com substancias
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hidrofébicas em grandes concentragdes, de modo que os resultados obtidos nesta etapa do
estudo refletem a acdo da formulagdo como um todo, considerando a atividade dos bioativos e
a influéncia dos excipientes na formulagao final, colaborando para a atividade frente a pulgas.

Ja frente a carrapatos, a partir da ecdise de ninfa para adultos, estes passam a apresentar
uma camada cuticula composta por lipidios, ceras e proteina, de modo que a absor¢do de
compostos lipidicos, como propilenoglicol, DMSO e os bioativos, ¢ favorecida, podendo agir
também na remoc¢do da camada epicuticular dos carrapatos, favorecendo a absorcdo dos
bioativos (ODHIAMBO, 1982 apud VASCONCELLOS et al., 2018).

Quanto a atividade acaricida das formulagdes sob a forma de spot-on, os resultados
obtidos demonstraram-se inconclusivos, sendo necessario repeti-los, o que serd feito
juntamente com a avaliag¢do do efeito knock down.

Analisando-se a velocidade de decaimento da atividade pulicida das formulacdes
desenvolvidas, tem-se os resultados descritos abaixo (Tabela 39).

Tabela 39: Equacdo da reta das formulagdes desenvolvidas sob a forma de spray e spot-on contendo carvacrol,
eugenol e associacdo de ambos na composicao, frente a Ctenocephalides felis felis

Formulacio a b r’

SC -8,8062 129,57 0,9081

SE -8,2279 131,00 0,8494
SCE -7,2249 128,53 0,8003

PC -2,1375 106,28 0,9128

PE -1,7442 109,76 0,8611
PCE -1,8524 108,21 0,9241
PMC -2,3694 107,10 0,9600
PME -1,9630 109,43 0,8719
PMCE -1,9390 107,40 0,9398

a- coeficiente angular; b- coeficiente linear; r’- coeficiente de
determinacdo

Os coeficientes angulares (a) obtidos na regressao linear informam o perfil da inclinagao
da reta, sendo assim, quanto maior o valor ‘a”, maior ¢ a inclinagdo, e consequentemente, maior
¢ a velocidade com que a atividade pulicida ¢ reduzida. Ao observar as formulagdes sob a forma
de spray desenvolvidas, pode-se notar que a SCE possui uma menor inclinagdo, resultando em
uma eficécia residual mais prolongada e um decaimento mais gradual da sua atividade ao longo
do tempo, o que ndo ¢ observado na SC, cuja inclina¢do ¢ mais acentuada. Contudo, pode-se
perceber que as formulacdes sob a forma de spray apresentam os maiores valores de inclinagao
de reta, e embora a sua atividade perdure por mais dias até comecar a diminuir, a partir do
momento que o decaimento ocorre, este acontece de maneira mais rapida do que as demais
formulagdes.

As formulagdes sob a forma de spot-on, apresentam uma inclinagdo menor do que as
formulagdes spray, mas deve-se lembrar que a formulacdo spot-on apresentou eficacia maxima
por um periodo aproximadamente trés vezes menor, quando comparado a formulacao sob a
forma de spray. Contudo, comparando-se as formulagdes sob a forma de spot-on entre si, temos
que o PC novamente apresenta a maior inclinacao, enquanto a formulagdo PE e PCE apresentam
um decréscimo mais gradual das suas atividades.

Janas formulagdes sob a forma de spot-on contendo microemulsdes incorporadas, pode-
se perceber o mesmo perfil das formulagdes anteriores que continham carvacrol em sua
composi¢ao, além de ser possivel observar que as formulagdoes PME e PMCE apresentaram um
perfil semelhante de decaimento, sendo este menos ingreme do que o observado na PMC.
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Assim, percebe-se que o carvacrol possui o decaimento mais rapido de sua atividade,
dentre os bioativos utilizados e associagdes, e também que as formulagdes sob a forma de spot-
on contendo microemulsdo em sua composi¢cdo apresentaram valores de coeficiente angular
mais elevados quando comparadas as formulagdes sob a forma de spot-on sem microemulsao,
tendo assim uma maior velocidade de perda de atividade.

De modo geral, pode-se observar que as formulagdes sob a forma de spray requiriram
mais tempo para atingir a mortalidade méxima e embora ndo tenham influéncia dos excipientes
em sua atividade pulicida, pode-se observar no teste de eficacia residual, que as mesmas
possuem uma atividade mais duradoura a longo prazo, visto que combatem 100% das pulgas
por no minimo 16 dias, no caso do SC, podendo chegar a 22 dias para SE e SCE. J4 para as
formulagdes sob a forma de spot-on, essa atividade maxima ¢ mantida somente por sete a oito
dias.

Alguns estudos ja avaliaram a atividade de formula¢des contendo eugenol e carvacrol,
tanto isolados quanto em associagdo com outros bioativos, geralmente frente a carrapatos R.
microplus e R. sanguineus, ndo encontrando-se estudos relativos a avaliacdo de formulagdes
com estes bioativos frente a pulga C. felis felis.

No estudo realizado por Ferreira et al. (2018), avaliou-se primeiramente a atividade do
eugenol frente a larvas e adultos de R. microplus, determinando-se que a concentragcdo
necessaria deste bioativo para controle de 100% do estagio larval era de 2,5 mg/mL, chegando
a 100 mg/mL para adultos, resultado este semelhante ao encontrado por Miranda (2022) frente
a adultos de R. sanguineus, que foi utilizado como base para determinag@o das concentragdes
dos bioativos nas formulacdes aqui desenvolvidas (MIRANDA, 2022; FERREIRA et al.,
2018). Ja ao avaliar a atividade do eugenol a 100mg/mL em uma formulagdo, obteve-se uma
eficacia de 96,3%, proxima a obtida nas formulacdes SE e SCE, que apresentaram 100% de
mortalidade ap6s 24 horas de exposi¢ao dos carrapatos a formulagdo (FERREIRA et al., 2018).

Ja Valente et al. (2014), observou-se que o eugenol a uma concentracao de 0,3% era
capaz de combater 100% das larvas de R. microplus, mas para que a oviposi¢ao fosse inibida
em 100%, o mesmo deveria estar a uma concentragdo de 5% ou a 30% para que combater 100%
das fémeas ingurgitadas (VALENTE et al., 2014). Prosseguindo os estudos, mas agora com a
veiculagdo do eugenol a 5% em uma formulacdo pour-on, Valente et al. (2017) obteve uma
eficacia média de 14% na reprodugdo apos 20 dias de tratamento, chegando a 12 % no 37° dia,
concluindo assim que para combater 100% dos adultos de R. microplus, o eugenol deveria estar
a uma concentracao de 30%, trés vezes maior do que a requerida neste trabalho para combate
de adultos de R. sanguineus nas formulagdes sob a forma de spray (VALENTE et al., 2017).
Embora sejam de espécies diferentes, o R. microplus e R. sanguineus sdo ixodideos, que
apresentaram a mesma concentragdo necessaria para combater 100% do estagio adulto.

Em 2020, Coelho et al. (2020) avaliaram a eficacia de uma formulagdo contendo
eugenol e timol em associagdo na forma de uma dispersdo micelar frente a R. sanguineus,
demonstrando que em concentracdes acima de 0,5% (5mg/mL), a formulagdo era eficaz contra
mais de 95% das ninfas ndo alimentadas, e larvas e ninfas ingurgitadas, precisando de uma
concentrac¢ao superior (1% equivalente a 10mg/mL) para combaterem mais de 95% das larvas
ndo alimentadas. A partir destes resultados, Monteiro et al., (2021) desenvolveram uma
microemulsdo contendo timol e eugenol em associacdo a 5 mg/mL cada, para avaliacao da
eficécia frente a larva de R. sanguineus em um experimento in vivo, observando-se um controle
de aproximadamente 85,2% na eclos@o das larvas (MONTEIRO et al., 2021).

As larvas tendem a ser mais suscetiveis ao tratamento, pois a composi¢ao da sua cuticula
e sua espessura mais fina facilitam a absor¢do dos bioativos. Nesta fase também ocorrer a
respiracdo cuticular, que pode estar associada a uma absor¢do ainda maior dos bioativos
(SONENSHINE; ROE, 2014 apud MONTEIRO et al., 2021).
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O carvacrol, por sua vez, teve sua atividade larvicida avaliada frente a R. microplus,
avaliando também a influéncia da encapsulamento neste processo em um estudo realizado por
Lima et al, 2017, onde foi demonstrado que o encapsulamento diminuiu a concentragao
necessaria de bioativo para combater as larvas, aproximadamente 0,71mg/mL, apresentando
atividade por até 60 horas (LIMA et al., 2017). Partindo-se disto, Lima et al. (2019) avaliou
também o efeito do encapsulamento do carvacrol na sua atividade repelente frente a larvas de
R. microplus, demonstrando novamente que o encapsulamento promove uma maior repeléncia,
combatendo 50% dos individuos até em concentragdes mais baixas, 0,05 mg-cm?, em
comparagio a 0,13-0,27 mg-cm? do carvacrol ndo encapsulado, apds seis horas apos do
tratamento (LIMA et al., 2019). Sendo assim, como o R. sanguineus também ¢ um ixodideo,
pode-se esperar que as formulagdes a base de carvacrol aqui desenvolvidas, que estdo a uma
concentracdo mais elevada do que as avaliadas nesses estudos, também podem apresentar
atividade repelente.

Em um estudo mais recente, Sousa et al. (2022) avaliou a eficacia de um xampu a base
de carvacrol frente a larvas de R. sanguineus e R. microplus, demonstrando que a concentragao
de 0,15% foi eficaz contra 100% dos individuos testados, indicando que o carvacrol ¢ altamente
eficaz contra carrapatos (SOUSA et al., 2022).

Observando-se os resultados dos trabalhos aqui discutidos, pode-se observar que o
carvacrol demanda uma menor concentracdo para combater larvas de carrapatos quando
comparado ao eugenol, sendo assim mais eficaz. Esta diferenca de atividade pode ser observada
em Senra et al. (2013), que avaliou a atividade do eugenol e carvacrol frente a larvas e ninfas
de R. sanguineus, em que o eugenol e o carvacrol devem estar a uma concentracao de 10 uLL/mL
e 2,5 uL/mL, respectivamente, para se obter 100% de mortalidade de ambos os estagios
analisados (SENRA et al., 2013).

Como ja mencionado anteriormente, a partir do momento em que foi observada a
atividade do eugenol e carvacrol isolados frente a carrapatos, iniciou-se estudos avaliando a
atividade destes, em associagcdo, no aumento da atividade carrapaticida. Assim, NOVATO et
al. (2019) avaliou a agdo carrapaticida de uma formulacdo contendo associa¢dao de eugenol e
carvacrol frente a R. microplus, demonstrando que formulagdes contendo 10% dos bioativos
conseguem combater 100% das larvas e aproximadamente 15% das fémeas ingurgitadas
(NOVATO et al, 2019). Assim, pode-se esperar que as formulacdes desenvolvidas neste
trabalho, que também contém 10% dos bioativos, apresentem eficacia frente a estagios
imaturos, visto que o R. sanguineus também pertence a familia Ixodidae.

Pode-se observar entdo que a maioria dos estudos sdo realizados contra os estagios
imaturos dos carrapatos, principalmente larvas. Contudo, deve-se lembrar que o carrapato
parasita o hospedeiro em todos seus estagios de desenvolvimento, sendo assim, o controle de
adultos também € importante por promover a interrupgao do ciclo desde a oviposi¢ao; devendo-
se considerar também que por serem menos suscetiveis ao tratamento, os mesmos requerem
concentragdes mais elevadas de bioativos quando comparado aos estagios imaturos, de modo
que ao combater os adultos, realiza-se o controle de todo ciclo biolégico em conjunto. Por este
motivo que o presente trabalho preconizou o desenvolvimento de uma formulagdo que
apresenta acao adulticida contra R. sanguineus.

Quanto as pulgas, com excec¢ao do trabalho de Oliveira et al. (2022), nao foram achados
estudos referentes ao desenvolvimento de formulagdes contendo eugenol e carvacrol e
avaliacdo de sua atividade frente a ovos, larvas, pupas e adultos.

No mais, deve-se ressaltar que embora a formulag@o sob a forma de spray desenvolvida
tenha apresentado resultados mais promissores quando comparada a formulagdo sob a forma de
spot-on, trata-se de um bioensaio in vitro, podendo apresentar um comportamento distinto ao
se realizar o experimento in vivo, que além da atividade topica por contato direto do parasito
com a formulacdo, também pode apresentar atividade pela ingestdo dos bioativos no momento
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da hematofagia. Além disso, a partir dos resultados obtidos em outros estudos, além do efeito
pulicida e carrapaticida frente a adultos aqui avaliados, pode-se esperar eficacia das
formulagdes contra estagios imaturos e atividade repelente contra larvas.

5. CONCLUSAO

Pode-se concluir que as formulagdes desenvolvidas sob a forma de spray e spot-on
apresentaram as caracteristicas fisico-quimicas necessarias para sua aplicacao topica em caes,
apresentando estabilidade pelo periodo de 60 dias. Além disso, o método analitico desenvolvido
e validado ¢ capaz de detectar e quantificar o eugenol e o carvacrol com precisao e exatidao, de
uma maneira rapida e de melhor custo-beneficio. Quanto aos bioensaios in vitro, as formulagdes
apresentaram atividade pulicida e carrapaticida, demonstrando um rapido efeito knock down
contra pulgas e uma elevada eficicia residual frente a pulga Ctenocephalides felis felis e ao
carrapato Rhipicephalus sanguineus.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

As formulacdes contendo eugenol, carvacrol e a associagdo de ambos bioativos
demonstraram-se promissoras ¢ com atividade pulicida e carrapaticida, sendo necessario a
realizagdo de ensaios de irritagdo dérmica e seguranca dos bioativos eugenol e carvacrol para
prosseguimento dos ensaios in vivo.

Quanto ao sistema emulsionado, os estudos prosseguirdo avaliando a influéncia do
tempo de agitacdo no tamanho da goticula formada; e a influéncia do tamanho destas na
atividade antiparasitaria e na absor¢do do ativo in vivo.

Os bioensaios in vitro referentes ao efeito knock down e eficacia residual das
formulagdes spot-on frente aos carrapatos R sanguineus serdo continuados para determinacao
do tempo letal e do tempo de agdo das formulagdes quanto a sua atividade adulticida.
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