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RESUMO

CHAVES, Jessica Karoline de Oliveira. Avaliacdo da atividade inseticida e repelente in vitro
de oOleos essenciais de plantas do género Cymbopogon e do constituinte majoritario
geraniol contra Ctenocephalides felis felis. 2022. 130f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias).
Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

A pulga Ctenocephalides felis felis trata-se da subespécie com maior prevaléncia nos animais
domésticos. A busca por moléculas naturais e com menor impacto sobre a saude humana,
animal e ao ambiente para o controle desse ectoparasito vém aumentando nos ultimos anos,
como a utilizag@o de 6leos essenciais (OE’s). O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
inseticida, repelente ¢ na interrup¢do do ciclo biololdgico (ICB) dos OE’s de Cymbopogon
nardus (OECN), C. winterianus (OECW), C. flexuosus (OECF) e C. martinii (OECM), e do
geraniol, além de determinar as concentracdes letais (CL) 50 e 90 e a eficécia residual in vitro,
frente as formas evolutivas de C. felis felis. A anélise da composi¢do quimica foi feita por
Cromatografia Gasosa equipado com detector de ionizacdo por chama, e um injector split /
split-less para separar e detectar os constituintes dos OE’s. Os exemplares foram oriundos da
col6nia laboratorial de pulgas do LQEPV. Para os ensaios, foram realizadas dilui¢cBes seriadas
(1:2) a partir da maior concentracdo dos OE’s, utilizando acetona 20%. Para a atividade
inseticida, foram utilizados 10 ovos, larvas, pupas e adultos. Também foram utilizados dez ovos
para a avaliacdo da ICB e, para o teste de repeléncia e eficacia residual, foram utilizados dez
adultos. As fases imaturas foram alocadas em placas de petri (60 x 15mm) e foi inserido um
disco de papel filtro (51mm de didmetro) impregnado com uma determinada concentracdo da
solucdo avaliada, j& os adultos foram alocados em tubos de ensaio (1 x 10cm) e foi inserida
uma fita de papel filtro (1 x 10 cm) impregnada com as mesmas concentracdes. O controle dos
testes foi realizado com acetona 20% e todo ensaio foi realizado em sextuplicata. A leitura do
teste inseticida foi realizada com 72 horas, 24 horas e 15 dias para ovos, larvas e pupas,
respectivamente, ja para os adultos, foi realizada com 24 e 48 horas. No ensaio de ICB, a
quantificacdo de adultos emergidos do pupario foi realizada 30 dias ap0s a incubacao dos ovos.
No ensaio de repeléncia, as leituras ocorreram com 1, 3, 6, 12, 24 e 48 horas apds o desafio. Os
dados foram tabulados e os valores da CLso e CLgo foram calculados estatisticamente por meio
da analise Probit, utilizando o programa IBM SPSS Statistics com intervalo de confianca de
95%. Os constituintes majoritarios identificados foram citronelal para 0 OECN e OECW, a-
Citral para OECF e geraniol para OECM. O geraniol apresentou a maior atividade inseticida
contra ovos (CLso = 14,7 pg/cm?), pupas (CLso = 47,1 ug/cm?) e adultos (CLso = 84,6 ug/cm?),
enquanto OECM demonstrou para larvas (CLso = 19,4 pg/cm?). Os OE’s e o geraniol
apresentaram atividade repelente na concentragdo de 800 pg/cm?, com maior prolongamento
de eficacia demonstrada pelo OECM (percentual de repeléncia = 92,9% em 48 horas). O OECM
e o geraniol apresentaram maior eficacia residual (26 dias) quando comparados aos outros. Em
suma, conclui-se que os OE’s utilizados e o geraniol apresentaram eficacia frente C. felis felis
em todos os testes executados.

Palavras-chave: Pulga. Biocontrole. Citronela.



ABSTRACT

CHAVES, Jéssica Karoline de Oliveira. Evaluation of the in vitro insecticidal and repellent
activity of essential oils of plants of Cymbopogon genus and the major constituent geraniol
against Ctenocephalides felis felis. 130f. Dissertation (Master Science). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropedica, RJ, 2022.

The flea Ctenocephalides felis felis is the most prevalent subspecies in domestic animals. The
search for natural molecules with less impact on human, animal and environment health to
control this ectoparasite has been increasing in recent years, such as the use of essential oils
(EO's). The objective of this work was to evaluate the insecticidal, repellent and biological cycle
interruption (ICB) activity of the EO's of Cymbopogon nardus (OECN), C. winterianus
(OECW), C. flexuosus (OECF) and C. martini (OECM), and of the geraniol component, in
addition to determining the lethal concentrations (CL) 50 and 90 and residual efficacy in vitro,
against different evolutionary forms of C. felis felis. Chemical composition analysis was
performed by Gas Chromatography equipped with a flame ionization detector (FID), and a
split/split-less injector to separate and detect essential oil constituents. All specimens came from
the LQEPV laboratory flea colony. For the in vitro tests, serial dilutions (1:2) were performed
from the highest concentration of EQ's, using 20% acetone. For the insecticidal activity, 10
eggs, larvae, pupae and adults were used. Ten eggs were also used to evaluation of ICB and,
for the repellency and residual efficacy test, ten adult fleas were used. The immature phases
were placed in petri dishes (60 x 15mm) and a filter paper disc (51mm in diameter) impregnated
with a certain concentration of the evaluated solution was inserted, while the adults were placed
in test tubes (1 x 10cm) and a filter paper strip (1 x 10 cm) impregnated with the same
concentrations was inserted. Test control was performed with 20% acetone and the entire test
was performed in sextuplicate. The reading of the insecticide test was performed at 72 hours,
24 hours and 15 days for eggs, larvae and pupae, respectively, and for adults, it was performed
at 24 and 48 hours. In the ICB assay, the quantification of adults emerged from the puparium
was performed 30 days after egg incubation. In the repellency test, the readings occurred at 1,
3, 6, 12, 24 and 48 hours after the challenge. Data were tabulated and LCspand LCg values
were statistically calculated using Probit analysis, using the IBM SPSS Statistics program with
a 95% confidence interval. The major constituents identified were citronellal for OECN and
OECW, a-Citral for OECF and geraniol for OECM. Geraniol showed the highest insecticidal
activity against eggs (LC50 = 14.7 pg/cm?), pupae (LC50 = 47.1 pg/cm?) and adults (LC50 =
84.6 pug/cm?), while OECM showed it for larvae (LC50 = 19.4 pg/cm?). The EO's and the
geraniol showed repellent activity at a concentration of 800 pg/cm?, with a greater prolongation
of effectiveness demonstrated by the OECM (repellence percentage = 92.9% in 48 hours).
OECM and geraniol showed greater residual efficacy (26 days) when compared to the others.
In short, it is concluded that the EO's used and geraniol were effective against C. felis felis in
all tests performed.

Keywords: Flea. Biocontrol. citronella.
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1. INTRODUCAO

A pulga Ctenocephalides felis felis trata-se de um pequeno inseto com hematofagia
restrita aos adultos e dimorfismo sexual. Apresenta metamorfose completa, com alternancia
entre vida livre nos estdgios imaturos e vida parasitaria no estagio adulto. Essa subespécie,
encontrada com maior prevaléncia nos animais domeésticos (cdes e gatos), possui ampla
distribuicdo por todo territorio nacional e por diversos paises.

InfestacOes por pulgas em ambientes domésticos e em animais de companhia sdo de
ocorréncia comum, e estdo diretamente e indiretamente relacionadas com grandes perdas
econdmicas, debilidade aos animais macicamente infestados e vetoracdo de agentes
patogénicos ao homem e animais, sendo importantes para a saude publica.

Como a adocdo de animais de companhia vem aumentando significativamente nos lares
brasileiros nos ultimos anos, o cuidado e zelo pelo bem estar desses animais tém sido cada vez
mais preconizado. Em fungéo disso, diversos métodos para o controle destes parasitos tém sido
estudados. Atualmente, o uso de ectoparasiticidas sintéticos ainda é a principal forma de
controle, contudo, a busca por moléculas naturais, alternativas e com menores impactos sobre
a saude humana, animal e ao ambiente vém aumentando no decorrer dos anos, como a utilizacéo
de subprodutos de plantas, dentre ele os 6leos essenciais (OES).

Os OEs sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, com baixo peso
molecular e geralmente odoriferas, extraidos de diversas partes de plantas. Sdo compostos
principalmente por monoterpenos e sesquiterpenos, metabolitos que conferem protecdo natural
e as caracteristicas organolépticas das plantas.

A atividade inseticida de OEs provenientes de diversas espécies de plantas tem sido
estudada nas ultimas décadas, principalmente frente a pragas de graos armazenados. O género
Cymbopogon, constituido de aproximadamente cento e quarenta espécies distintas, € um
exemplo de planta muito cultivada atualmente para a extracdo dos seus subprodutos. Os OEs
extraidos de diferentes partes dessas plantas apresentam composi¢do quimica variada e sao
compostos, principalmente, por monoterpenos. Apresenta grande importancia na economia
mundial devido a producdo de OEs destinados a aromaterapia, fabricacdo de cosmeticos,
condimentos e medicamentos. Outras aplicacdes ja foram relatadas devido a atividade bioldgica
desse género, como suas propriedades repelentes, fungicidas, bactericidas e a aplicagdo dos

seus OEs como biopesticidas. Porém, na literatura, ainda sdo escassos 0s trabalhos isolados a



respeito da influéncia dos seus OEs sobre o ciclo evolutivo da pulga, tampouco sobre os
possiveis mecanismos de a¢do que podem desencadear.

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade inseticida, repelente e na inibi¢édo do ciclo
bioldgico in vitro dos dleos essenciais de C. nardus, C. winterianus, C. flexuosus e C. martinii,
e do constituinte geraniol, além de determinar as concentragdes letais (CL) 50 e 90 e a eficacia
residual, sobre os estagios de ovo, larva, pupa e adultos da pulga C. felis felis.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biologia de Ctenocephalides felis felis

As pulgas sdo pequenos insetos apteros que surgiram ha cerca de 125-150 milhdes de
anos atras, provavelmente junto com a evolucdo dos marsupiais e insetivoros (DOBLER,;
PFEFFER, 2011).

Taxonomicamente, esses ectoparasitos pertencem ao filo Arthropoda, classe Insecta,
ordem Siphonaptera e estdo distribuidos em 15 grandes familias, nas quais se destacam as
familias Pulicidae, Ceratophyllidae, Leptopsyllidae e Vermipsyllidae, por agruparem a maioria
das pulgas de importancia médica e médica veterinaria. Dentre a familia Pulicidae, inclui-se o
género Ctenocephalides com duas principais espécies: Ctenocephalides canis e
Ctenocephalides felis, que podem ser diferenciados entre si a partir de detalhes sutis na sua
morfologia e distribuicio geogréfica (DOBLER; PFEFFER, 2011; LINARDI; GUIMARAES,
2000; LINARDI; SANTOS, 2012). Apesar de outras subespécies de C. felis ja terem sido
relatadas, no Brasil, a pulga C. felis felis € a Unica subespécie encontrada em animais de
estimacdo (cées e gatos), sendo considerada um dos mais importantes ectoparasitas mundiais
(DOBLER; PFEFFER, 2011; DRYDEN et al., 2018; FREITAS; BARROS; DE CARVALHO,
2019; LINARDI; SANTOS, 2012).

Ctenocephalides felis felis € um inseto pequeno, medindo aproximadamente um a oito
milimetros de comprimento. A cabeca possui antenas compostas por trés segmentos (escapo,
pedicelo e flagelo ou clava) e seu aparato bucal é do tipo picador-sugador (DOBLER;
PFEFFER, 2011). E possivel observar a presenca de ctenidios, estruturas caracterizadas por
cerdas mais robustas e esclerosadas, destinadas a fixacdo e locomocdo entre os pelos dos
hospedeiros (LINARDI, 2011; LINARDI; GUIMARAES, 2000). O térax, dividido em trés
segmentos (protdrax, mesotérax e metatdrax), é compactado e demasiadamente largo. O
abdémen é arredondado e bem desenvolvido, e o corpo achatado latero-lateralmente, revestido
por um tegumento liso de coloracdo castanho escuro. As pernas, subdivididas em coxa,
trocanter, fémur, tibia e tarsos, apresentam o terceiro par desenvolvido e forte, caracteristicas
que contribuem para a sua adaptacdo ao salto (DOBLER; PFEFFER, 2011; FREITAS;
BARROS; DE CARVALHO, 2019; LINARDI; GUIMARAES, 2000). Também apresentam
dimorfismo sexual: as fémeas geralmente sdo maiores e com extremidade posterior do abdémen

mais arredondada, onde alojam as espermatecas, Orgdo reservatério dos espermatozoides;
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enquanto os machos sdo menores e apresentam a extremidade posterior do abdémen voltada
para cima, onde albergam o aparelho copulador (LINARDI; GUIMARAES, 2000).

As pulgas séo insetos holometabdlicos, ou seja, fazem metamorfose completa, sendo
seu ciclo biologico dividido em quatro estagios: ovo, larva (com trés instares larvais), pupa e
adultos. O ciclo conclui-se em aproximadamente 25-30 dias, podendo sofrer variagdo de acordo
com a temperatura, umidade e disponibilidade de alimento para as larvas (BLAGBURN;
DRYDEN, 2009; KRASNOV, 2008; LINARDI, 2011).

Os ovos séo estruturas de formato ovoide, com extremidades arredondadas, coloracao
branco perolado e de aproximadamente 0,5 centimetro de comprimento, que sédo depositados
entre os pelos do hospedeiro. Pelo fato de ndo serem pegadigos, 0s ovos tendem a cair para o
meio ambiente, geralmente nos locais de repouso dos hospedeiros, pois sdo areas onde 0s
animais passam grande parte do seu tempo (MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL, 2013).

A eclosdo da larva de primeiro instar (L1) ocorre com um intervalo de um a 10 dias ap6s
a oviposicdo, dependendo das condi¢cdes ambientais (BLAGBURN; DRYDEN, 2009;
LINARDI; GUIMARAES, 2000). As larvas sdo estruturas delgadas, de coloracéo
esbranquicada, aparelho bucal mastigador e possuem de dois a cinco milimetros de
comprimento. Sdo de vida livre e sua dieta é baseada em fezes de pulgas adultas e detritos
organicos presentes no ambiente (BLAGBURN; DRYDEN, 2009). Possuem geotropismo
positivo e fototropismo negativo, ndo se desenvolvem em areas expostas a luz solar forte
(DRYDEN; RUST, 1994; RUST; DRYDEN, 1997). No final do seu desenvolvimento, o
terceiro instar larval (L3) inicia o esvaziando do seu trato gastrointestinal e ocorre a formacéo
do casulo pupal (DRYDEN; RUST, 1994; LINARDI; GUIMARAES, 2000).

Os casulos s@o estruturas ovoides, de coloragdo esbranquicada e possuem
aproximadamente 0,5 centimetro de comprimento, que podem ser encontrados aderidos a
sujidades ambientais devido ao seu aspecto pegajoso. As pupas sdo 0 estagio de maior
resisténcia encontrados no ambiente, devido & protecdo exercida pelo casulo (DRYDEN;
RUST, 1994; LINARDI; GUIMARAES, 2000). Fatores como 0 aumento da temperatura,
vibracdes, maior concentragdo de dioxido de carbono e pressdo mecéanica estimulam o
rompimento do pupario e a emergéncia da pulga adulta (DRYDEN; RUST, 1994; SIAK;
BURROWS, 2013).

Ap0s a emergéncia das pulgas adultas, inicia-se o repasto sanguineo nos hospedeiros e

a oviposicdo ocorre em um periodo méximo de 36 a 48 horas apds a primeira alimentag&o,



iniciando novamente todo ciclo biolégico (BLAGBURN; DRYDEN, 2009; LINARDI;
GUIMARAES, 2000).

2.2 Importancia em saude de Ctenocephalides felis felis

A pulga C. felis felis, trata-se da subespécie com maior prevaléncia nos animais
domeésticos (cées e gatos). Esse inseto possui ampla distribuicdo por todo territdrio nacional e
por diversos paises, sendo considerado um dos mais importantes ectoparasitas mundiais
(MENIER; BEAUCOURNU, 1998).

InfestacBes por pulgas em ambientes domesticos e em animais de companhia sdo de
ocorréncia comum, e estdo diretamente e indiretamente relacionadas com grandes perdas
econbmicas, vetoracdo de agentes patogénicos e debilidade aos animas macicamente
infestados, uma vez que s&o capazes de provocar intenso prurido, irritabilidade, espoliacéo do
hospedeiro, anemia, alteragdes comportamentais e quadros de hipersensibilidade do tipo |
(LEE; JACKSON; OPDEBEECK, 1997; PATERSON, 2015; RUST, 2005; SIAK;
BURROWS, 2013).

Ctenocephalides felis felis € considerada hospedeiro intermediario de alguns helmintos,
como os cestoides Dipylidium caninum e Hymenolepis nana (BLAGBURN; DRYDEN, 2009;
DRYDEN et al., 2018), e filarideos, como Acanthocheilonema (Dipetalonema) reconditum
(BEUGNET et al., 2014; BLAGBURN; DRYDEN, 2009; NAPOL et al., 2014). Além disso,
também estdo relacionadas com a vetoragdo de outros patdgenos, como bactérias e virus. Essa
subespécie ja foi correlacionada com a transmisséo de bactérias como Rickettsia typhi, R. felis,
Bartonella spp. (BREITSCHWERDT, 2008; DRYDEN et al., 2018; KAMRANI et al., 2008),
Mycoplasma haemofelis e M. haemominutum (DRYDEN et al., 2018; GONZALEZ-
ALVAREZ et al., 2018; WOODS et al., 2005). Estudos in vitro também demonstraram a sua
competéncia vetorial na transmissdo do Calicivivrus Felino (MENCKE et al., 2009), através
das suas fezes, e das retroviroses felinas, como o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) e o
Virus da Leucemia Felina (FeLV), porém, essa capacidade vetorial nunca foi relatada in vivo
(VOBIS et al., 2003, 2005). Contudo, a participacdo da pulga neste tipo de transmisséo é
questionada, uma vez que se fosse de fato capaz a prevaléncia dessas enfermidades seriam
maiores do que as descritas atualmente (LITTLE et al., 2020).

A saliva da pulga é composta por uma grande variedade de alérgenos ao hospedeiro,
como compostos histaminicos, enzimas, polipeptideos e aminoacidos de diferentes tamanhos

(AMBROSIO et al., 2014; HALLIWEL et al., 1987), porém, os sinais clinicos dermatoldgicos
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sdo variaveis e dependem de alguns fatores, como grau de infestacdo, toleréncia individual do
hospedeiro e hipersensibilidade do animal & presenca da saliva da pulga (MILLER; GRIFFIN;
CAMPBELL, 2013; RUST, 2005).

As consultas de dermatologia em pequenos animais representam 25-30% do total das
consultas veterinarias, destacando as doengas de foco alérgico como um dos principais motivos
para a procura dessa especialidade (SILVA et al., 2009). A dermatite alérgica a picada de pulgas
(DAPP), induzida por quadros de hipersensibilidade do tipo | (forma inicial) e
hipersensibilidade do tipo IV (forma tardia), € uma das afeccbes dermatoldgicas de
hipersensibilidade de maior incidéncia nos animais domésticos, sendo a principal causa de
dermatite miliar em gatos (AMBROSIO et al., 2014; BLAGBURN; DRYDEN, 2009;
CARLOTTI; JACOBS, 2000; DRYDEN et al., 2018; FERNANDES; SALZO; DE PAIVA
FERNANDES, 2021; PEREIRA et al., 2013; SILVA et al., 2009), podendo levar a quadros de
prurido, alopecia, eritema e predisposicdo a infeccbes secundarias da pele por fungos e/ou
bactérias (PATERSON, 2015; SOUSA; HALLIWELL, 2001).

2.3 Medidas de controle de Ctenocephalides felis felis

Diversos métodos para o controle destes parasitos tém sido estudados ao longo dos anos,
considerando tanto a dinamica sazonal quanto as suas particularidades parasitarias
(DONAHUE et al., 1997; ZOUBIRI; BAALIOUAMER, 2014), uma vez que possuem ciclo
bioldgico dividido em duas fases: a fase de vida parasitaria (hospedeiro) e a fase de vida livre
(meio ambiente) (BITAM et al., 2010; BLAGBURN; DRYDEN, 2009).

Os adultos representam apenas uma pequena parte da populacdo de pulgas no
hospedeiro (BITAM et al., 2010; FREITAS; BARROS; DE CARVALHO, 2019), enquanto a
maior parte da populagéo, corresponde as formas evolutivas imaturas (ovo, larva e pupa)
encontram-se livres no ambiente (FREITAS; BARROS; DE CARVALHO, 2019; LINARDI;
GUIMARAES, 2000). Portanto, para a implantacdo de uma medida de controle efetiva, é
necessario adocdo de estratégias que também atuem nas fases imaturas destes insetos,
possibilitando uma reducdo das pulgas tanto nos hospedeiros quanto no meio ambiente
(BATISTA et al., 2012; FREITAS; BARROS; DE CARVALHO, 2019) e, consequentemente,
impossibilitando continuas reinfestacdes (FOURIE; KOK; PETER, 2000).

Dentre as estratégias disponiveis para controle desses ectoparasitos, podemos citar:
controle mecéanico, controle bioldgico, controle quimico e controle com quimica verde
(DONAHUE et al., 1997; RUST, 2020; ZOUBIRI; BAALIOUAMER, 2014).



2.3.1 Controle mecanico

O controle mecénico é uma estratégia que pode contribuir significativamente para a
eficacia de um sistema de controle (DRYDEN; NEAL; BENNETT, 1989), uma vez que pode
modificar determinadas condicdes que favorecem o desenvolvimento de populacGes de pulgas
no ambiente (LINARDI; GUIMARAES, 2000). A estratégia pode ser empregada de duas
maneiras distintas: adogdo de meios mecanicos de controle individual, relacionados ao
hospedeiro, e meios mecanicos de controle ambiental, relacionados ao ambiente domiciliar e
peridomiciliar do animal (LINARDI; GUIMARAES, 2000).

Os meios mecanicos de controle individual estdo relacionados com o ato de higienizacao
adequada dos animais, além da catagdo manual e retirada mecénica das pulgas por meio da
penteacdo dos animais domésticos (LINARDI; GUIMARAES, 2000). O ato de pentear durante
um periodo de cinco minutos é capaz de reduzir significativamente o grau de infestacdo por
pulgas (RUST, 2005).

Os meios mecanicos de controle ambiental relacionados ao ambiente domiciliar,
referem-se a lavagem semanal e aspiracdo adequada das camas, panos e tapetes utilizados
frequentemente pelos animais; descarte adequado e imediato do material aspirado, para que 0s
ovos e larvas ndo continuem se desenvolvendo dentro do compartimento (BLAGBURN;
DRYDEN, 2009); limpeza dos pisos, evitando o desenvolvimento desses insetos em fendas e
rachaduras (BATISTA et al., 2012); e limpeza das caixas de transporte utilizadas pelos animais
(DRYDEN; NEAL; BENNETT, 1989).

Ja o controle mecanico dos ambientes peridomiciliares, referem-se a adocao de medidas
de higienizacdo em locais estratégicos, como a varredura frequente dos canis; limitacdo do
acesso de animais de vida livre ao ambiente externo da residéncia; e manejo adequado do solo
e da vegetacao, principalmente em areas Umidas e protegidas da luz solar direta, evitando assim,
condicdes favoraveis para o desenvolvimento de pulgas (DRYDEN; RUST, 1994).

2.3.2 Controle quimico

O controle quimico é realizado com o uso de substancias inseticidas, tambem
denominadas pulicidas ou pulguicidas (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE;
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1996; TANCREDI et al., 2009), utilizadas



principalmente para matar, atrair e/ou repelir insetos (BATISTA et al., 2012; VIEGAS-
JUNIOR, 2003). Estes compostos podem estar disponiveis em diversos tipos de formulages e
métodos de aplicacdo, como sabonetes, xampus, pdés molhaveis, concentrados emulsionaves,
talcos, “sprays”, colares impregnados, “spot-on”, “strip-on” e “pour-on” (OTRANTO; WALL,
2008; SCOTT et al., 2002), podendo agir tanto sistemicamente, baseando-se na captagédo do
composto pelos tecidos dos hospedeiros, quanto por contato direto com o parasito, apos a
aplicacdo externa do produto (TAYLOR, 2001).

Os principais grupamentos quimicos disponiveis para o controle de pulgas em animais
domeésticos no Brasil sdo: organofosforados e carbamatos, piretroides, fenilpirazoles, lactonas
macrociclicas, neonicotinoides, espinosinas, oxadiazinas, semicarbazonas, isoxazolinas e
reguladores de crescimento de artrépodes (BLAGBURN; DRYDEN, 2009; DRYDEN et al.,
2011, 2013, 2018; HASSAAN; EL NEMR, 2020; SALGADO; HAYASHI, 2007; TAYLOR,
2001).

Apesar do controle de ectoparasitas de importancia veterindria ainda depender
principalmente de grupamentos quimicos, a procura de novos compostos ou formulacdes
visando menor impacto ambiental, baixa resisténcia, maior seguranca de utilizacdo,
seletividade, biodegradabilidade e viabilidade econémica sdo necessarias, visando maior
efetividade e reducdo de eventos indesejaveis no controle integrado de insetos (COOP et al.,
2002; FREITAS; BARROS; DE CARVALHO, 2019; TAYLOR, 2001; VIEGAS-JUNIOR,
2003).

O primeiro caso de resisténcia de pulgas a ectoparasiticidas foi relatado no Peru em
1949, onde a espécie Pulex irritans demonstrou-se resistente a utilizacgdo do composto
diclodifeniltricloetano (DDT). Casos de resisténcia de C. felis ao DDT s6 foram descritos
alguns anos depois, em 1952 (BROWN; PAL; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
1971; BUSVINE, 1963; COLES; DRYDEN, 2014). Apos isso, outros relatos de resisténcia
dessa espécie também foram publicados para carbamatos, organofosforados, piretroides,
piretrinas, organoclorados e fipronil (COLES; DRYDEN, 2014; RUST; DRYDEN, 1997;
RUST et al. 2015; RUST; KNAPP, 1993; SCHENKER et al., 2001).

Nas Ultimas trés décadas, ensaios clinicos com biopesticidas (pesticidas naturais) foram
realizados com o objetivo de amenizar a exposi¢do e o risco de danos colaterais em homens e
animais, além de reduzir a contaminacdo ambiental, relatados com a utilizacdo de inseticidas
convencionais (OGUH et al., 2019a).



Os pesticidas nos recursos hidricos afetam profundamente os seres humanos e o
funcionamento do ecossistema (ALMEIDA et al., 2021; HASSAAN; EL NEMR, 2020). A
aplicacdo de pesticidas pode levar a contaminacdo do ambiente aquatico de varias maneiras,
incluindo: pulverizagéo, escoamento e lixiviacdo (HASSAAN; EL NEMR, 2020). Apds a sua
utilizacdo, cerca de 80% do composto penetra em recursos ambientais como resultado do
escoamento e podem persistir por anos, cursando com a exposi¢do de animais, trabalhadores e
consumidores dos produtos agricolas (DIMETRY; ABD EL-SALAM; ELHAWARY, 2010;
OGUH et al., 2019a, 2019b; PERKINS et al., 2021). Uma taxa de mortalidade de 0,4 - 1,9% ¢
registrada anualmente como consequéncia de intoxicagdo aguda por contato com pesticidas,
sendo o contato relacionado ao trabalho o possivel responsavel por 70% desses numeros
(EDDLESTON, 2020; HASSAAN; EL NEMR, 2020). Além disso, o desenvolvimento de
sindromes a partir da exposicao a médio e longo prazo ja foram associados, tais como distarbios
do sistema nervoso, doengas oncolégicas e hematoldgicas, disfungdes pulmonares,
deformidades congénitas e deficiéncia do sistema imunoldgico (BERTERO et al., 2020;
COHEN, 2007; HASSAAN; EL NEMR, 2020; OWENS; FELDMAN; KEPNER, 2010; UNEP,
1993).

2.3.2.1 Organofosforados e carbamatos

Os compostos pertencentes a categoria dos organofosforados e carbamatos sao
conhecidos como inibidores competitivos da enzima acetilcolinesterase (AChE), realizada de
maneira irreversivel e reversivel, respectivamente (AGUERA et al., 2020; CAVALIERE et al.,
1996; NOGUEIRA; ANDRADE, 2011; ORGANIZA(;AO PAN-AMERICANA DA SAUDE;
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1996; SILVA et al., 2001). Essa enzima,
encontrada comumente nos tecidos nervosos e musculares, é responsavel pela hidrélise da
acetilcolina, um importante neurotransmissor presente na fenda sinaptica (ANDRADE, 2002;
MARTI, 2005; ORGANIZAC;AO PAN-AMERICANA DA SAUDE; ORGANIZAC}AO
MUNDIAL DA SAUDE, 1996; SILVA et al., 2001). Quando a AChE é inibida, esse
neurotransmissor acumula-se de maneira exacerbada nos seus sitios de agao, provocando um
colapso no sistema nervoso central e levando a morte do inseto por paralisia (HASSAAN; EL
NEMR, 2020; OSWEILER, 1998; TAYLOR, 2001).

Estes inseticidas, amplamente utilizados na agropecudria brasileira e na medicina
veterinaria, sdo responsaveis por um grande percentual de intoxica¢fes acidentais graves em

humanos e animais, com consequentes casos de Obitos (AGUERA et al., 2020; CASTRO;
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MOUTINHO, 2021, ORGANIZAQAO PAN-AMERICANA DA SAUDE; ORGANIZAQAO
MUNDIAL DA SAUDE, 1996). A sua utilizaco deve ser cautelosa, pois como sdo substancias
bastante lipossolUveis, sdo absorvidos rapidamente através da pele, olhos, trato gastrointestinal
e trato respiratorio, levando facilmente a quadros de intoxicacdo (HASSAAN; EL NEMR,
2020; NOGUEIRA; ANDRADE, 2011).

Na Unido Europeia, muitos pesticidas para uso agricola foram proibidos devido a
preocupacdo com os riscos a saude humana, incluindo os organofosforados e carbamatos (DE
MONTAIGU; GOULSON, 2020). Segundo Beavers et al. (2014), uma senhora de 55 anos
apresentou neuropatia tardia grave induzida pelo organofosforado acefato, apds a sua
pulverizagdo continua na residéncia, culminando no 6bito da paciente apds 2 anos do episodio
de intoxicacdo.

As exposicdes aos carbamatos podem ser consideradas menos perigosas quando
comparados aos casos relacionados aos organofosforados, uma vez que 0 seu mecanismo de
acdo é baseado na inativacao temporéaria da AChE (CAVALIERE et al., 1996; MASON et al.,
1984). Porém, vale ressaltar que sdo extremamente tdxicos para 0s gatos, mesmo quando
utilizados somente para o tratamento ambiental (TAYLOR, 2001).

Dentre os organofosforados comercializados no Brasil, podemos citar o clorpirifos,
coumafos, diclorvés, triclorfon, fention e diazinon, sendo este Ultimo o composto mais utilizado
no controle de ectoparasitos de pequenos animais, como a pulga C. felis felis. Em relacdo aos
carbamatos, 0s principais compostos de uso em medicina veterinaria sdo: carbaril, propoxur e
fenoxycarb (FRANC; CADIERGUES, 1998; GRENIER, S.; GRENIER, A., 1993; SCOTT et
al., 2002; TAYLOR, 2001).

2.3.2.2 Piretroides

Os piretroides sdo compostos sintéticos andlogos as piretrinas, ésteres extraidos das
flores da espécie Chrysanthemum cinerariaefolium (HASSAAN; EL NEMR, 2020; SANTOS;
AREAS; REYES, 2008). Durante muito tempo, a piretrina foi empregada no combate de
insetos, tanto pela sua eficacia em uma grande diversidade de espécies quanto pela baixa
toxicidade aos individuos expostos (mamiferos), quando utilizadas de maneira adequada.
Porém, devido a sua instabilidade no ar e a facilidade de decomposicao pela luz solar, estudos
visando uma adequag&o na sua estrutura quimica foram realizados, acarretando no advento dos

piretroides, moléculas sintéticas mais estaveis e mais eficazes do que a molécula precursora
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(ELLIOTT; JANES, 1978; MELO; DE OLIVEIRA; LAGO, 2002; SANTOS; AREAS;
REYES, 2008).

Atualmente, os piretroides sdo os inseticidas mais utilizados na agricultura e também na
medicina veterinaria, pois apresentam baixa toxicidade em aves e mamiferos, eficacia contra
amplo espectro de insetos e sdo necessérias baixas quantidades para exercerem sua acao
(HASSAAN; EL NEMR, 2020; SANTOS; AREAS; REYES, 2008).

Apesar de ser um produto oriundo de uma planta e das vantagens mencionadas
anteriormente, alguns estudos ja demonstraram que podem ser demasiadamente toxicos para
peixes, abelhas, mamiferos, artropodes aquaticos (lagostas e camardes) e para 0 meio ambiente,
enfatizando a necessidade do seu uso racional e ponderado, uma vez que, consequentemente,
pode levar a exposicdo de organismos ndo alvos aos seus efeitos toxicos (HASSAAN; EL
NEMR, 2020; SANTOS; AREAS; REYES, 2008; ZHU et al., 2020).

O produto da sua fotodegradacao (dibenzofuranos) é prejudicial tanto aos mamiferos
guanto ao meio ambiente. Em humanos, a exposicéo aos piretroides pode causar sintomas como
nauseas, vomitos, dispneia, tosse, broncoespasmo e efeitos dérmicos (parestesias e alergias),
além de evidéncias de disturbios no sistema reprodutor masculino ja& documentados na
literatura, alterando a qualidade do esperma e interferindo na producdo de hormonios
reprodutivos. O consumo de alimentos com residuos de piretroides também ja foi associado ao
aumento do risco de doengas neuroldgicas e alteracdes no desenvolvimento de criancas na faixa
etaria de 3 a 11 anos. Além disso, problemas como mosquitos e microrganismos ambientais
resistentes aos piretroides também ja foram relatados (LU et al., 2010; ZHU et al., 2020).

Seu mecanismo de acdo é baseado na modulacdo dos canais de sédio. Quando essas
substancias entram em contato com o sistema nervoso do inseto, promovem um fechamento
lento dos canais de s6dio na membrana neuronal e inibicdo do fluxo de ion cloro dependente
do receptor GABA. Dessa forma, os ions de sddio entram de forma continua, produzindo
excessivos potenciais de a¢ao seguidos de hiperpolarizacdo da membrana e, consequentemente,
0 inseto tem um primeiro sintoma de hiperexcitacdo, seguido de paralisia imediata e morte
(DROBATZ, 1994; FERNANDES, 2014; HASSAAN; EL NEMR, 2020; MELO; DE
OLIVEIRA; LAGO, 2002).

Em animais de companhia, sdo usados principalmente para controle de pulgas
(ANADON et al., 2009; FRANC; CADIERGUES, 1999; TAYLOR, 2001). Diferentemente
dos cdes, a sua utilizacdo em gatos é contraindicada devido a alta incidéncia de intoxicacdes,

uma vez que a sua metabolizacdo ocorre de maneira mais lenta nessa espécie (ANADON;
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MARTINEZ-LARRANAGA; MARTINEZ, 2009; GRACE, 2012; MELO; DE OLIVEIRA,;
LAGO, 2002).

Os piretroides mais comumente utilizados sdo: deltametrina, permetrina, cipermetrina,
flumetrina, fenotrina, bioaletrina, fenvalerato e lambda-cialotrina. Dentre eles, a deltametrina é
reconhecida como o piretroide com maior toxicidade para vertebrados (ANADON et al., 2009;
TAYLOR, 2001).

2.3.2.3 Fenilpirazoles

Os fenilpirazoles s&o substancias inseticidas que foram introduzidos nos Estados Unidos
em 1996 para controle de pragas em plantac@es, devido a sua acdo herbicida (CHANDLER et
al., 2004; COLE; NICHOLSON; CASIDA, 1993; RUST, 2005). Outras aplicacGes ja foram
relatadas devido a sua atividade, como: conservante de madeiras; controle de pulgas e
carrapatos em animais domésticos; e combate de baratas e formigas em ambiente domiciliar
(CHANDLER et al., 2004; PAYNE et al., 2001).

Atualmente, sdo mundialmente utilizados tanto em culturas agricolas, uma vez que sao
necessérias doses relativamente baixas para o controle de pragas (AVILA; GOMEZ, 2003),
quanto no tratamento e controle de insetos em animais domésticos. Como apresentam efeito
topico, ndo necessitam que 0s animais sejam picados para que o parasito entre em contato com
0 produto, 0 que é desejado para o tratamento de animais alérgicos (BRANDAO, 2004;
TAYLOR, 2001).

O principal ativo pertencente a essa classe é conhecido como fipronil (COX, 2005), uma
substancia altamente lipofilica e capaz de se difundir rapidamente pelos tecidos, principalmente
o tecido adiposo, caracteristica que proporciona um maior efeito residual (TAYLOR, 2001).
Este produto ndo é capaz de ser absorvido pela pele intacta do animal, mas difunde-se
rapidamente pelas glandulas sebéaceas dos foliculos pilosos e espalha-se pela pelagem
(HOVDA; HOOSER, 2002). Além disso, apresenta baixa toxicidade quando utilizado de
maneira adequada (HOVDA; HOOSER, 2002).

Recentemente, um estudo publicado por Ferreira (2022), permitiu demonstrar niveis
alarmantes de contaminacao por fipronil em corpos hidricos na regido da baixada fluminense,
servindo de alerta para a necessidade de inclusdo desse produto na legislacdo que rege a

qualidade de aguas superficiais.
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Uma outra substancia derivada dos fenilpirazois também foi introduzida no mercado
nos ultimos anos, conhecida como piriprole, disponivel em formulagdo spot on para o
tratamento de ectoparasitos em pequenos animais (SCHUELE et al., 2008).

O mecanismo de acdo € baseado no blogueio dos canais de ions cloreto. Esses canais
sdo regulados pelo &cido gama-amino-butirico (GABA), um neurotransmissor inibitério do
Sistema Nervoso Central (SNC) que € inibido por esse composto quimico (BLACKBURN;
LINDSAY, 2003; COUTINHO et al., 2005). O receptor GABA, responsavel pela inibicdo da
atividade neural anormal, previne o estimulo nervoso excessivo em condi¢es fisioldgicas.
Quando a funcdo desse sistema € bloqueada ocorre hiperexcitagdo do sistema nervoso central
e, consequentemente, morte do inseto (COUTINHO et al., 2005; POSTAL; JEANNIN;
CONSALVI, 1995; RUST, 2005).

2.3.2.4 Lactonas macrociclicas

As lactonas macrociclicas sdo substancias de amplo espectro obtidas a partir da
fermentacao de fungos do género Streptomyces, inseridas no mercado na década de 1980 devido
a sua propriedade endectocida, ou seja, atuam como anti-helminticos e ectoparasiticidas
(ALMEIDA; AYRES, 2006; DELAYTE et al., 2006).

Esses compostos sdo divididos em duas subclasses: avermectinas (doramectina,
ivermectina, selamectina, abamectina e eprinomectina) e milbemicinas (milbemicina e
moxidectina), que diferem entre si em alguns radicais presentes na sua estrutura quimica
(ALMEIDA; AYRES, 2006; SHOOP; MROZIK; FISHER, 1995). Apenas cinco representantes
possuem indicacdo em bula para animais de companhia, tais como ivermectina, selamectina,
eprinomectina, milbemicina e moxidectina (NOLAN; LOK, 2012), porém, isoladamente,
somente a selamectina apresenta eficacia satisfatoria frente a pulgas (DRYDEN et al., 2013,
2018; MCTIER et al., 2000a, 2000b).

Seu mecanismo de acdo é baseado na potencializacdo da acdo inibidora neuronal
mediada pelo GABA, causando hiperpolarizacdo do neur6nio e inibicdo da passagem do
estimulo nervoso. Em artrépodes e nematddeos, o GABA ¢é encontrado na juncao
neuromuscular e esta relacionado aos receptores de canais de cloro. Sua ativacdo promove
influxo desses ions com consequente hiperpolarizagdo de membrana, levando a paralisia flacida
e morte do parasito. Além disso, também atuam sobre os canais de cloro controlados pelo
glutamato (RUST, 2005; SPINOSA; XAVIER; MARUO, 2008; TAYLOR, 2001).
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Como sdo substancias altamente lipossoluveis, distribuem-se rapidamente pelo
organismo, exercendo sua agdo principalmente no SNC (SPINOSA; XAVIER; MARUOQ,
2008). No entanto, os mamiferos em geral sdo protegidos desses efeitos, pois como sao
moléculas de alto peso molecular, ndo sdo capazes de atravessar a barreira hematoencefalica
integra (DELAYTE et al., 2006; MEALEY, 2006).

Apesar de apresentarem ampla margem de seguranca, alguns animais das ragas Collie,
Old, English Sheepdog, Pastor de Shetland, Pastor Alemdo, Afgan Hound ou até mesmo
cruzamentos entre essas racas, sdo considerados altamente suscetiveis a toxicidade da molécula
devido a uma mutacao que ocorre no gene MDR1, podendo levar a casos graves de intoxicacao
e até mesmo evoluir ao 6bito (DELAYTE et al., 2006; MEALEY, 2006).

Atualmente, as lactonas macrociclicas sdo comumente utilizadas na clinica de pequenos
animais para o controle de carrapatos, piolhos, acaros, prevencao da dirofilariose e como anti-
helminticos (DELAYTE et al., 2006). Porém, de acordo com alguns estudos, apresentam baixa
eficacia quando aplicadas de maneira isolada frente a C. felis felis, com excecédo da selamectina,
conforme demonstrado por McTier et al. (2000b), em um estudo realizado para avaliar os
efeitos da selamectina contra os estagios adultos e imaturos dessa subespécie de pulga,
constatando elevada eficacia adulticida, na reducdo do nimero de ovos e no nimero de larvas
em cées tratados com o produto. Resultados inseticidas satisfatorios também foram relatados a
partir da associacao de lactonas macrociclicas com outros grupamentos quimicos (BAKER et
al., 2014; BRANDAO, 2004; CUTOLO et al., 2022; PACKIANATHAN et al., 2020; RUST,
2005; WENZEL et al., 2008; ZAKSON-AIKEN; GREGORY; SHOOP, 2000).

2.3.2.5 Neonicotinoides

Os neonicotinoides sdo substancias sintéticas derivadas da molécula de nicotina,
introduzidas no mercado na década de 90 para o controle de pragas agricolas. Nesse periodo, 0
mercado global de inseticidas era liderado pelos organofosforados, carbamatos e piretroides,
contudo, os efeitos colaterais e a resisténcia das pragas a alguns desses compostos levaram ao
advento desse grupamento (ESKENAZI; BRADMAN; CASTORINA, 1999; JESCHKE;
NAUEN, 2008).

Essas substancias atuam como agonistas de alta afinidade dos receptores nicotinicos de
acetilcolina (nAChRs) nos insetos, responsaveis pela neurotransmissdo pos-sinaptica
(MATSUDA et al., 2001). Como esse ativo ndo é degradado imediatamente, a sua ligagdo aos

nAChRs resulta na ativacdo continua desses receptores, levando a efeitos similares aos da
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nicotina, que se manifestam com hiperexcitacdo do sistema nervoso, seguido de espasmos,
paralisia e morte (ANADON et al., 2020; ANDERSON; DUBETZ; PALACE, 2015;
KHIDKHAN et al., 2021; WANG et al., 2020).

Ao contrario da sua molécula precursora (nicotina), 0s neonicotinoides apresentam
baixa toxicidade para mamiferos, devido a maior afinidade com os receptores nicotinicos dos
insetos (HOVDA; HOOSER, 2002). Entretanto, sdo considerados altamente toxicos para
abelhas, borboletas e insetos aquéaticos, motivo pelo qual foram banidos da Unido Europeia em
2018 (ANADON et al., 2020; ARAUJO et al., 2015; DE MONTAIGU; GOULSON, 2020;
VANBERGEN et al., 2013; WOODCOCK et al., 2016; WOOD; GOULSON, 2017). Além
disso, sdo moderadamente persistentes no ambiente e altamente solGveis em agua, havendo
possibilidade de contaminacdo dos corpos hidricos quando utilizados indiscriminadamente
(BATIKIAN et al., 2019; HILTON; JARVIS; RICKETTS, 2016; SAGGIORO et al., 2019).

Atualmente, esses compostos representam a classe de pesticidas mais vendida no
mercado global (JESCHKE et al., 2010; SGOLASTRA et al., 2020). Além disso, também s&o
utilizados na medicina veterinaria para controle de pulgas e como pesticidas para controle de
pragas domésticas (DRYDEN et al., 2011; PISA et al., 2015).

Os principios ativos pertencentes a este grupo disponiveis no Brasil, com importancia
em medicina veterinaria, sdo imidaclopride, nitempiram e dinotefuran (DRYDEN et al., 2011).
O imidaclopride, molécula precursora no mercado veterinario, j& demonstrou altos niveis de
eficacia em diversos estudos realizados para o controle de C. felis felis em animais e ambientes
domeésticos (HOPKINS et al., 1996; JACOBS; HUTCHINSON; KRIEGER, 1997; RUST,
2005). Resultados satisfatorios de eficacia também foram relatados por Brandao (2004) e Rust
(2005), em estudos realizados a partir da administragdo do nitempiram por via oral,
demonstrando uma capacidade pulicida de aproximadamente 95% apds 6 horas de tratamento.
Além dessas moléculas, o dinotefuran isoladamente também apresentou eficacia comprovada
sobre adultos de C. felis felis, a partir de um estudo in vitro utilizando cinco concentra¢des do
produto, porém, apresentou atividade parcial frente aos ovos dessa mesma subespécie
(AZEVEDO, 2007).

2.3.2.6 Espinosinas

As espinosinas sdo moléculas inseticidas extraidas a partir da fermentagdo aerdbia de
uma bactéria de solo denominada Saccharopolyspora spinosa. Foram descobertas na década de

90 e s&o muito utilizadas no combate de pragas agricolas de dificil controle. Os principais ativos
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pertencentes a essa classe sdo denominados espinetoram e espinosade, sendo o ultimo o Unico
composto de importancia médico veterinaria no Brasil (BLAGBURN et al., 2010; KIRST et
al., 2002; OLIVEIRA et al., 2018; SNYDER et al., 2007). O espinosade apresenta excelente
eficacia adulticida frente a C. felis felis, além de apresentar resultados satisfatorios na reducéo
do namero de ovos e na emergéncia de adultos (BLAGBURN et al., 2010; SNYDER et al.,
2007; WOLKEN et al., 2012).

Essas substancias, assim como 0s neonicotinoides, também se ligam aos receptores de
acetilcolina, porém essa ligacdo ocorre em locais distintos. As espinosinas atuam como
moduladores alostéricos dos receptores nicotinicos de acetilcolina, ou seja, modulam a
conformagdo da proteina receptora, tornando-a mais ativa. Como resultado, ocorre ativagéo
prolongada das proteinas receptoras de acetilcolina, gerando impulsos nervosos continuos que
acarretam em hiperexcitacdo do sistema nervoso, tremores, paralisia muscular e morte dos
insetos (KIRST et al., 2002; WOLKEN et al., 2012).

Esse grupamento necessita de doses relativamente altas para causarem toxicidade em
mamiferos e organismos nao alvos, por isso sdo categorizados como um dos inseticidas mais
seguros ja descobertos. Além disso, sdo pouco persistentes no ambiente e, apesar de serem
estaveis em agua, apresentam baixa toxicidade para organismos aquéaticos quando utilizados
corretamente (BAILEY et al., 2005; THOMPSON et al., 2000; WOLKEN et al., 2012).

2.3.2.7 Oxadiazinas

As oxadiazinas representam um grupo relativamente novo de inseticidas, inicialmente
desenvolvidas para uso na agricultura. No decorrer dos anos, foram inseridas na medicina
veterinaria para o controle de pulgas, demonstrando acdo adulticida satisfatéria, além de
eficacia na eliminacdo de formas imaturas (ovos e larvas) de C. felis felis. O primeiro e Unico
representante comercial disponivel atualmente é denominado indoxacarbe (DRYDEN et al.,
2013; LAPIED; GROLLEAU; SATTELLE, 2001; MCCANN et al., 2001).

Seu mecanismo de acdo é baseado no bloqueio dos canais neuronais de sédio dos
insetos, que ocorre ap0s a Sua ingestdo ou contato com esse composto, promovendo
hiperexcitacao, seguido de paralisia muscular e morte (DRYDEN et al., 2013; HALOS et al.,
2014; LAPIED; GROLLEAU; SATTELLE, 2001; WING et al., 2000).

Em relacdo a sua toxicidade, estudos demonstraram que mamiferos exibem uma
bioativacdo minima, ou seja, 0 seu metabolito ativo possui uma poténcia relativamente fraca

contra os canais de sodio de mamiferos quando comparado aos efeitos desempenhamos nos
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insetos, sendo relativamente seguro nessa espécie (DRYDEN et al., 2013; MCCANN et al.,
2001; WING et al., 2000).

2.3.2.8 Semicarbazonas

Semicarbazona é um grupamento inseticida relativamente novo utilizado na medicina
veterinaria para controle de ectoparasitos dos animais domésticos. O principal ativo pertencente
a essa categoria é a metaflumizona, que possui excelente atividade contra uma variedade de
insetos, como a pulga C. felis felis, alem de ndo apresentar resisténcia cruzada conhecida a
outros produtos quimicos comerciais, como organofosforados, carbamatos, piretroides e
benzoilfenilureias (DRYDEN et al., 2007; HOLZMER et al., 2007; RUGG; HAIR, 2007;
TAKAGI et al., 2007).

Esse composto atua bloqueando os canais de sodio dos insetos, promovendo
hiperexcitagao nervosa, seguido de paralisia e morte. Para isso, ndo ha necessidade de ativacdo
metabolica, ou seja, a molécula é toxica em sua forma original (SALGADO; HAYASHI, 2007).

Segundo Pollet et al. (2009), efeitos colaterais associados a aplicacdo correta do farmaco
sdo raros, mas sintomas como sedacéo transitoria e letargia podem ser evidenciados em animais
quando o produto é administrado erroneamente. Em contrapartida, casos de pénfigo foliaceo
desencadeados pela administracdo de um produto “spot-on” contendo metaflumizona e amitraz
em cdes podem ser encontrados na literatura (OBERKIRCHNER et al., 2011a, 2011b).

2.3.2.9 Isoxazolinas

As isoxazolinas sdo uma nova classe de ectoparasiticidas, inseridas em 2013 no mercado
veterinario (RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2020). Inicialmente foram indicadas para o controle
e prevencdo de pulgas e carrapatos em animais de companhia, porém, posteriormente, também
demonstraram excelente eficacia acaricida (CAMPOS et al., 2020; RODRIGUEZ-VIVAS et
al., 2020; SHOORP et al., 2014; TAENZLER et al., 2017). Atualmente, também tém sido
utilizadas como antiparasitarios frente a outros artrépodes que afetam a agricultura e a pecuaria
(RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2020).

Seu mecanismo de acdo esta relacionado com a inibicdo do GABA e canais de cloreto
dependentes de glutamato (CAMPOS et al., 2020; GASSEL et al., 2014; WALTHER et al.,
2014). Apos o repasto sanguineo dos insetos nos hospedeiros tratados, ocorre um bloqueio
funcional dos canais de cloreto ligando-se aos ligantes do receptor (GABA e receptores do

glutamato) no sistema nervoso, promovendo a morte desses parasitos (RODRIGUEZ-VIVAS
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et al., 2020). Esses compostos apresentam seletividade significativa para o bloqueio de
receptores de artropodes, quando comparados aos receptores de mamiferos (RODRIGUEZ-
VIVAS et al., 2020).

Os principais representantes inseridos nesse grupamento sdo: fluralaner, afoxolaner,
sarolaner e lotilaner (BEUGNET; LIEBENBERG; HALOS, 2015; BURGIO; MEYER,;
ARMSTRONG, 2016; KUNKLE et al., 2014).

Segundo o estudo realizado por Dryden et al. (2018), a aplicacédo Unica de fluralaner por
via topica em gatos submetidos a um ambiente infestado por populagdes de pulgas apresentou
resultados consideravelmente mais eficazes do que a utilizagdo consecutiva de selamectina
nesses animais, porem, ao avaliar a eficacia do tratamento em cdes, ndo observaram diferenca
significativa no controle das pulgas entre os dois produtos.

Até o presente momento, ndo ha relatos na literatura sobre resisténcia as isoxazolinas
em pulgas, &caros e carrapatos que afetam os animais domésticos (OTRANTO, 2014). Além
disso, essas moléculas apresentam alta seletividade para artropodes, seguranca favoravel em
vertebrados e parecem ndo apresentar resisténcia cruzada com outros antiparasitarios que atuam
nos receptores GABA (RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2020; WALTHER et al, 2014;
WILLIAMS et al., 2014).

Embora as isoxazolinas sejam relativamente seguras na maioria dos animais domésticos,
casos esporadicos de intoxicacdo por overdose ja foram relatados em cdes (RODRIGUEZ-
VIVAS et al., 2020).

2.3.2.9.1 Reguladores de crescimento de artrépodes

Os reguladores de crescimento sdo produtos capazes de interferir no desenvolvimento
das formas imaturas dos artropodes, atuando por meio de dois mecanismos de agéo: podem
inibir a sintese de quitina (1SQ), impedindo o desenvolvimento normal da cuticula e de outras
estruturas quitinosas do parasito, provocando a mortalidade das formas imaturas durante as
ecdises (MILLER et al., 2001; SCOTT et al., 2002); ou atuar como analogos do horménio
juvenil (AHJ), alterando de forma gradual o crescimento do artropode, gerando estagios
imaturos (larvas e ninfas) andbmalos (BLAGBURN; DRYDEN, 2009; DE OLIVEIRA et al.,
2012; GRAF, 1993; GRAF et al., 2004; RUST, 2005; RUST; DRYDEN, 1997; SCOTT et al.,
2002; TAYLOR, 2001).
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Os principais representantes do grupamento ISQ pertencem a classe das
benzofenilureias, tais como: luferuron, fluazuron e diflubenzuron (TAYLOR, 2001). O
lufenuron é o principal composto utilizado para o controle de pulgas em animais de companhia,
sendo capaz de inibir a emergéncia dos adultos por até seis meses, de acordo com estudos
presentes na literatura (CADIERGUES et al., 1999; RUST, 2005). No entanto, ainda néo
existem relatos que comprovem a eficacia do fluazuron e diflubenzuron no controle de pulgas
em cdes e gatos (DE OLIVEIRA et al., 2012, 2013).

Dentre os principais representantes do grupamento AHJ, podemos destacar o
piriproxifen e metroprene. O piriproxifen vem sendo amplamente empregado no controle de
insetos, como pulgas (Oropsylla hirsuta e Ctenocephalides felis felis) e mosquitos (Culex sp. e
Aedes aegypti). Esse juvenoide atua sobre as pulgas afetando o desenvolvimento de ovos, larvas
e pupas, além disso, pode afetar a capacidade reprodutiva de qualquer fémea sobrevivente
(ECKER; HEMSARTH, 2016; MEOLA; DEAN; BHASKARAN, 2001; MEOLA et al., 2000;
RUST, 2005). Nas ultimas décadas, o metoprene também vem sendo utilizado para o controle
de C. felis felis, destacando-se pela excelente eficacia ovicida (PALMA; MEOLA, S.; MEOLA,
R., 1993).

Esses compostos vieram como alternativa para suprir a necessidade de ativos capazes
de controlar populagdes de ectoparasitos resistentes aos acaricidas classicos, decorrente do uso
incorreto e indiscriminado dos mesmos. Além disso, apresentam espectro de acdo restrito,
maior seletividade a inimigos naturais, baixa toxicidade para mamiferos e vertebrados, rapida
fotodegradacédo e baixa persisténcia residual, caracteristicas que agregam positivamente para a
sua utilizacdo (GRAF, 1993; GRAF et al., 2004; MARTINS et al., 2008; OLIVEIRA et al.,
2012; SCOTT et al., 2002; TAYLOR, 2001). Apesar disso, possuem pouca eficacia frente a
parasitos adultos, sendo corriqueiramente utilizados em associa¢do com outras substancias
adulticidas, visando interromper reinsfestacdes continuas dos animais apds o periodo de
tratamento (DRYDEN et al., 2007; SCOTT et al., 2002).

2.3.3 Controle bioldgico

O controle biolégico é uma técnica que utiliza meios naturais para a reducdo de uma
populacéo alvo potencialmente capaz de provocar danos econdmicos, além de ser recomendada
para a reducdo de insetos transmissores de doencas, combate de plantas daninhas, patdgenos

agricolas e nematoides. Esse mecanismo baseia-se em predacdo, parasitismo, herbivoria ou em
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outros meios naturais, realizados através de organismos como insetos, nematoides,
protozodrios, bactérias, fungos e virus (HOGSETTE, 1999; MELO; AZEVEDO, 1998).

A estratégia é considerada vantajosa tanto por reduzir os casos de resisténcia aos
produtos antiparasitarios corriqueiramente utilizados no mercado, quanto pelo baixo custo na
sua aplicabilidade, servindo como uma alternativa econdmica e ecologicamente viavel
(HOGSETTE, 1999; MELO et al., 2007; VALADARES-INGLIS; SHILER; SOUZA, 1998).

Estudos disponiveis na literatura demonstram que os fungos Metarhizium anisopliae e
Beauveria bassiana, presentes naturalmente nos solos de todo o mundo, sdo eficazes no
controle bioldgico da pulga C. felis felis (BITTENCOURT; MASCARENHAS; FACCINI,
1999; MELO et al., 2007). Outros organismos entomopatogénicos também ja foram estudados,
como o0s nematoides Neoaplectana carpocapsae e Steinernema carpocapsae (COLES;
DRYDEN, 2014).

2.3.4 Controle com quimica verde

Atualmente, o controle de ectoparasitas de importancia meédico veterinaria ainda
depende muito da utilizacdo de produtos quimicos (FREITAS; BARROS; DE CARVALHO,
2019), contudo, a busca por moléculas naturais e alternativas vém aumentando
consideravelmente nos ultimos anos, visando a producdo de pesticidas naturais (biopesticidas)
com percentuais satisfatorios de eficacia, além de um impacto de degradacdo ambiental
minimo; boa margem de seguranca para 0S animais, homem e inimigos naturais; baixa
resisténcia; baixo poder residual e viabilidade econdmica, despertando cada vez mais o
interesse de pesquisadores para a utilizacdo de subprodutos de plantas, dentre eles OEs (COOP
et al., 2002; DONAHUE et al., 1997; OGUH et al., 2019a; RAMSEY et al. 2020; TAYLOR,
2001; VIEGAS-JUNIOR, 2003; ZOUBIRI; BAALIOUAMER, 2014).

Os OEs sdo misturas de compostos organicos volateis produzidos como metabolitos
secundarios em plantas. Sdo constituidos por hidrocarbonetos (terpenos) e compostos
oxigenados (alcoois, ésteres, éteres, aldeidos, cetonas, lactonas, fenois e éteres fendlicos)
(ISMAN, 2006; NERIO; OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2010; RAMSEY et al., 2020).

Os terpenos, também denominados terpenoides ou isoprenoides, abrangem a maior e
mais importante classe de substancias derivadas de plantas, fungos e organismos marinhos. Eles
séo classificados de acordo com a sua unidade de isopreno em monoterpenos, sesquiterpenos,

diterpenos, sesterpenos, triterpenos, tetraterpenos e polisoprenoides (DE SOUZA et al., 2021).
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Esses compostos secundarios, extremamente Uteis para a defesa e protecdo das plantas,
apresentam uma grande diversidade estrutural dependendo do processo de extragdo ou da
origem da planta (GARCEZ et al., 2013; RAMSEY et al., 2020).

A sua extracao pode ocorrer de diversas partes das plantas, como raizes, caules, folhas,
flores, cascas e até mesmo frutos. Para isso, algumas técnicas podem ser realizadas, como:
hidrodestilacdo, extracdo por CO, e arraste a vapor d’agua, sendo esta Gltima a mais
frequentemente empregada (MORAIS; MARINHO-PRADO, 2017; SAITO; SCRAMIN, 2000;
VIEGAS-JUNIOR, 2003).

Sua biossintese é determinada geneticamente, porém, fatores bidticos e abioticos podem
influenciar de maneira direta ou indireta na sua producdo, além disso, pode sofrer variagdo de
localizacdo e alocacdo de acordo com a espécie (MORAIS; MARINHO-PRADO, 2017). Outra
caracteristica importante ¢ o fato de uma mesma espécie de planta poder apresentar
concentragfes e compostos secundarios distintos, isso ocorre devido a capacidade de
interferéncia de algumas variaveis, tais como: fatores genéticos intrinsecos a planta, época do
ano, estagio de desenvolvimento, ritmo circadiano, sazonalidade, tratos culturais e interacao
inseto-planta (MORAIS; MARINHO-PRADO, 2017).

Dentre a composicdo dos OEs, os terpenos encontrados com maior frequéncia sdo os
monoterpenos e sesquiterpenos (CASTRO et al., 2004; LOAYZA et al., 1995), metabolitos
que, por possuirem moléculas menores e com baixo peso molecular, sdo mais volateis e
conferem as caracteristicas organolépticas das plantas, além de proporcionar protecdo natural
contra insetos, raios ultravioletas e outros predadores (CASTRO et al., 2004; GARCEZ et al.,
2013; ISMAN, 2006; RAMSEY et al., 2020).

Os monoterpenos sdo hidrocarbonetos formados por duas unidades de isopreno,
podendo ser ciclicos ou ramificados. Estes compostos encontram-se em grande quantidade nos
OEs e a maioria apresenta baixa toxicidade para os mamiferos (KLOCKE; DARLINGTON;
BALANDRIN, 1987; RICE; COATS, 1994). Devido a seguranca na sua utilizacdo, muitos
desses compostos tém sido considerados como alternativas potenciais aos inseticidas
comerciais sintéticos, alem disso, podem ser utilizados na fabrica¢do de diversos produtos,
como perfumes, condimentos artificiais, aromatizantes de alimentos, xampus, produtos para
cabelo, sabonetes antissépticos e medicamentos, tais como expectorantes, descongestionantes
e analgésicos (KLOCKE; DARLINGTON; BALANDRIN, 1987; RAMSEY et al., 2020;
WINDHOLZ, 1998). E considerado um dos principais componentes presentes em OEs que

conferem atividade repelente, assim como 0s sesquiterpenos e alcoois. Os seus compostos
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repelentes incluem a-pineno, cineol, eugenol, limoneno, terpinoleno, citronelol, citronelal,
canfora e timol (RAMSEY et al., 2020).

Os sesquiterpenos sdo substancias estruturalmente formadas por trés unidades de
isopreno, contendo um esqueleto de cinco carbonos em cada. Esses compostos, também
presentes em abundancia nos OEs, apresentam baixa solubilidade em agua e em solugdes
alcodlicas diluidas, além de apresentarem rapido poder de oxidacdo, o que pode conferir
desvantagens para algumas formulacbes (DE SOUZA et al., 2021). Além da sua atividade
repelente e inseticida, sdo conhecidos pelos seus potenciais beneficios a salde, atuando como
substancias antibacterianas, antioxidantes, anti-inflamatérias e antivirais. Sua capacidade de
atuar no processo de desintoxicacdo hepatica, estimulagdo das fungdes glandulares e aumento
do aporte de oxigénio para as glandulas pituitaria e pineal também ja foi relatada (ANDREI,;
DEL COMUNE, 2005; RAMSEY et al., 2020; VIEGAS JUNIOR, 2003).

A utilizacdo de OEs no tratamento de problemas cardiovasculares, doenca de
Alzheimer, disturbios do sono, estresse, canceres e alivio das dores do parto também pode ser
encontrada na literatura (RAMSEY et al., 2020).

O seu mecanismo de acdo pode sofrer variacGes ou até mesmo apresentar um sinergismo
de acbes dentro de uma Unica espécie. Os OEs séo capazes de interferir em vérias funcoes
bioquimicas, fisiolgicas e comportamentais de um inseto, passando facilmente através da sua
membrana celular. Podem atuar como substancias inseticidas, promovendo a morte por contato;
substancias repelentes, impedindo a aproximacdo do inseto; e como reguladores de
crescimento, promovendo a inibicdo do desenvolvimento (ID) larval e até mesmo reducdo da
fertilidade do adulto ou inibicdo da oviposicdo (ISMAN, 2006; OGUH et al., 2019a;
PAPACHRISTOS et al., 2004; PHILLIPS; APPEL; SIMS, 2010; RATTAN, 2010).

A industria de OEs tornou-se um mercado altamente operante e lucrativo na ultima
década (RAMSEY et al. 2020). Porém, historicamente, os efeitos pesticidas de substancias
vegetais jA vém sendo utilizados contra artropodes desde os primordios da humanidade
(BENELLI et al., 2015; KARUNAMOORTHI; ILANGO; ENDALE, 2009; OGUH et al.,
2019a).

A atividade inseticida e repelente de OEs provenientes de diversas espécies de plantas
ja foram estudadas, principalmente frente a pragas de grédos armazenados (RAJENDRAN;
SRIANJINI, 2008). Segundo Cosimi et al. (2009), plantas aromaticas e seus OES s&o 0s mais
eficientes inseticidas vegetais, pois estes, muitas vezes, constituem a fracdo ativa dos extratos

vegetais.
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Diversos OEs extraidos de plantas com propriedades repelentes promissoras frente a
artropodes hematdfagos j& foram descritas, dentre elas, os géneros Cymbopogon spp., Ocimum
spp. e Eucalyptus spp. séo amplamente citados (NERIO; OLIVERO-VERBEL; STASHENKO,
2010; RAMSEY et al., 2020). Porém, na maioria dos trabalhos publicados, os bioensaios foram
realizados frente a espécies de Diptera com importancia em sadde publica, tais como 0s dos
géneros: Aedes, Anopheles e Culex (NERIO; OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2010).

Govere et al. (2000) avaliaram a eficécia repelente in vitro de trés plantas locais (Lippia
javanica, Pelargonium reniforme e C. excavatus) contra o mosquito A. arabiensis, obtendo
100% de eficacia com a utilizacdo do OE de C. excavatus durante duas horas de desafio,
reduzindo a eficcia para 59,3% ap06s o tempo de 4 horas. A repeléncia de 6leos volateis de
Curcuma longa (acgafrdo), Citrus hystrix (liméo kaffir), C. winterianus (capim citronela) e O.
amercanum (manjericdo) contra trés mosquitos vetores (Ae. aegypti, A. dirus e C.
quinguefasciatus), em condi¢des de gaiola, foram avaliados por Tawatsin et al. (2001), obtendo
uma capacidade repelente de até 8 horas quando adicionados a 5% de vanilina, com exce¢do do
OE de C. hystrix, que apresentou eficacia somente de 3 horas. O OE de O. selloi diluido em
etanol (10% v/v), utilizado em um teste de campo com 6 individuos voluntarios, também
demonstrou ser um repelente eficaz frente a0 mosquito A. braziliensis, reduzindo o nimero
médio de picadas registradas durante 30 minutos ap0s a sua aplicacdo (DE PAULA; GOMES-
CARNEIRO; PAUMGARTTEN, 2003). Segundo um estudo publicado por Senthoorraja et al.
(2021), o0 OE de O. basilicum e seus constituintes majoritarios metil chavicol (70,93%) e linalol
(9,34%), apresentaram grande capacidade ovicida, adulticida e repelente frente a Musca
domestica, servindo como uma alternativa para 0 manejo integrado da espécie. As propriedades
repelentes de subprodutos de plantas do género Eucalyptus também estdo bem documentadas,
apresentando eficacia satisfatdria contra os mosquitos A. stephensi, Ae. albopictus e Mansonia
sp. segundo Hadis et al. (2003), Sheikh et al. (2021) e Yang e Ma (2005), respectivamente,
como também demonstrou efeito acaricida e repelente frente a carrapatos, segundo Goswami
et al. (2022) e Madreseh-ghahfarokhi et al. (2019).

A propriedade acaricida e repelente de outros OESs contra carrapatos também ja foram
relatados (NWANADE et al., 2020). A utilizagéo de alguns OEs e extratos obtidos de diversas
plantas foram capazes de matar ou atuar como inibidores de desenvolvimento de carrapatos,
conforme demonstrado em estudos publicados por Ajith et al. (2019) e Villarreal et al. (2017),
utilizando a técnica de imersdo com OE de Cuminum cyminum e extrato de Ageratum

conyzoides, respectivamente, frente a adultos de Rhipicephalus microplus. Para a fase larval,
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extratos de Senna italica, Calpurnia aurea e Cissus quadrangularis demonstraram efeitos
acaricidas superiores a 96% frente a R. microplus, segundo um estudo in vitro publicado por
Wellington et al. (2017). Em outro ensaio in vitro, os OEs de Bursera graveolens e Schinus
molle foram 100% eficazes contra as mesmas larvas (REY-VALEIRON et al., 2017). Ferreira
et al. (2017) também demonstraram a eficacia in vitro do OE de S. aromaticum frente a R.
microplus, resultando em 100% de mortalidade larval e de adultos nas concentragcdes de 5mg/ml
e 100mg/ml, respectivamente. A atividade repelente de OEs e extratos vegetais, por sua vez,
foi relatada por Mawela et al. (2019) a partir de ensaios clinicos com extratos de Rotheca
glabrum contra adultos de R. appendiculatus, obtendo 100% de eficacia por até 50 minutos de
desafio. Resultados satisfatorios com OEs de Anthemis melampodina e Anthemis scrobicularis
frente a ninfas de Amblyomma americanum também foram publicados por Yusufoglu et al.
(2018), obtendo porcentagens de 80% e 96,7% de eficacia repelente, respectivamente, apos 15
horas de desafio.

Apesar dos pesticidas naturais apresentarem diversas vantagens de utilizacdo, ha alguns
pontos que precisam ser considerados. Os biopesticidas, em sua maioria, podem ser
rapidamente degradados quando em contato direto com a luz solar, motivo pelo qual aconselha-
se 0 armazenamento em locais fechados (OGUH et al., 2019a). As condicdes extremas de pH
(altamente acido ou alcalino) também sdo capazes de proporcionar a quebra das moléculas ou
acelerar o seu processo de degradacdo (KOLE; BANERJEE; BHATTACHARYYA, 2002;
OGUH et al., 2019a). Aléem disso, alguns pesticidas naturais também apresentam certo grau de
toxicidade, porém, ainda sdo considerados mais seguros e ecologicamente viaveis do que 0s
pesticidas sintéticos, como é o caso da nicotina, utilizada como pesticida natural nas folhas de
tabaco (EL-WAKEIL; GAAFAR; VIDAL, 2006; OGUH et al., 2019a). O armazenamento
adequado é um fator que desempenha um papel importante no nivel toxicidade, devido aos
produtos de oxidacdo gerados a partir da exposicdo a luz e/ou ao ar (LEMMENS-GRUBER,
2020).

A maioria dos efeitos colaterais associados ao seu uso sao brandos, mas ja houve casos
de reacdes toxicas graves, incluindo abortos e anormalidades na gravidez, dermatite de contato,
cefaleia, neurotoxicidade, imunotoxicidade, irritabilidade ocular, hiperatividade brénquica,
hepatotoxicidade e desregulacdo enddcrina, levando a quadros de ginecomastia pré-puberal e
telarca precoce (DIAZ et al., 2016; RAMSEY et al., 2020; TISSERAND; YOUNG, 2013). A
utilizacdo comercial da citronela, por exemplo, foi proibida desde 2006 na Europa e Canada

devido a presenca de metil eugenol, uma substdncia que demonstrou caracteristicas
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carcinogénicas em estudos realizados com animais (RAMSEY et al., 2020; TAN; NISHIDA,
2012).

Em sintese, apesar de serem substancias naturais, devem ser utilizadas com cautela,
seguindo rigorosamente o modo de aplicacdo e precaucdes estabelecidas (EL-WAKEIL;
GAAFAR; VIDAL, 2006; OGUH et al., 2019a).

2.4 Uso de 0leos essenciais no controle de Ctenocephalides felis felis

O uso de plantas como repelentes de insetos ja foi citado na literatura greco-romana hé
décadas atras, onde o pesquisador Caio Plinio e 0 médico Dioscorides registram o uso de losna
(Artemisia absinthium) como um eficaz repelente de mosquitos e pulgas (BUENO;
ANDRADE, 2010; GUPTA; RUTLEDGE, 1994). No decorrer dos anos, outros estudos
visando a atividade de diversos OEs frente a pulga C. felis felis foram realizados e relatados na
literatura.

Recentemente, um estudo publicado por Oliveira et al. (2022) demonstrou que 0s
bioensaios realizados para avaliar uma formulagéo “spray” contendo OE de O. gratissimum e
eugenol obtiveram resultados satisfatorios frente a estagios imaturos e adultos de C. felis felis,
resultando em uma atividade pulicida apos 24 horas e efeito residual contra pulgas por até 48
horas de desafio.

Freitas et al. (2021) também avaliaram a eficacia e o efeito residual dos OEs de Illicium
verum e Pelargonium graveolens através de ensaios in vitro utilizando estagios imaturos e
adultos C. felis felis. A atividade pulicida de I. verum perdurou por um periodo aproximado de
18 dias, alcancando percentual acima de 70% até o 9° dia do experimento, enquanto a atividade
inseticida de P. graveolens, que perdurou por aproximadamente 13 dias, obteve 41,7% até o 2°
dia.

Na pesquisa in vitro realizada por Conceicdo et al. (2020a), na qual realizaram um
estudo comparativo entre a atividade pulicida do OE de Cinnamomum cassia e do seu
constituinte majoritario cinamaldeido frente C. felis felis, demonstraram que apds 24 horas de
exposicdo o OE de C. cassia apresentou mortalidade de 5, 55 e 100% nas concentracOes de
6,25; 12,5; e 200 pg/cm?, respectivamente, ja o cinamaldeido, apresentou mortalidade de 5, 50
e 100% nas concentragdes de 6,25; 50,0 e 400 pg/cm?, respectivamente. Apesar de ambos
demonstrarem atividade inseticida satisfatoria, o OE de C. cassia apresentou mortalidade de

100% em concentragdes inferiores.
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Lambert et al. (2020), ao avaliarem o potencial pulicida in vitro do OE de Syzygium
aromaticum e do seu componente majoritario eugenol, concluiram que ambos apresentaram
eficacia frente a C. felis felis, além de atuarem como inibidores da maturacdo de ovos dessa
subespécie.

Dos Santos et al. (2020), através de estudos in vitro, avaliaram a atividade inseticida dos
OEs de Alpinia zerumbet, Cinnamomum spp., Laurus nobilis, Mentha spicata, O. gratissimum
e C. nardus contra estagios imaturos e adultos da pulga C. felis felis. Os resultados do bioensaio
demonstraram que o OE de O. gratissimum foi o mais eficaz contra todos os estagios da pulga,
apresentando atividade adulticida (CLso = 5,85ug/cm-2), ovicida (CLsp = 1,79ug/cm-2) e
larvicida (CL50= 1,21pg/cm-2) mesmo em doses baixas.

Durante outro experimento in vitro, Batista et al. (2016) avaliaram a atividade do OE
de Schinus molle frente a ovos e adultos de C. felis felis, extraidos a partir dos frutos e folhas
da planta. Apesar de ndo obterem bons resultados contra ovos da pulga, alcangaram 100% de
eficacia contra pulgas adultas com 800ug/cm? (CLso= 353,95ug/cm?) e 50ug/cm? (Clso=
12,02pg/cm?) do OE, extraidos de frutos e folhas, respectivamente.

A utilizacdo dos OEs e seus constituintes majoritarios tém sido relatados como uma
alternativa em potencial a utilizacdo dos inseticidas sintéticos, porém, novos estudos visando a
formulacdo de biopesticidas seguros e eficazes frente a pulgas ainda sdo necessarios,
principalmente no controle da espécie C. felis felis.

2.5 Cymbopogon spp.

O género Cymbopogon, pertencente a familia Poaceae, subfamilia Panicoideae e tribo
Andropogoneae, ¢ caracterizado por possuir uma grande variabilidade morfoldgica e quimica
na sua composicdo. E constituido por aproximadamente cento e quarenta espécies distintas,
cuja maioria sdo claramente diferenciadas dos géneros relacionados na tribo por serem
aromaticas. Essas plantas sdo vastamente utilizadas nas industrias farmacéuticas, alimenticias
e quimicas (BARBOSA, 2007; GANJEWALA; GUPTA, 2013; GOMES; NEGRELLE; BIASI,
2007). Podem ser naturalmente encontradas pela Europa, Africa, Asia, Australésia, Pacifico,
America do Norte e América do Sul (AKHILA, 2010; CASTRO et al., 2007; GANJEWALA;
GUPTA, 2013; SOENARKO, 1977).

As plantas pertencentes a este género sao perenes, raramente anuais e com crescimento
cespitoso. Possuem colmos eretos, que podem medir de 30 cm até 3 metros de altura. Suas

folhas possuem laminas lineares, com nervuras paralelas e normalmente glabras, e as
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inflorescéncias sdo em espiguetas, dispostas em paniculas (AKHILA, 2010; SHOULIANG,;
PHILLIPS, 2006; SOENARKO, 1977).

Atualmente, muitas dessas espécies sdo cultivadas para extracdo de OEs, com grande
importancia comercial para cosméticos, repelentes de insetos, condimentos e medicamentos,
sendo muito utilizadas na medicina tradicional em alguns paises (AKHILA, 2010; AVOSEH et
al., 2015; NATH et al., 2002; NERIO; OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2010; SHAH et
al., 2011; SHOULIANG; PHILLIPS, 2006; SOENARKO, 1977). Os OEs extraidos de
diferentes partes desse género apresentam composicdo quimica variada e sdo compostos,
principalmente, por monoterpenos ciclicos e aciclico, tais como: citral (mistura dos isdmeros
geranial e neral), geraniol, citronelol, citronelal, linalool, elemol, 1,8-cineol, limoneno, B-
carofileno, metilheptenona, acetato de geranila e formato de geranila (GANJEWALA; GUPTA,
2013).

Para obtencdo da matéria-prima, as técnicas de cultivo precisam estimular o aumento da
producdo de biomassa vegetal e proporcionar maior concentragcdo do principio ativo, sem
comprometer o valor terapéutico da planta, para isso, um fator importante é a determinacédo da
melhor época de colheita. A composi¢do dos compostos secundarios sofre grandes alteracdes
durante as fases de crescimento da planta, mas também apresenta variagao de acordo com outras
caracteristicas, tais como: idade das plantas, estado reprodutivo, condi¢des de cultivo e efeitos
hormonais, influenciados tanto pelas esta¢cGes do ano quanto pelo horario do dia (CASTRO et
al., 2010).

Dentre as espécies pertencentes a esse género, podemos citar: C. nardus, C. winterianus,

C. flexuosus e C. martinii.

2.5.1 Cymbopogon nardus

99 ¢

A planta C. nardus, popularmente denominada como “citronela”, “capim-citronela” ou

“citronela-do-ceildo”, € uma grama perene originaria da Asia tropical (CASTRO et al., 2007;
NAKAHARA et al., 2013).
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Figura 1. Cultivo da espécie Cymbopogon nardus. Fonte: IndiaMART, 2022.

Essa espécie apresenta grande importancia na economia mundial devido a producao de
OEs destinados a fabricagdo de perfumes, bebidas, alimentos, cosméticos e formulacao de chas
com propriedades calmantes e digestivas (CASTRO et al, 2007; REIS et al., 2006; WEI; WEE,
2013). Outras aplicagdes ja foram relatadas devido a atividade bioldgica desse género, como
sua atividade repelente (MUMCUOGLU et al., 2004; SILVA; PELLI, 2020; TAWATSIN et
al., 2001; TRONGTOKIT et al., 2005; WONG et al., 2005), fungicida e bactericida
(BILLERBECK et al., 2001; MEDICE et al., 2007; NAKAHARA et al., 2013). Essa planta
destaca-se por produzir os repelentes mais populares do mundo (TRONGTOKIT et al., 2005).

Tais caracteristicas sdo atribuidas pela presenca de substancias volateis na sua
composigdo, como o citronelal, geraniol e citronelol, considerados os constituintes majoritarios
da espécie (CASTRO et al., 2007; MAHALWAL; ALI, 2003; TRONGTOKIT et al., 2005).

A figura 2, a seguir, apresenta a estrutura dos compostos majoritarios encontrados na

composi¢do quimica do OE de citronela.
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Figura 2. Estrutura quimica do citronelal, citronelol e geraniol, compostos majoritarios do 6leo essencial de
Cymbopogon nardus. Fonte;: BORGES et al., 2021.

Esses metabolitos podem causar efeito de toxicidade nas funcBes bioguimicas e
fisioldgicas de insetos (BRATTSTEN, 1998) e, em contrapartida, sdo considerados de baixa
toxicidade para mamiferos, fazendo com que seu uso seja considerado uma alternativa segura
(ANSARI et al., 2000).

Borges et al. (2021) relataram recentemente o potencial larvicida do OE de C. nardus
no combate ao mosquito Ae. aegypti, através de ensaios in vitro realizados na Amazonia Sul-
Ocidental. Para isso, as larvas foram submetidas a diferentes concentragdes (25 — 400 ppm) do
0leo e observadas durante um periodo de 72 horas, obtendo 100% de eficacia nas concentracdes
de 125, 200 e 400 ppm ap6s a exposicao.

Outro estudo objetivando a reducdo da populacdo do mosquito Ae. aegypti utilizando
extrato de C. nardus foi publicado por Zulfikar e Sitepu (2019), com enfoque na prevencao da
transmissdo de doencas causadas por esse artropode. Durante a pesquisa, 0s mosquitos foram
desafiados através da nebulizacdo com o extrato da planta e a leitura do teste foi realizada apds
um periodo de trés minutos, obtendo uma porcentagem média de 90% de mortalidade. Ap6s
IS0, outras cinco repeticdes do processo foram realizadas, obtendo a maior porcentagem de
mosquitos mortos na quarta repeticao (100%).

A atividade inseticida do OE C. nardus foi descrita por Dos Santos et al. (2020) frente
a estagios imaturos e adultos de C. felis felis. Segundo o estudo in vitro, o OE de C. nardus
apresentou 100% de eficacia para adultos apenas na maior concentragdo testada (800 ug/cm?),
porém, obteve maior sensibilidade frente aos estagios imaturos, alcangando eficacia maxima na
concentracdo de 400 pg/cm?.

Durante outro estudo in vitro, Doumbia et al. (2014) verificaram a toxicidade de C.
nardus contra quatro besouros de produtos alimenticios armazenados, tais como Cryptolestes

sp, Palorus subdepressus, Rhyzopertha dominica e Sitophilus zeamais, comprovando seu
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potencial de mortalidade a partir da aplicacdo tdpica em insetos adultos e através do contato
com papel filtro impregnado. Os besouros foram imobilizados para a aplicagdo tdpica
individual de 2pl de solugdo (sem dilui¢do) no seu pronoto e a leitura de insetos mortos foi
realizada nos tempos de 24 horas e 5 dias, obtendo 100% de eficacia ja no primeiro tempo de
desafio com o OE. No caso dos insetos colocados em papel filtro tratado, a impregnag&o ocorreu
com 1 ml da solucdo e a leitura seguiu 0 mesmo protocolo utilizado nos testes de aplicacédo

topica, verificando que o OE de C. nardus também foi toxico para todas as espécies testadas.

2.5.2 Cymbopogon winterianus

A planta C. winterianus, também denominada “citronela”, “cidro-do-paraguai” ou
“citronela-de-java”, ¢ um capim perene de origem desconhecida, podendo ser encontrado na
Asia, india, Indonésia, Java e Sri Lanka, porém, ¢ cultivado principalmente na indonésia (Figura
3) (PEREIRA et al., 2022; SEDIKELO; LENETHA; MALEBO, 2022). Morfologicamente,
essa especie possui as laminas das folhas lineares, afinando gradualmente para uma forma
alongada (PEREIRA et al., 2022), com bordas cortantes e coloracédo verde clara, formando uma
touceira densa (PROCHNOW, 2018; SEDIKELO; LENETHA; MALEBO, 2022). O seu aroma
é demasiadamente forte, caracteristica que permite a sua diferenciacéo do C. citratus, conhecido
como capim-limao (PROCHNOW, 2018).

igura 3. Itivo da epécie Cmbopogon ihteianus. Fonte: Ekonativa, 2022. A
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Acredita-se que essa planta tenha se originado da espécie C nardus, tipo Maha Pengiri.
As variedades cultivadas de C. nardus foram reconhecidas taxonomicamente como Lena Batu
e Maha Pengiri, sendo essa ultima modificada para uma nova espécie por um pesquisador,
sendo denominada C. winterianus. A partir disso, a espécie foi introduzida em regides
geogréficas distintas e passou por modificacGes genéticas ao longo dos anos, acarretando em
maior desempenho no rendimento de ervas, porcentagem de dleo e seus constituintes
(SHASANY et al., 2000).

O 6leo essencial extraido dessa planta possui alto teor de geraniol, citronelal, elemol e
citronelol, considerados os seus componentes majoritarios (figura 4). E considerado um dos
OEs mais produzidos e importantes no comércio mundial, sendo os Estados Unidos o pais de
maior importacdo, seguido da Europa, devido a presenca da famosa industria de perfumaria na
Franca e Alemanha (AKHILA, 2010; BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

CHs CH; CH,
~ H4C
OH H,C=
.
0 OH H,C CH;
=
OH
H4C CHy H,C CHy  HiC CH,4 CH;, CH;

Citronelal Citronelol Geraniol Elemol

Figura 4. Estrutura quimica do citronelal, citronelol, geraniol e elemol, compostos majoritarios do 6leo essencial
de Cymbopogon winterianus. Fonte: BORGES et al., 2021.

No Brasil, essa espécie € bastante conhecida pelos seus efeitos repelentes,
principalmente frente a mosquitos (AVOSEH et al., 2015; BENETI et al., 2011; MUNDA,
LAL, 2020; QUINTANS-JUNIOR et al., 2008; SEDIKELO; LENETHA; MALEBO, 2022),
como também por sua atividade anti-inflamatéria, antimicrobiana e anticonvulsivante
(MUNDA; LAL, 2020), auxiliando no tratamento de ansiedade e epilepsia (QUINTANS-
JUNIOR et al., 2008). Porém, outras propriedades também ja foram relatadas, como a sua
utilizacdo na aromaterapia, formulagédo de perfumes (MUNDA,; LAL, 2020; PEREIRA et al.,
2022; QUINTANS-JUNIOR et al., 2008; SEDIKELO; LENETHA; MALEBO, 2022),
cosméticos, produtos farmacéuticos (AVOSEH et al., 2015; MUNDA; LAL, 2020; PEREIRA
et al., 2022; QUINTANS-JUNIOR et al., 2008), sabonetes (MUNDA,; LAL, 2020; PEREIRA
et al., 2022) e detergentes (MUNDA; LAL, 2020).
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Recentemente, o potencial leishmanicida e tripanocida in vitro do OE de C. winterianus
frente aos protozoarios Leishmania braziliensis e Trypanosoma cruzi, respectivamente, foi
avaliado por Pereira et al. (2022). Segundo os autores, o OE testado demonstrou valores de
relevancia clinica quanto as atividades antipromastigota e antiepimastigota, pois ambos
apresentaram ClLsp < 62,5 pg/mL.

A utilizagdo de OEs de C. citratus, C. winterianus, Eucalyptus citriodora e E.
camaldulensis como alternativa para o controle de larvas de Ae. aegypti foi relatada por Manh
et al. (2020), através de um estudo in vitro realizado no Vietna. Apos analise dos resultados,
concluiram que todos os OEs apresentaram eficacia larvicida frente a essa espécie de mosquito,
porém, os OEs de C. winterianus (CLso = 38,8 ppm) e E. camaldulensis (CLso = 33,7 ppm)
foram os mais eficientes.

A atividade inseticida do OE de C. winterianus também foi relatada ha pouco tempo
por Rodriguez-Gonzélez et al. (2019), em estudos avaliando a eficacia isolada do OE de O.
basilicum e C. winterianus contra Acanthoscelides obtectus, conhecido como Gorgulho-do-
feijdo. Apds o experimento, verificaram que ambos os 6leos exibiram padrdes semelhantes e
satisfatorios de atividade inseticida sobre o inseto, tanto diretamente nos insetos adultos quanto
indiretamente sobre as sementes de feijdo. Esses OEs foram capazes de reduzir
significativamente as perdas de peso do feijdo e o nimero de grdos danificados em doses
superiores a 60 ou 120 puL / amostra.

Em um experimento realizado por Deletre et al. (2013), em condic¢des de laboratorio,
avaliaram o efeito repelente, irritante e toxico de extratos de 20 plantas frente a adultos de A.
gambiae. Como resultado, os extratos de C. winterianus, C. zeylanicum e Thymus vulgaris
demonstraram ser 0s mais promissores, pois combinaram os trés tipos de efeitos, podendo
funcionar como repelentes tdépicos ou como tratamento para mosquiteiros.

Resultados promissores frente a outras pragas de grdos armazenados também foram
relatados anteriormente por Gusmao et al. (2013), em um estudo comparando a toxicidade e
repeléncia dos OEs de Eucalyptus citriodora, E. staigeriana, C. winterianus e Foeniculum
vulgare no manejo de Callosobruchus maculatus (caruncho-do-feijao).

Estudos relacionados a atividade do OE de C. winterianus frente a pulga C. felis felis

ainda ndo estdo disponiveis na literatura.

2.5.3 Cymbopogon flexuosus
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A planta C. flexuosus, também denominada “capim-limdo da india oriental”, “capim
cochin” ou “grama malabar”, é uma grama perene originaria da India, Sri Lanka, Birmania e
Tailandia. Morfologicamente, essa espécie possui folhas significativamente longas, lineares-
lanceoladas, glabras e com estreitamento na base, podendo atingir 50 cm de comprimento e 1,5
cm de largura. A bainha da folha tem forma tubular e atua como um pseudocaule. Possui
pilosidade na base da superficie adaxial da folha e a panicula é grande, inclinada e de coloracéo
avermelhada (Figura 5) (GANJEWALA; GUPTA, 2013; PANDEY; RAI; ACHARYA, 2003;
SHOULIANG; PHILLIPS, 2006; SOENARKO, 1977).

Figura 5. Cultivo da espécie Cymbopogon flexuosus. Fonte: IndiaMART, 2022.

O OE extraido dessa planta possui alto teor de B-Citral e a-Citral em sua composi¢éo,
também denominados Neral e Geranial, respectivamente (Figura 6) (AKHILA, 2010;
AVOSEH et al., 2015; GANJEWALA; GUPTA, 2013; PANDEY; RAI; ACHARYA, 2003).
O citral, mistura racémica da isoforma B-Citral e a-Citral, & o principal constituinte relacionado
a0 aroma caracteristico de limdo desse OE (GANJEWALA; GUPTA, 2013). E reconhecido
como um dos OEs mais produzidos mundialmente, juntamente com o de citronela, laranja,
horteld-pimenta e eucalipto (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009). Apresenta producéo anual
estimada em 300 toneladas, sendo comumente cultivado na india e Indonésia (RAJESWARA
RAO, 2013; WANY et al., 2013).
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Figura 6. Estrutura quimica do B-Citral e a-Citral, compostos majoritarios do 6leo essencial de Cymbopogon
flexuosus. Fonte: BORGES et al., 2021.

Dentre as espécies dentro do género Cymbopogon, C. citratus e C. flexuosus sdo as mais
utilizadas na medicina convencional em muitos paises, devido ao potencial bioldgico de seus
OEs, extraidos em grande quantidade (AVOSEH et al., 2015).

Na india, C. flexuosus é amplamente utilizada na formulacdo de pesticidas,
medicamentos anti-piréticos (AVOSEH et al., 2015), cosméticos (AVOSEH et al., 2015;
GANJEWALA; GUPTA, 2013) e fragrancias (GANJEWALA; GUPTA, 2013). Outras
aplicacGes também j& foram relatadas, como a utilizacdo dos seus OEs para fabricacdo de
repelentes de insetos (AVOSEH et al., 2015; GANJEWALA; GUPTA, 2013; GUNDEL et al.,
2018), substancias antioxidantes (GANJEWALA; GUPTA, 2013; GUNDEL et al., 2018), anti-
inflamatorios, analgésicos (GANJEWALA; GUPTA, 2013; SHARMA et al., 2009), além da
sua propriedade anticancerigena, antimicrobiana (GANJEWALA; GUPTA, 2013; GUNDEL et
al., 2018; SHARMA et al., 2009), antifingica (PANDEY; RAI; ACHARYA, 2003; SHARMA
et al., 2009) e anti-helmintica (GANJEWALA; GUPTA, 2013). No entanto, como
desvantagem, possui altas taxas de volatilizacdo e baixa estabilidade na presenca de luz, calor,
oxigénio e umidade, o que pode conferir limitagdes em algumas formulagdes farmacéuticas
(GUNDEL et al., 2018).

O capim-limédo da india oriental é comumente confundido com a capim-cidreira (C.
citratus) devido ao seu perfil quimico e aroma semelhantes. Ambos possuem citral na sua
composigdo, porém, o capim cidreira apresenta um teor relativamente mais baixo quando
comparado ao teor presente no capim-limao da india oriental, além de apresentar mirceno na
sua composicgéo, o que Ihe confere outras propriedades (AVOSEH et al., 2015; RAJESWARA
RAO, 2013; WANY et al., 2013).

No experimento realizado recentemente por Dos Santos et al. (2022), os autores

analisaram o potencial biopesticida in vitro dos OEs de C. flexuosus e Alpinia zerumbet contra
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Callosobruchus maculatus, demonstrando grande potencial inseticida na utilizacdo desses
compostos. No trabalho, os efeitos desses 6leos foram baseados em testes de contato, fumigacao
e repeléncia. O OE de C. flexuosus apresentou maior toxicidade no teste de contato, porém nédo
houve diferenca em suas toxicidades encontradas no teste de fumigacdo. Em relacdo a
repeléncia, ambos os 6leos foram classificados como neutros.

O impacto do OE de C. flexuosus e dos seus dois constituintes majoritarios (citral e
acetato de geranila) frente ao mosquito Ae. aegypti foi avaliado por Castillo-Morales et al.
(2021). Os ovos foram tratados com 6, 18 ou 30 mg L—1 e as larvas com 3 ou 6 mg L—1 de cada
composto. De acordo com os autores, o OE influenciou tanto na eclosdo quanto no
desenvolvimento larval de Ae. aegypti. Todas as concentracdes de acetato de geranila foram
capazes de reduzir o percentual de ecloséo, além disso, o citral foi capaz de causar alteracédo
nas ecdises.

Segundo o estudo in vitro publicado por Bhatt e Kale (2019), uma formulacéo a base de
OE de C. flexuosus conferiu efeito larvicida e antibacteriano frente a fémeas do mosquito
Anopheles spp. Para o ensaio, 0s mosquitos foram desafiados com um tecido de rede nylon
tratado com a nanoemulsdo do OE. Os tecidos demonstraram uma boa repeléncia contra os
mosquitos, retencdo de fragrancias e eficacia antimicrobiana mesmo ap6s 25 lavagens, embora
a porcentagem de mortalidade tenha regredido.

Oliveira et al. (2018) tambem realizaram estudos in vitro com objetivo de avaliar a
toxicidade do OE de C. flexuosus e do seu constituinte majoritario citral frente Spodoptera
frugiperda, conhecida como lagarta-do-cartucho. Com base nos resultados, verificaram que
tanto o OE quanto o composto majoritario isoladamente tém potencial para serem aplicados no
desenvolvimento de novos produtos para o controle desse inseto.

Caballero-Gallardo, Olivero-Verbel e Stashenko (2012) demonstraram em seu estudo
que o OE de C. flexuosus apresentou atividade repelente eficaz frente ao besouro T. castaneum.
Além disso, apresentou baixa toxicidade, mostrando letalidade inferior a 20% na concentragdo
méxima testada (1,2 uL/cm?) e periodo de exposicdo (72 h). Estudos relacionados a atividade

do OE de C. flexuosus frente a pulgas ainda ndo foram relatados na literatura.

2.5.4 Cymbopogon martinii

A planta Cymbopogon martinii, também denominada “palmarosa”, ¢ um capim perene

nativo do sudeste da Asia, especialmente india e Paquistdo, no entanto, é cultivada em diversos
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locais do mundo. Morfologicamente, essa espécie possui folhas alternas, asperas, estreitas e
com &pice agudo, formando densas e compactas touceiras. E uma planta resistente a seca e
apresenta boa tolerancia as condi¢des de salinidade, porém, € sensivel a umidades e baixas
temperaturas (Figura 7) (ROSA et al., 2010).

Figura 7. Cultivo da espécie Cymbopogon martinii. Fonte: Eden Botanicals, 2022.

O OE, extraido de folhas e floracGes dessa espécie, é bastante valorizado pelo seu aroma
floral doce (semelhante ao cheiro de rosas), pelas suas aplicacfes farmacéuticas e também
formulacdes de produtos de uso doméstico e/ou agricolas (GANJEWALA; GUPTA, 2013;
KUMAR; SRIVASTAVA; DUBEY, 2007; PRASHAR et al., 2003; ROSA et al., 2010; SINHA
et al., 2014). Dentre as propriedades promissoras ja relatadas, podemos citar a sua utilizagdo na
formulacdo sabonetes e perfumes (DUKE, 1993; GANJEWALA; GUPTA, 2013); repelentes
de insetos, como pragas de grédos armazenados e mosquitos (DUKE, 1993; GANJEWALA,
GUPTA, 2013; KUMAR; SRIVASTAVA; DUBEY, 2007); anti-helminticos contra
nematoides (KUMARAN et al., 2003), além da sua a¢do toxica sobre fungos, bactérias e insetos
(BARNARD; XUE, 2004; DUKE, 1993; LIMA et al., 2013; LODHIA; BHATT; THAKER,
2009; MISHRA; KEDIA; DUBEY, 2016; PRASHAR et al., 2003; XAVIER; DA SILVA
FRANCA; CARDOSO, 2020). Na medicina popular é usado para os tratamentos de lombalgia,
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articulacdes rigidas, doencas de pele e em casos de irritacdes cutaneas (RAO, 1999). A sua
utilizacdo no tratamento de infeccGes do trato urinario, servindo como molécula anti-
inflamatoria e diurética, também ja foi documentado (GANJEWALA; GUPTA, 2013).

Tais atividades séo atribuidas principalmente a presenca de um alto teor de geraniol em
sua composicdo, considerado o seu constituinte majoritario. Abaixo do geraniol, o segundo
composto mais abundante é o acetato de geranila (Figura 8) (KUMAR; SRIVASTAVA,
DUBEY, 2007; MALLAVARAPU et al., 1998; PRASHAR et al., 2003; ROSA et al., 2010).

CH;

X OH

HsC”~ CHj

Figura 8. Estrutura quimica do geraniol, composto majoritario do éleo essencial de Cymbopogon martinii.
Fonte: Google imagens.

Em um estudo realizado por Caballero-Gallardo et al. (2012), no qual analisaram
isoladamente a atividade repelente e toxicidade dos 6leos essenciais de C. martinii, C. flexuosus
e L. origanoides frente ao besouro T. castaneum, demonstraram que todos os 6leos foram
eficazes como repelentes, com sua acdo diminuindo na ordem C. martinii > C. flexuosus ~ L.
origanoides. Os dleos testados também apresentaram baixa toxicidade, mostrando letalidade
inferior a 20% na concentragio méxima testada (1,2 uL/cm?) e periodo de exposicio (72 h).

Tennyson et al. (2013), através de ensaios in vitro, avaliaram a atividade larvicida dos
OEs de Cedrus atlantica, C. nardus, Myrtus caryophyllum, E. globulus, C. flexuosus, C.
sinensis, Myristica fragrans, C. martinii, Pinus radiata e O. sanctum frente ao mosquito Ae.
aegypti. As larvas de terceiro instar foram desafiadas com cada OE nas concentracfes de 125,
250, 500 e 1000 ppm, e a mortalidade foi observada ap6s um periodo de 24 horas. Todos 0s
OEs testados apresentaram eficacia contra as larvas do mosquito, porém, o OE de Citrus
sinensis apresentou maior atividade larvicida com CLso de 85,93 ppm, seguido pelo OE de
Cymbopogon martinii, que apresentou CLso de 88,78 ppm.

Kumar, Srivastava e Dubey (2007) também demonstraram resultados promissores na

utilizacdo do OE de C. martinii como pesticida botanico na prote¢do do trigo armazenado

37



(Triticum aestivum) e do gréo de bico (Cicer arietinum) contra infestacdes de insetos. O 6leo
apresentou potente eficacia fumigante e foi considerado um repelente eficaz contra os besouros
Callosobruchus chinensis e Tribolium castaneum, afetando significativamente a oviposicao e
o0 desenvolvimento de adultos.

O efeito repelente do OE de C. martinii contra o mosquito A. culicifacies em condigdes
de campo também ja foi relatado por Ansari e Razdan (1994). Para o estudo, os voluntarios
foram divididos em pares e em dois grupos, o grupo tratado e ndo tratado. O 6leo de palmarosa
puro forneceu 100% de protecdo aos voluntarios tratados durante um periodo de 12 horas.

Porém, resultados insatisfatérios na utilizacdo do C. martinii frente a insetos foram
relatados por Lima et al. (2013), em estudos realizados para avaliar isoladamente a atividade
dos OEs de C. martini, Corymbia citriodora, Croton sonderianus, L. alba, L. gracilis, L.
sidoides e Pogostemon cablin frente ao cupim Nasutitermes corniger, no qual somente os dois
ultimos apresentaram resultados promissores para novos estudos relacionados ao controle
desses cupins no campo. Estudos relacionados a atividade do OE de C. martinii frente a pulgas

ainda ndo foram relatados na literatura.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacdo da experimentacao

O delineamento experimental foi realizado nas dependéncias do Laboratorio de
Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV), do Departamento de
Parasitologia Animal (DPA), do Instituto de Veterinaria (IV), da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (UFRRJ).

3.2 Origem dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais de Cymbopogon winterianus e Cymbopogon flexuosus, obtidos
através da grama da planta, e Cymbopogon martinii, obtido através das folhas, foram adquiridos
comercialmente da empresa ViaAroma® — Porto Alegre, RS; o OE das folhas de Cymbopogon
nardus foi obtido da empresa Phytoterapica® - Sdo Paulo, SP. Os produtos foram mantidos em
frascos de vidro @mbar, protegidos com batoque e tampa de rosca, e acondicionados em freezer
em temperatura de 20°C negativos, a fim de reduzir a degradacdo dos compostos quimicos
presentes nos mesmaos.

O geraniol 98% foi obtido da Sigma-Aldrich® (céd. 163333) mantido em frascos de
vidro ambar, protegidos com batoque e tampa de rosca, e acondicionados em geladeira em
temperatura de 4°C.

3.3 Caracterizacao quimica dos 6leos essenciais

A analise por Cromatografia Gasosa (CG) foi realizada no Laboratério de Plantas
Aromaticas e Medicinais da UFRRJ (LABPAM- UFRRJ), equipado com detector por ionizagdo
de chama (FID) e um injector split / split-less, idealizado para separar e detectar os constituintes
dos 6leos essenciais de C. nardus, C. winterianus, C. flexuosus e C. martinii.

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

detector foram programadas conforme descrito por Adams (2005). O gés carreador foi 0 He (1
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mL / min). O volume injetado foi de de 1 pl 1:20. A percentagem dos compostos do 6leo
essencial foi calculada a partir da &rea relativa de cada pico analisado por GC-FID. O 6leo
essencial também foi analisado em um GC / MS QP-2010 Plus (Shimadzu, JPN). O fluxo de
gas de arraste, a coluna capilar e as condicGes de temperatura para a analise de GC / MS foram
0S mesmos descritos para GC / FID (ADAMS, 2005). As condigdes de operacdo do
espectrometro de massa serdo a tenséo de ionizagédo a 70 eV e a faixa de massa 40-400m/ze
0,5 scan / s. O indice de retencdo de compostos foi calculado com base na co-injecdo de
amostras com uma mistura de hidrocarbonetos C8-C20 (VAN DEN DOOL; DEC. KRATZ,
1963). Os constituintes foram identificados por comparagdo de seus espectros de massa com a
biblioteca NIST - Mass Spectrometry Data Center, e com aqueles relatados por Adams (2005).

3.4 Origem do material bioldgico

Todos os estagios (ovos, larvas, pupas e adultos) da pulga C. felis felis utilizados neste
estudo foram oriundos de uma colonia laboratorial mantida em gatos desde o ano de 1998,
localizada nas dependéncias do LQEPV/DPA/IV - UFRRJ. A coldnia foi aprovada pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais do IV da UFRRJ (CEUA-IV-UFRRJ) com ndmero de
protocolo 4313110419 (ANEXO).

3.5 Testes in vitro com Ctenocephalides felis felis

3.5.1 Resumo do Delineamento Experimental

Os ensaios in vitro para a avaliacdo da mortalidade dos diferentes estagios de C. felis
felis pelos quatro OEs e do geraniol aconteceram em duas etapas:

e 12 etapa: determinagdo da atividade inseticida (teste “screening”), onde foi
realizado a exposicao dos diferentes estagios da pulga C. felis felis a uma faixa
de 10 diferentes concentragfes de cada OE e do geraniol. A faixa de
concentragdo utilizada é a padrdo nos ensaios para testes in vitro do LQEPV.
Todos os testes foram realizados em duplicatas, com um controle positivo,

controle negativo e placebo;
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o 2% etapa: determinacdo da concentracdo letal (CL) 50 e 90 (teste definitivo),
onde foram selecionadas cinco concentragdes a partir da faixa de mortalidade
obtida no primeiro teste (screening) para o calculo de Probit. Os testes foram
realizados em sextuplicatas, com um controle positivo, controle negativo e

placebo.

Além dos ensaios de avaliacdo da mortalidade, neste trabalho também foi realizada a
avaliacdo da atividade residual e repelente para as formas adultas de C. felis felis para os quatro
OEs e o geraniol. O preparo das diluicdes da metodologia para a execugdo dos testes in vitro
para mortalidade e os controles positivos utilizados em cada um dos testes esta descrito nos

topicos seguintes.

3.5.2 Preparo das solucdes

Para a realizacdo dos testes in vitro todos os estagios de C. felis felis foram expostos,
separadamente, a concentragdes pré-determinadas dos OE’s de C. nardus, C. winterianus, C.
flexuosus e C. martinii, e também do constituinte majoritario geraniol, além de um controle e
placebo, que foram preparadas no Laboratdrio de Farmacometria, localizado nas dependéncias
do LQEPV/DPA/IV - UFRRJ.

Para o preparo das diferentes concentracfes dos 6leos essenciais, o diluente escolhido
foi a acetona 20%. No preparo das concentracfes do teste de “screening” foi realizada uma
diluicdo seriada 1:2 com as concentracdes de 40.000; 20.000; 10.000; 5.000; 2.500; 1.250; 625;
312,5, 156,25 e 78,12 pg/mL, que apds a impregnacdo correspondeu as concentragcdes em
gramas:area de 800; 400; 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 ¢ 1,56 pg/cm? para o estagio adulto
e para 0s estagios imaturos. Para os testes definitivos, foi efetuada a diluicdo direta a partir dos
OE’s e geraniol, para se obter a faixa de concentracOes desejadas (Tabela 1).

Para o teste de eficacia residual foi escolhida a concentracdo em que foi obtido 100%
de mortalidade nos testes definitivos, j& no teste de repeléncia foram utilizadas as concentracdes
de 40.000; 20.000 e 5.000 ug/mL para os quatro OE’s e para o geraniol, que corresponderam a
800; 400 e 100 pg/cm? apds a impregnac&o das tiras.
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Tabela 1. Faixas de concentragcdes utilizadas nos testes definitivos para os 6leos essenciais de
Cymbopogon nardus, Cymbopogon winterianus, Cymbopogon flexuosus, Cymbopogon
martinii e geraniol

Faixas de Concentrac6es

Estagio pg/mL pm/cm?
Cymbopogon nardus
Ovo 1.000; 1.500; 2.500; 5.000; 10.000 20; 30; 50; 100; 200
Larva 2.500; 3.000; 4.000; 5.000; 10.000 50; 60; 80; 100; 200
Pupa 5.000; 7.500; 10.000; 15.000; 20.000 100; 150; 200; 300; 400
Adulto 5.000; 15.000; 20.000; 30.000; 40.000 100; 300; 400; 600; 800
ICB 500; 1.000; 1.500; 2.500; 5.000 10; 20; 30; 50; 100
Cymbopogon winterianus
Ovo 150; 750; 1.200; 1.500; 1.750 3; 15; 25; 30; 35
Larva 1.250; 1.500; 2.000; 2.500; 2.750 25; 30; 40; 50; 55
Pupa 2.000; 4.000; 8.000; 12.000; 16.000 40; 80; 160; 240; 320
Adulto 15.000; 20.000; 30.000; 35.000; 40.000 300; 400; 600; 700; 800
ICB 150; 600; 750; 1.250; 2.000 3;12; 15; 25; 40
Cymbopogon flexuosus
Ovo 500; 1.250; 2.000; 2.500; 3.000 10; 25; 40; 50; 60
Larva 900; 1.250; 1.500; 2.000; 2.250 20; 25; 30; 40; 45
Pupa 2.000; 4.000; 8.000; 20.000; 22.000 40; 80; 160; 400; 440
Adulto 7.500; 15.000; 20.000; 30.000; 40.000 150; 300; 400; 600; 800
ICB 150; 600; 750; 1.250; 2.000 3;12; 15; 25; 40
Cymbopogon martinii
Ovo 500; 1.000; 1.500; 2.500; 3.000 10; 20; 30; 50; 60
Larva 100; 500; 1.500; 2.000; 3.000 2; 10; 30; 40; 60
Pupa 7.500; 10.000; 15.000; 20.000; 30.000 150; 200; 300; 400; 600
Adulto 2.500; 7.500; 10.000; 20.000; 40.000 50; 150; 200; 400; 800
ICB 100; 500; 1.000; 1.500; 2.000 2;10; 20; 30; 40
Geraniol
Ovo 100; 500; 1.000; 1.500; 2.500 2; 10; 20; 30; 50
Larva 500; 1.000; 1.500; 2.000; 2.500 10; 20; 30; 40; 50
Pupa 1.250; 2.500; 5.000; 7.500; 10.000 25; 50; 100; 150; 200
Adulto 2.500; 5.000; 7.500; 15.000; 30.000 50; 100; 150; 300; 600
ICB 50; 100; 250; 500; 1.000 1, 2;5;10; 20

Legenda: ICB= Inibicéo de controle biolégico.

Nos testes de avaliacdo da atividade adulticida, foram usadas fitas de papel filtro
whatman n°1 (80g), com area de 10 cm? (1x10cm), impregnadas com 0,2 mL de cada solugao.

Para a avaliacdo das atividades ovicida, larvicida, pupicida e inibicdo do ciclo bioldgico,
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utilizou-se discos do mesmo papel filtro com area de 23,76 cm?, impregnados com 0,47 mL de
cada solugédo. Nos testes de avaliacdo da atividade repelente, as tiras do mesmo papel filtro com
area de 7 cm? (0,7x10cm) foram usadas, impregnados 0,12 mL de cada solucéo.

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

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

Como controle positivo, para os desafios que avaliaram atividade frente pulgas adultas,
larvas e pupas, foi utilizado o fipronil na concentragdo de 400 pg/mL (8 cm?), ja para os ensaios
de ovo e inibicdo do ciclo bioldgico foi usado piriproxifen na mesma concentracédo. No teste de
repeléncia usou-se 0 N,N-Dietil-m-toluamida (DEET) na concentracdo de 40.000 pug/mL (800
rg/cm?) como controle positivo.

3.5.3 Avaliacao da atividade inseticida in vitro dos 6leos essenciais Cymbopogon nardua,
Cymbopogon winterianus, Cymbopogon flexosus, Cymbopogon martinii e geraniol frente
aos estagios de ovo, larva, pupa e adultos de Ctenocephalides felis felis

A metodologia descrita abaixo foi realizada da mesma maneira nos testes de screening
e nos testes definitivos.

Para a determinacdo da atividade dos OE’s e do geraniol frente a pulgas adultas, foram
utilizados 10 casais da pulga C. felis felis, ndo alimentados e com 14 dias de idade, para cada
repeticdo de cada produto testado. Os insetos foram dispostos em um tubo de ensaio (1x10cm)
com uma fita de papel filtro impregnada com as diferentes concentracfes de OE’s, conforme
descrito no item acima.

Para a avaliacdo da atividade inseticida frente aos estagios imaturos, foram selecionados
10 exemplares de ovos com idade inferior a 24 horas, 10 larvas com idade entre cinco a sete
dias (larvas de terceiro estadio) e 10 pupas com idade de 10 dias de idade, para cada repetigéo.
Estes foram dispostos em placas de petri plasticas (60x15cm) que continham em seu interior o
disco de papel filtro impregnado com as diferentes concentrac6es de OE’s, conforme descrito
no topico acima.

Apos o desafio, o material foi incubado em cdmara climatizada do tipo B.O.D (demanda

bioquimica de oxigénio) com temperatura e umidade relativa controlada (27 + 1°C; 75 + 10%).
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A leitura dos testes foi realizada no tempo de 24 e 48 horas para as pulgas adultas e larvas, 72
horas para ovos e 15 dias para as pupas, apos o periodo de incubag&o.

O critério de avaliacdo empregado para pulgas adultas e larvas foi o de motilidade, ou
seja, qualquer exemplar que apresentasse um minimo de motilidade seria considerado vivo. O
critério utilizado para os ovos foi o de eclodibilidade, onde qualquer ovo que se apresentasse
rompido ou com alteracdo na sua caracteristica morfoldgica seria considerado invidvel. Ja para
as pupas, o critério de avaliacdo utilizado foi o de inibicdo da emergéncia e mortalidade de
pulgas adultas, ou seja, foi realizada a quantificacdo de adultos emergidos do pupario e, através
de estimulagdo manual, o pupério foi rompido para avaliacdo da viabilidade da pulga adulta ali
presente.

Apbs as avaliagbes os dados foram tabulados, e foi calculado o percentual de

mortalidade para cada concentracao utilizando a formula descrita por Abbott (1925).

Mortalidade = (nUmero de insetos mortos no tratado — nimero de insetos mortos no controle)

x 100/ (100 — namero de insetos mortos no controle).

3.5.4 Avaliacéo da atividade in vitro na interrupcéo do ciclo bioldgico de Ctenocephalides
felis felis dos oOleos essenciais de Cymbopogon nardus, Cymbopogon winterianus,
Cymbopogon flexosus, Cymbopogon martinii e geraniol

Para a avaliacdo da interrupcédo do ciclo biolégico de C. felis felis, foram separados 10
exemplares de ovos, com idade inferior a 24 horas, para cada repeticdo do produto testado. Os
ovos foram acondicionados em placas de petri plasticas (60x15cm) que continham em seu
interior o disco de papel filtro impregnado com as diferentes concentracdes de OE’s, conforme
descrito no item 3.5.2.

Em seguida, foi adicionado meio grama de uma dieta necessaria para o desenvolvimento
larval, preparada a partir de uma mistura de farelo de trigo, sangue bovino desidratado e areia
lavada, na proporcdo de 1:1:5, conforme descrito por Correia et al. (2003). As placas de petri
foram fechadas com suas tampas e elastico, e acondicionadas em camara climatizada com
temperatura de 27£1°C e umidade relativa de 75£10%, durante um periodo de 30 dias. Apés 0
periodo de incubacédo, o material foi avaliado com o auxilio de um microscopio estereoscopico

e foi considerado inviavel todo ovo que ndo fosse capaz de gerar uma pulga adulta.
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ApoOs as avaliacBes, os dados foram tabulados e foi calculado o percentual de
mortalidade para cada concentracdo utilizando a férmula descrita por Abbott (1925), conforme

demonstrado acima.

3.5.5 Avaliacdo da eficacia residual in vitro dos o6leos essenciais Cymbopogon nardus,
Cymbopogon winterianus, Cymbopogon flexuosus, Cymbopogon martinii e geraniol frente
a pulgas adultas de Ctenocephalides felis felis

Para avaliacdo da atividade residual dos OE’s e do geraniol frente a pulgas adultas, foi
utilizada a mesma metodologia descrita no item 3.5.3. Neste caso, foi escolhida a primeira
concentragdo que obteve 100% de mortalidade nos testes definitivos, tais como 40.000 pg/mL
/ 800 pg/cm? para o OE de C. nardus, C. winterianus e C. flexuosus, e 30.000 pg/mL / 600
pg/cm? para o OE de C. martinii e geraniol.

A avaliacdo da mortalidade era realizada a cada 24 horas apds a exposicdo ao papel filtro
impregnado e, ap6s cada avaliacéo, as pulgas eram removidas e adicionados novos individuos.

A avaliacdo foi realizada até que se obtivesse percentual de mortalidade igual a zero.

3.5.6 Eficéacia repelente in vitro dos 6leos essenciais de Cymbopogon nardus, Cymbopogon
winterianus, Cymbopogon flexuosus, Cymbopogon martinii e geraniol frente a adultos de
Ctenocephalides felis felis

A metodologia empregada para a avaliagdo da atividade repelente in vitro dos OE’s de
C. nardus, C. winterianus, C. flexuosus, C. martinii e do geraniol foi a técnica para determinar
a suscetibilidade ou resisténcia de pulgas com inseticidas descrita pela World Health
Organization (1981), adaptada por Su et al. (2014).

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

Em seguida, as fitas de papel filtro foram impregnadas (conforme descrito no item 3.5.2)
e apds a secagem, uma fita adesiva dupla face transparente foi colada longitudinalmente nas
duas tiras de papel filtro impregnadas. Em cada tubo, foram inseridas duas fitas de forma

vertical ao tubo e paralelas entre si, uma impregnada com o diluente (acetona 20%) e outra
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impregnada com o OE (ou controle positivo). Apds fixacdo das fitas, foram inseridos cinco
casais de pulgas dentro de cada tubo e aguardado um periodo de 30 minutos.

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

e 48 horas. Ap0ds isso, foi calculado o PR.

3.5.7 Analise dos dados

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

Mortalidade (%) = (nimero de insetos mortos no tratado — nimero de insetos mortos no

controle) x 100 / (100 — numero de insetos mortos no controle).

Os dados encontrados no experimento foram tabulados e, os valores de CLso e CLgo para
cada uma das avaliagdes listadas acima foram calculados estatisticamente por meio da analise
Probit, utilizando o programa computacional RStudio Team software (2020, RStudio:
Integrated Development Environment for R. RStudio, PBC, Boston, MA, USA) com intervalo
de confianga de 95% (p<0,05).

Nos ensaios de repeléncia, apds contabilizado a distribuicdo das pulgas nas fitas, foi
determinado o percentual de repeléncia a partir da formula descrita pela World Health
Organization (1981):

Repeléncia (%) = (Numero de individuos na fita com placebo - Numero de individuos na fita
com OE / Numero de individuos na fita com placebo) x 100.

Os dados de PR foram tabulados e avaliados pelo teste de normalidade de Shapiro-
wilkis, como ndo apresentaram distribuicdo normal, os dados medios de PR de repeléncia

comparando as diferentes concentracdes de um mesmo OE em diferentes tomadas de tempo e
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dos diferentes OEs com suas respectivas concentracdes e tomadas de tempo foram analisados
pelo teste de Kruskall-wallis com intervalo de confianca de 95% (p < 0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo da Composicdo Quimica dos Oleos Essenciais

Ap0s a realizacdo da cromatografia gasosa e identificacao dos constituintes encontrados
na composicdo dos OEs, foi possivel observar que os constituintes majoritarios identificados
foram: citronelal (26,77%), geraniol (19,38%) e citronelol (15,08%) para C. winterianus;
citronelal (38,6%), geraniol (19,3%), citronelol (14,1%) para C. nardus; geraniol (64,96%) e
acetato de geranila (17,19%) para C. martinii; e geranial (36,13%), neral (28,91%) e geraniol

(10,34%) para C. flexuosus. O resultado detalhado do cromatograma esta exposto na tabela 2.

Tabela 2. Resultado da composi¢do quimica dos dleos essenciais de Cymbopogon winterianus,
Cymbopogon nardus, Cymbopogon martinii e Cymbopogon flexuosus (continua)
Composigdo Quimica (%)

Constituinte OECW OECN OECM OECF
Limoneno 5.22 --- 3.48
Linalol 1.0 1.2 4,99 1.6
Isopulegol 1.49 --- --- .-
Citronelal 26.77 38.6 0,33 ---
Isopulegol 0.81 --- --- .-
Citronelol 15.08 141 - S
Neral 2.30 2.8 0,3 28.91
Acetato de Linalila 0.37 --- .- I
Geraniol 19.38 19,3 64,96 10.34
Geranial 2.70 3.6 0,99 36.13
Acetato de Citronelil 4.35 --- - S
Eugenol 1.10 .- S .-
Acetato de Geranila 4.40 3.1 17,19 ---
Beta-elemeno 1.76 --- .- I
Germacreno-D 2.12 --- --- 1.07
Alfa-Muuroleno 0.68 --- .- I
Germacreno A 0.34 --- .- .
Gama-Cadineno 0.81 --- .- I
Delta-Cadineno 2.38 --- - S
Elemol 3.10 0.9 --- .-
Germacreno-D-4-ol 0.76 --- - S
Gama-eudesmol 0.46 --- - -
Epi-alfa-cadinol 0.48 --- - S
Alfa-cadinol 1,7 --- --- S
Mirceno --- 9.0 0,31 .-
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Tabela 2. Resultado da composi¢do quimica dos dleos essenciais de Cymbopogon winterianus,
Cymbopogon nardus, Cymbopogon martinii e Cymbopogon flexuosus (continuagéo)
Composi¢do Quimica (%)

Constituinte OECW OECN OECM OECF
Citronelato de metila --- 2.2 - I
B-cariofileno .- 0,7 . .

Isoborneol --- 1,8 S

Alfa-pineno --- --- 0,06 0,17
Canfeno --- 0,76
Heptenona --- --- --- 1,18
Cineol-1.8 --- --- 0,3 0,48
Pentilbutanoato --- --- --- 0,84
Cénfora --- --- --- 0,56
Cis-carveol --- .- - 0,15
Alfa-terpineol --- --- --- 0,22
Piperitona --- --- - 0,15
Acetato de nerila --- --- --- 5,2
Z-cariofileno --- --- .- 3,6
Gama-muuroleno --- --- - - 0,14
Silvestreno --- --- 1,42 -
Ocimeno <(2)-p --- --- 1,06 S
Ocimene <(E)-B --- --- 1,4 .-
Iso-Menthol --- --- 0,02 -
Nerol --- --- 0,52 ---
Formato de nerila --- --- 0,14 ---
Cariofileno <(E)-> --- --- 3,55 ---
Alfa-humuleno --- --- 0,26 ---
Butanoato de geranila --- --- 0,27 .-
Oxido de cariofileno --- - 0,4 I
Farnesol <(2E,62)-> --- --- 0,89 ---
N.I 0,44 2,7 0,64 5,02

Legenda: OECW = éleo essencial Cymbopogon winterianus; OECN = 6leo essencial Cymbopogon nardus; OECM
= 0leo essencial Cymbopogon martinii; OECF = 6leo essencial Cymbopogon flexosus.

De acordo com a literatura, a espécie C. winterianus apresenta o perfil metabdlico mais
diferenciado, com os componentes majoritarios citronellal, geraniol, citronellol e elemol
podendo apresentar uma faixa de variacdo de 26-36%; 16-84%; 7-15% e 2-10% no seu
percentual, respectivamente (AKHILA, 2010; AVOSEH et al., 2015; HANAA et al., 2012;
KAKARAPARTHI et al., 2014; SINGH; KUMAR, 2017). Tais resultados corroboram com o0s
valores encontrados no presente estudo.

Resultados semelhantes também foram publicados por Martins (2006), no estudo

referente a acdo acaricida do OE de C. winterianus, encontrando alto teor de citronelal, geraniol
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e o citronelol na sua composicdo. Os resultados indicaram que o citronelal e o geraniol tiveram
uma acéo acaricida significativamente mais forte que o citronelol.

Outros trabalhos realizados, visando a identificacdo dos constituintes do OE de C.
nardus por CG, também demonstraram compostos monoterpénicos e sesquiterpénicos em sua
composi¢do. Segundo Castro et al. (2010), o OE extraido de C. nardus possui alto teor de
citronelal, geraniol e citronelol em sua composicao, porém, os percentuais divergem com 0s
valores encontrados no presente trabalho, pois pode ocorrer variacao de acordo com a época de
colheita da planta. Resultados semelhantes também foram encontrados nos trabalhos publicados
por Castro et al. (2007) e por Mahalwal e Ali (2003).

No estudo de Kumar, Srivastava e Dubey (2007), a analise cromatografica do OE de C.
martinii revelou trés compostos principais: geraniol (82,9%), acetato de geranila (7,49%) e
linalol (3,1%). Tal analise é compativel com os constituintes majoritarios evidenciados nesse
estudo, apesar de apresentarem percentuais distintos.

Na pesquisa de Lima et al. (2013), analisando a composic¢do quimica do 6leo essencial
de C. martinii, identificou um total de oito compostos no produto testado, divergindo da
composicdo encontrada no OE do presente trabalho. Porém, também evidenciou altas
concentracOes de geraniol (78,54%), classificando-o como o componente majoritario.

Rosa et al. (2010), analisando o OE de varios estigios de desenvolvimento das
inflorescéncias de palmarosa, observaram que com a maturidade das inflorescéncias havia um
decréscimo significativo no percentual de acetato de geranil em sua composicdo, em
contrapartida, o percentual de geraniol apresentava aumento. Com base na anélise
cromatografica, os principais componentes do OE de C. martinii foram registrados como
geraniol e geranil acetato, apresentando menor quantidade de outros constituintes na sua
composicao.

O citral esta entre os principais componentes presentes no 6leo essencial de diversas
espécies do género Cymbopogon (D’AVILA et al., 2016; RANA; DAS; BLAZQEUZ, 2016;
SINGH; KUMAR, 2017; WANY et al., 2013), porém, a espécie C. flexuosus é a Unica
caracterizada por apresentar somente B-Citral e a-Citral em altas concentragdes, enquanto 0s
demais compostos estdo presentes em menores quantidades (AKHILA, 2010; AVOSEH et al.,
2015). O percentual de a-Citral e B-Citral observados no presente trabalho, corrobora com os
valores de referéncia encontrados na literatura, podendo variar entre 30-45% e 29-50%,
respectivamente (AKHILA, 2010; AVOSEH et al., 2015).
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Vale ressaltar que a composicdo quimica dos OEs e 0s percentuais dos componentes
majoritarios encontrados dentro de uma mesma espécie de planta podem sofrer variacbes em
virtude de diversos fatores, como: material vegetal utilizado, fase de crescimento da planta,
método de extracdo, época do ano, horario da colheita, condi¢bes de cultivo, modo de secagem
do material, fatores ambientais e escolha do gendtipo (CASTRO et al., 2010; MORAIS;
MARINHO-PRADO, 2018; ROSA et al., 2010), o que justifica as divergéncias de percentagens
encontrados na literatura. Devido a essas caracteristicas, para a execu¢do dos ensaios in vitro
no presente estudo, utilizamos OES comerciais para garantir maior padronizacdo dos

constituintes.

4.2 Determinacdo da atividade inseticida in vitro dos o6leos essenciais de Cymbopogon
nardus, Cymbopogon winterianus, Cymbopogon flexuosus e Cymbopogon martinii e do
geraniol contra Ctenocephalides felis felis — Testes de Screening

Na primeira etapa deste experimento, foi realizado um teste preliminar (screening) com
0 objetivo de avaliar a eficacia dos OEs de C. nardus, C. winterianus, C. flexuosus e C. martinii,
e do geraniol, frente a pulga C. felis felis, permitindo a determinacdo das faixas de
concentracgdes ideais que seriam utilizadas na realizacdo dos ensaios definitivos para o controle
de ovos, larvas, pupas, adultos e inibicdo do ciclo biol6gico da pulga, além da determinacdo do
céalculo de CLsg e CL g0,

Como ja citado anteriormente, foram testadas 10 concentra¢des de cada solucdo e as
diluicdes foram realizadas de forma seriada (1:2) a partir da maior concentracao. Os resultados
obtidos nos testes preliminares frente a ovos (tabela 3), larvas (tabela 4), pupas (tabela 5) e

adultos (tabela 6) de C. felis felis estdo demonstrados a seguir.
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Tabela 3. Percentual de mortalidade de ovos da pulga Ctenocephalides felis felis expostas a
diferentes concentracbes dos o6leos essenciais de Cymbopogon nardus, Cymbopogon
winterianus, Cymbopogon flexuosus, Cymbopogon martinii e geraniol durante o teste
preliminar, no tempo de 72 horas de desafio.

Mortalidade (%)

pg/mL pg/cm? OECN OECW OECF OECM Geraniol

72h 72h 72h 72h 72h

Controle negativo 20,0 10,0 5,0 0 10,0
Placebo 20,0 5,0 10,0 0,0 20,0

78,1 1,6 30,0 5,0 50 5,0 15,0
156,25 3,12 20,0 10,0 10,0 15,0 20,0
3125 6,25 45,0 25,0 15,0 10,0 15,0
625 12,5 20,0 35,0 25,0 30,0 45,0
1250 25 40,0 65,00 55,0 95,0 80,0
2500 50 30,0 100,0 95,0 100,0 65,0
5000 100 55,0 100,0 100,0 100,0 95,0
10000 200 70,0 100,0 100,0 100,0 100,0
20000 400 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
40000 800 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Controle Positivo 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Legenda: H = horas; OECN = Oleo essencial de Cymbopogon nardus; OECW = Oleo essencial de Cymbopogon
winterianus; OECF = Oleo essencial de Cymbopogon flexuosus; OECM = Oleo essencial de Cymbopogon martinii.

Como pode ser observado, com 72 horas ap06s o desafio, o geraniol e todos os 4 OEs
avaliados alcancaram 100% de mortalidade nas duas maiores concentracfes analisadas, que
corresponde a 400 e 800 pg/cm?. Porém, vale ressaltar que os OEs de C. winterianus e C.
martinii ja alcancaram este resultado desde a concentragio de 50 pg/cm?, enquanto o OE de C.
flexuosus e geraniol atingiram tais taxas a partir da concentragdo de 100 pg/cm?e 200 pg/cm?,

respectivamente (tabela 3).
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Tabela 4. Percentual de mortalidade de larvas da pulga Ctenocephalides felis felis expostas a
diferentes concentracbes dos o6leos essenciais de Cymbopogon nardus, Cymbopogon
winterianus, Cymbopogon flexuosus, Cymbopogon martinii e Geraniol durante o teste
preliminar, nos tempos de 24 e 48 horas de desafio.

Mortalidade (%0)

pg/mL  pg/em: OECN OECW OECF OECM Geraniol

24h  48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h

Controle negativo 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Placebo 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

78,1 1,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

156,25 3,12 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

3125 6,25 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 5,0 0,0 0,0 0,0

625 12,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 5,0 5,0 5,0 0,0 0,0

1250 25 0,0 00 200 300 500 600 400 450 0,0 0,0

2500 50 0,0 0,0 950 950 1000 100,0 100,0 1000 0,0 0,0
5000 100 0,0 0,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
10000 200 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
20000 400 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
40000 800 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Controle Positivo 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Legenda: H = Horas; OECN = Oleo essencial de Cymbopogon nardus; OECW = Oleo essencial de Cymbopogon
winterianus; OECF = Oleo essencial de Cymbopogon flexuosus; OECM = Oleo essencial de Cymbopogon martinii.

Todos os OEs analisados, assim como o geraniol, demonstraram atividade larvicida

frente a C. felis felis nas maiores concentragdes utilizadas, ja nas primeiras 24 horas apds o

desafio. As cinco solucdes testadas alcancaram 100% de mortalidade a partir da concentracao

de 200 um/cm?, sendo que os OEs de C. flexuosus e C. martinii ja apresentaram mortalidade

maxima desde a concentracdo de 50 pm/cm?, enquanto os OE de C. winterianus e o geraniol

apresentaram tal resultado a partir de 100 um/cm? (tabela 4).

Na avaliacao ap6s 48 horas de desafio, os OEs e o geraniol ndo apresentaram variagdes

significativas nos percentuais de mortalidade, mantendo resultados de acordo com as

concentraces ja evidenciadas com 24 horas de exposicédo (tabela 4).
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Tabela 5. Percentual de mortalidade de pupas da pulga Ctenocephalides felis felis expostas a
diferentes concentracbes dos o6leos essenciais de Cymbopogon nardus, Cymbopogon
winterianus, Cymbopogon flexuosus, Cymbopogon martinii e Geraniol durante o teste
preliminar, no tempo de 15 dias de desafio.

Mortalidade (%0)

pg/mL pg/cme OECN OECW OECF OECM Geraniol
15d 15d 15d 15d 15d
Controle Negativo 50 0 10,0 0 15,0
Placebo 0 10,0 15,0 0 0
78,1 1,6 50 5,0 5,0 0 0
156,25 3,12 0 5,0 15,0 0 0
312,5 6,25 0 10,0 15,0 0 10,0
625 12,5 0 0 10,0 0 0
1250 25 0 10,0 30,0 0 0
2500 50 5,0 15,0 45,0 35,0 15,0
5000 100 50 5,0 60,0 70,0 5,0
10000 200 10,0 75,0 75,0 100,0 75,0
20000 400 85,0 100,0 95,0 100,0 100,0
40000 800 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Controle Positivo 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Legenda: d = dias; OECN = Oleo essencial de Cymbopogon nardus; OECW = Oleo essencial de Cymbopogon
winterianus; OECF = Oleo essencial de Cymbopogon flexuosus; OECM = Oleo essencial de Cymbopogon martinii.

O OE de C. martinii foi o Unico capaz de demonstrar 100% de eficacia pupicida a partir
da concentragdo de 200 pm/cm?, enquanto o OE de C. winterianus e o geraniol comegaram a
apresentar tal resultado apenas na concentracio de 400 pm/cm?2. Os OEs de C. nardus e C.
flexuosus demandaram mais tempo para alcancarem 100% de mortalidade, apresentando tal

percentual apenas na maior concentragdo avaliada (800 pm/cm?) (tabela 5).
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Tabela 6. Percentual de mortalidade de adultos da pulga Ctenocephalides felis felis expostas a
diferentes concentracbes dos o6leos essenciais de Cymbopogon nardus, Cymbopogon
winterianus, Cymbopogon flexuosus, Cymbopogon martinii e Geraniol durante o teste
preliminar, durante 24 e 48 horas de desafio.

Mortalidade (%0)
pg/mL pg/cme OECN OECW OECF OECM Geraniol

24h  48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
Controle Negativo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Placebo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
78,1 1,6 0 0 0 0 0 0 0 0 5,0 5,0
156,25 3,12 0 15,0 0 0 0 0 0 0 0 15,0
312,5 6,25 0 15,0 0 0 0 0 O 0 10,0 25,0
625 12,5 0 20,0 0 0 0 0 0 0 0 5,0
1250 25 0 15,0 0 0 0 0 0 0 10,0 75,0
2500 50 50 40,0 50 50 5,0 5,0 5,0 50 50,0 50,0
5000 100 20,0 60,0 5,0 5,0 100 100 10,0 20,0 70,0 850

10000 200 650 850 100 200 20,0 250 850 850 750 950
20000 400 85,0 100,0 40,0 450 40,0 50,0 950 950 1000 1000
40000 800 100,0 100,0 100,0 100,0 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Controle Positivo  100,0 100,0 100,0 100,0 1000 100,0 100,0 1000 100,0 100,0

Legenda: H = Horas; OECN = Oleo essencial de Cymbopogon nardus; OECW = Oleo essencial de Cymbopogon
winterianus; OECF = Oleo essencial de Cymbopogon flexuosus; OECM = Oleo essencial de Cymbopogon martinii.

A partir desses dados, podemos observar que com 24 horas apés o desafio todos os 4
OEs avaliados alcangcaram 100% de mortalidade frente a adultos de C. felis felis somente na
maior concentracéo utilizada, que corresponde a 800 pg/cm?, com excecdo do geraniol, que
comegcou a demonstrar mortalidade de 100% a partir da concentragio de 400 pg/cm?. O OE de
C. nardus apresentou mortalidade de 65% na concentracio de 200pm/cm? e 85% em
400pum/cm?. Ja o dleo de C. winterianus obteve mortalidade de 40% na concentragdo de
400pum/cm? e resultados insatisfatorios nas menores concentragdes. Na avaliagdo do dleo de C.
flexuosus foi observado mortalidade de 20% na concentragdo de 200pum/cm? e 40% na
concentracio de 400pm/cm? O 6leo de C. martinii alcancou mortalidade de 85% na
concentragéo de 200pum/cm? e de 95% em 400um/cm?. Por fim, o geraniol atingiu taxas de 50,
70 e 75%, nas concentragdes de 50, 100 e 200 pm/cm?, respectivamente (tabela 6).

Na avaliacdo apds 48 horas de desafio, foi observado que o OE de C. nardus e o geraniol
foram os Unicos capazes de alcancarem 100% de mortalidade na segunda maior concentragdo
avaliada (400 pm/cm?), porém, o geraniol ja havia demonstrado eficacia maxima nas primeiras
24 horas de exposic¢do, enquanto o C. nardus demandou mais tempo, apresentando tal resultado

somente com 48 horas. Os demais OEs ndo apresentaram variagOes significativas nos
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percentuais de mortalidade, mantendo taxas proporcionais as evidenciadas com 24 horas de
exposicéo (tabela 6).

Nesta primeira fase, destaca-se o geraniol, que demonstrou resultados acima de 50% de
mortalidade a partir da concentracdo de 50 pm/cm?, em 24 e 48 horas de exposi¢éo, enquanto
os demais 6leos nesta mesma concentragdo demostraram atividade significativamente inferior
(tabela 6).

A partir do desempenho dos OEs e do geraniol neste teste preliminar, foi realizado um
ajuste de concentragdes para cada estagio do ciclo evolutivo de C. felis felis, com o intuito de
escolher a faixa mais adequada para a realizacdo dos ensaios definitivos, onde o percentual de

mortalidade fosse linear e crescente, conforme demonstrado a seguir.

4.3 Atividade do 6leo essencial de Cymbopogon nardus frente a diferentes estagios de
Ctenocephalides felis felis

Apbs a realizacdo dos testes definitivos, foi possivel observar que o OE de C. nardus
alcancou 100% de eficacia nas maiores concentracOes testadas de todos os estagios do ciclo
bioldgico, que correspondem a 200 pg/cm? para ovo e larva, 400 pg/cm? para pupa e 800pg/cm?
para adultos, como também na inibicdo do ciclo bioldgico (100 pg/cm?). No caso das larvas e
adultos de C. felis felis, a eficAcia maxima alcangada foi evidenciada ja nas primeiras 24 horas
de desafio (tabela 7).

Na analise das fases imaturas de C. felis felis, podemos concluir que os estagios de ovo
e larva apresentaram percentuais de mortalidade superiores a 90% na segunda maior
concentracéo da solugdo (100 pg/cm?), enquanto a fase de pupa atingiu apenas 80% na segunda
maior concentracdo avaliada (300 pg/cm?), mesmo esta sendo relativamente maior quando
comparada aos demais estagios. Percentuais acima de 50% de mortalidade foram observados
nas concentragdes de 50; 60 e 200 pg/cm? para os estagios de ovo, larva e pupa, respectivamente
(tabela 7).

Em relagdo aos adultos, percentuais superiores a 40% e 80% de mortalidade foram
alcancados nas concentrages de 400 pg/cm? e 600 pg/cm?, respectivamente, em 24 e 48 horas
de desafio. Comparando os tempos avaliados, apresentou uma diferenca discreta de mortalidade
nas concentragdes de 100, 300 e 400 pg/cm? (tabela 7).

56



J& na inibicdo do ciclo bioldgico, percentuais superiores a 40% foram encontrados na
menor concentra¢do avaliada (10 pg/cm2) e resultados acima de 90% foram observados na

concentracéo de 50 pg/cm? (tabela 7).

Tabela 7. Percentual de mortalidade do 6leo essencial de Cymbopogon nardus frente aos
estagios de ovo, larva, pupa, adulto e inibi¢éo do ciclo biologico da pulga Ctenocephalides felis
felis

Ovo Larva Pupa Adulto ICB
pg/cme pg/cme ug/cm: pg/cm: pg/cme

72h 24h  48h 15d 24h  48h 30d

Cont. Neg. 5,0 Cont. Neg. 0 0 Cont. Neg. 0 Cont. Neg. 0 0 Cont. Neg. 3,3

Placebo 0 Placebo 0 0 Placebo 0 Placebo 1,7 33 Placebo 0
20 16,4 50 31,7 383 100 254 100 2,0 3,0 10 438
30 40,0 60 550 60,0 150 454 300 233 283 20 78,9
50 61,8 80 68,3 750 200 70,9 400 417 46,7 30 85,9
100 92,7 100 933 950 300 80,0 600 86,7 86,7 50 92,9
200 100,0 200 100,0 100,0 400 100,0 800 100,0 100,0 100 100,0

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

Legenda: ICB = Inibi¢do do Ciclo Biolégoco; h = Horas; d = dias; Cont. Neg. = Controle Negativo; Cont. Pos. =
controle positivo.

A partir dos dados de mortalidade obtidos, foi realizada a analise de Probit para estimar
as CLso e CLgo de todos os estdgios (adultos e imaturos) de C. felis felis e da ICB, expostos ao

OE de C. nardus. Os resultados encontram-se listados na tabela 8.

Tabela 8. Concentracdo letal 50 e 90 do 6leo essencial de Cymbopogon nardus frente aos
estagios de ovo, larva, pupa, adultos e inibicdo do ciclo biolégico da pulga Ctenocephalides
felis felis

1C (95%)
Estagio Slope Vr R: ¥ p
CL.(pg/cmy) CL. (ng/cm?)

Ovo 72d 35,1(27,7-43,2) 102,0 (98,2 — 248,2) 2,8 0,36 0,932 2,386 0,335
Larva 24h 59,4 (51,9 - 65,5) 98,84 (86,1 -129,2) 58 1,77 0,884 3,653 0,545
48h 55,6 (47,3 -61,6) 92,95 (81,3 -121,4) 57 1,74 0,865 2,347 0,328

Pupa 15d 167,2 (134,4 — 198,2) 338,3(301,0 —359,2) 21 0,36 0,913 5,255 0,655
Adulto 24 h 466,2 (445,7 — 588,6) 759,4 (686,6 — 822,7) 2,2 1,06 0,792 1,565 0,185
48h 450,5 (431,9 -570,3) 728,8 (660,2 — 891,6) 19 1,67 0,764 1,276 0,135

ICB 30d 10,3 (6,0 —13,7) 33,7 (25,7 -53,8) 25 2,48 0,756 1,726 0,214

Legenda: d = dia; h = horas; ICB = inibicao do ciclo bioldgico; CLs = concentragdo letal 50; CL.,= concentracdo
letal 90; IC = intervalo de confianga; Vr = variacdo; R?= coeficiente de regresso; ¥? = qui-quadrado

Com base nos resultados apresentados, os valores de CLso calculados para o OE de C.
nardus frente aos estagios de C. felis felis apresentaram variagio de 35,1 a 466,2 pg/cm? em
todos os tempos de desafio, sendo que o estagio de ovo apresentou um menor valor de CLsp,

enquanto o estagio adulto apresentou o maior valor. Além disso, foi possivel observar que na
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concentracdo de 10,30 pg/cm? consegue-se interromper 50% do desenvolvimento de C. felis
felis (tabela 8).

Quando comparadas as CLsg dos diferentes estagios, podemos observar que o OE de C.
nardus apresentou a seguinte ordem de poténcia: inibicdo do desenvolvimento (CLso = 10,3
ug/cm?) > ovo (CLso = 35,1 pg/cm?) > larva (CLso = 59,4 ng/cm?) > pupa (CLso = 167,2 ng/cm?)
> adulto (CLso = 466,2 pg/cm?). Quando calculado a poténcia relativa, percebe-se que o OE
avaliado foi 13,28 vezes mais potente para ovo, 7,84 vezes mais potente para larva e 2,78 vezes
mais potente para pupa quando comparado ao estagio adulto. Esses resultados demonstram que
0s adultos sdo menos sensiveis a acdo do OE C. nardus do que os demais estagios evolutivos,
ou seja, necessitam de uma maior concentracao para que seja capaz de levar a morte de 50% da
populacéo, corroborando com o que foi descrito por Blagburn e Dryden (2009), em que a pulga
adulta é a fase do ciclo evolutivo menos suscetiveis a ectoparasiticidas.

Em relacéo aos adultos e larvas, quando comparada a poténcia relativa entre os tempos
de desafio de 24 e 48 horas, € possivel perceber que a razdo foi inferior a 2, isso significa que
um tempo maior de exposicdo ao OE nao difere na mortalidade dos exemplares.

Na determinacdo da CLago, a faixa de concentragdo para os estagios do ciclo evolutivo
variou entre 92,95 a 759,4 ng/cm? em todos os tempos de exposi¢do, porém, nesse caso, 0
estagio de larva passou a apresentar os menores valores de CLgo, enquanto o estagio adulto
apresentou 0 mesmo perfil anterior, compreendendo o maior valor obtido. Também foi possivel

2 consegue-se interromper 90% do

observar que na concentragdo de 33,67pug/cm
desenvolvimento de C. felis felis (tabela 8).

A partir dos resultados obtidos, podemos observar que o OE de C. nardus apresenta
eficacia inseticida satisfatdria frente a ovos, larvas, pupas e adultos de C. felis felis. A atividade
inseticida do OE C. nardus frente a larvas e adultos de outro inseto hemat6fago também ja foi
publicado por Borges et al. (2021) e Zulfikar e Sitepu (2019), respectivamente, visando o
combate do mosquito A. aegypti. A eficacia adulticida desse OE frente a pragas agricolas
também ja& foi publicada por Caballero-Gallardo et al. (2021), Doumbia et al. (2014) e
Telaumbanua et al. (2021).

Segundo o experimento publicado por Santos et al. (2020), o OE de C. nardus
apresentou 100% de eficacia para adultos de C. felis felis apenas na maior concentragdo
avaliada, correspondente a 800 pg/cm? (CLso = 597,05 pg/cm?), mas demonstrou uma maior
sensibilidade frente aos estagios imaturos dessa espécie (CLso = 11,98 e 7,32 pg/cm? para ovo

e larva, respectivamente), corroborando com os resultados observados no presente estudo.
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Porém, conseguimos obter 100% de eficécia ovicida e larvicida em menores concentrac@es do
produto (200pg/cm?) quando comparado aos resultados publicados por tais autores, que s6
alcangaram essa percentagem na concentragdo de 400 pg/cm?. Quando comparado os valores
de CLso obtidos com o presente estudo, percebe-se que os autores evidenciaram um valor
superior para o estagio adulto, no entanto, alcangaram valores inferiores para os estagios de ovo

e larva.

4.4 Atividade do 6leo essencial de Cymbopogon winterianus frente a diferentes estagios
de Ctenocephalides felis felis

Na analise dos dados obtidos, foi possivel observar que o OE de C. winterianus alcancou
eficdcia maxima nas maiores concentracdes testadas frente aos estagios de larva, pupa e adulto
de C. felis felis, que correspondem a 55; 320 e 800 pg/cm?, respectivamente, porém, na fase de
ovo, ndo foi possivel alcancar 100% de mortalidade mesmo na maior concentracdo avaliada (35
ug/cm?). Além disso, foi possivel observar que a partir da concentragdo de 40 pg/cm? consegue-
se inibir em 100% o desenvolvimento de C. felis felis (tabela 9).

Nas avaliacdes de atividade ovicida e larvicida foram observadas uma pequena taxa de
mortalidade no grupo placebo. Entretanto, essa mortalidade ja é esperada dentro do ciclo
evolutivo de C. felis felis, uma vez que se espera uma eclodibilidade de 70 — 100% em uma
populagéo de pulgas (RUST, 2005; RUST; DRYDEN, 1997).

No ensaio ovicida, vale ressaltar que, apesar de ter apresentado uma taxa acima de 90%
somente na maior concentracio testada (35 pg/cm?), essa fase foi exposta a concentracoes
relativamente mais baixas do OE quando comparado as outras fases do ciclo evolutivo. Os
demais estagios, nesta mesma faixa de concentracdo, possuiram percentuais mais baixos ou
nenhuma atividade.

Em relacdo as outras fases imaturas de C. felis felis, podemos observar que as larvas
apresentaram taxas superiores a 40% na concentracdo de 30 pg/cm? e mortalidade superior a
98% a partir da concentragdo de 50 pg/cm?, para ambos os tempos de desafio. Enquanto a fase
de pupa atingiu percentual e 39,6% e 92,5% somente nas concentracdes de 80 pg/cm? e 240
pg/cm?, respectivamente (tabela 9).

Na mortalidade dos adultos, percentuais superiores a 40% e 90 % foram alcancados nas
concentragdes de 400 pg/cm? e 700 pg/cm?, respectivamente, em 24 e 48 horas de desafio. Ja
na inibicdo do desenvolvimento, resultados superiores a 66% foram encontrados na
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concentragio de 15 pg/cm?, e taxas acima de 88% foram observados na segunda maior

concentracéo avaliada (25 pg/cm?) (tabela 9).

Tabela 9. Percentual de mortalidade do 6leo essencial de Cymbopogon winterianus frente aos
estagios de ovo, larva, pupa, adultos e inibicdo do ciclo bioldgico da pulga Ctenocephalides

felis felis
Ovo Larva Pupa Adulto ICB
pg/cme pg/cme ug/cm: pg/cm: pg/cme
72h 24h  48h 24h  48h 30d
Cont. Neg. 33 Cont. Neg. Cont. Neg. Cont. Neg. Cont. Neg.
Placebo 6,7 Placebo 1,67 1,67 Placebo 0 Placebo 0 0 Placebo 0
3 9,8 25 8,3 10,0 40 26,4 300,0 10,0 10,0 3 9,4
15 30,0 30 40,0 483 80 39,6 400,0 400 433 12 37,7
25 77,4 40 71,7 71,7 160 77,4 600,0 75,0 78,3 15 66,0
30 88,3 50 983 983 240 92,5 700,0 900 933 25 88,7
15 98,4 55 100,0 100,0 320 100,0 800,0 100,0 100,0 40 100,0
Cont. Pos.  100,0 Cont.Pos. 100,0 1000 Cont.Pos. 1000 Cont.Pos. 100,0 1000 Cont. Pos. 100,0

Legenda: ICB = inibi¢do do ciclo biolégoco; h = horas; d = dias; Cont. Neg. = controle negativo; Cont. Pos. =
controle positivo.

A partir dos dados de mortalidade obtidos, foi realizada a anélise de Probit para estimar

as CLso e CLgo de todos os estagios de C. felis felis e na inibicdo do desenvolvimento, expostos

ao Oleo essencial de C. winterianus. Os resultados encontram-se listados na tabela 10.

Tabela 10. Concentragdo letal 50 e 90 do 6leo essencial de Cymbopogon winterianus frente
aos estagios de ovo, larva, pupa, adultos e inibicdo do ciclo bioldgico da pulga Ctenocephalides

felis felis
IC (95%)
Estégio Slope Vr R: xr p
CL.(pg/cme) CL., (ng/cm?)

Ovo 72h 16,0 (12,9-17,2) 39,5(32,5-52,3) 3,0 1,40 0,981 29,766 0,999
Larva 24N 32,6 (31,1 - 33,9) 42,5 (40,3 -45,6) 11,13 1,89 0923 10245 0,885
48 h 31,9 (30,4 -33,4) 42,4 (40,1 - 45,6) 10,5 2,04 0,930 13,043 0,957

Pupa 15d 85,3 (69,5 — 100,5) 236,1 (194,6 — 333,3) 28 092 0964 12,072 0,966
Adulto 24 h 441,9 (413,1 - 470,6) 698,9 (638,0 — 794,7) 6,4 1,95 0,967 10,591 0,898
48 h 440,0 (413,9 - 466,2) 659,0 (607,9 — 736,3) 73 1,36 0,960 4,401 0,377

ICB 30d 12,0 (8,8 -13,4) 28,4 (22,7 —40,4) 3,2 1,67 0,945 14,019 0,992

Legenda: ICB = inibicdo do ciclo bioldgoco; h = Horas; CL. = concentracao letal 50; CL.= concentracéo letal 90;
IC = intervalo de confianca; Vr = variagdo; R?= coeficiente de regressdo; x> = qui-quadrado

Com base nos resultados apresentados, os valores de CLso calculados para o OE de C.

winterianus frente aos estagios de C. felis felis apresentaram variagao de 16,0 a 441,9 pug/cm?

em todos os tempos de desafio, sendo que o estagio de ovo apresentou um menor valor de CLso,

enquanto o estagio adulto apresentou o maior valor. Além disso, foi possivel observar que na

concentragio de 12,0 pg/cm? consegue-se interromper 50% do desenvolvimento de C. felis felis
(tabela 10).
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Quando comparadas as CLsg dos diferentes estagios, podemos observar que o OE de C.
winterianus apresentou a seguinte ordem de poténcia: inibicdo do desenvolvimento (CLso =
12,0 pg/cm?) > ovo (CLso = 16,0 pg/cm?) > larva (CLso = 32.6pg/cm?) > pupa (Clso =
85,4ng/cm?) e adulto (CLso = 441,9ug/cm?). Quando calculado a poténcia relativa, percebe-se
que o OE avaliado foi 27,61 vezes mais potente para ovo, 13,55 vezes mais potente para larva
e 5,17 vezes mais potente para pupa quando comparado ao estagio adulto. Esses resultados
demonstram que os adultos sdo consideravelmente menos sensiveis a acdo do OE C.
winterianus do que os demais estagios evolutivos avaliados, pois precisam de uma maior
concentracdo do produto para alcangarem 50% de mortalidade em uma populagdo. Tais
resultados também corroboram com o trabalho que foi descrito por Blagburn e Dryden (2009),
no qual relatam que pulgas adultas sdo as fases do ciclo evolutivo menos suscetiveis a
ectoparasiticidas.

Considerando os valores de CLso demonstrados nos estagios de larva e adultos apos 24
e 48 horas de exposicdo, é possivel perceber que também ndo ha diferenca significativa na
atividade do OE nos dois tempos avaliados, ou seja, mesmo apds 48 horas de exposicdo ndo ha
um aumento consideravel da eficacia do 0leo essencial. No caso das larvas e dos adultos, a
raz&o apresentada no calculo da CLso foi de 1,02 e 1,00, respectivamente.

Na determinacao da CLago, a faixa de concentragdo para os estagios do ciclo evolutivo
variou entre 39,5 a 698,9 pg/cm? em todos os tempos de exposicdo. Nesse caso, 0 estagio de
ovo e adultos apresentaram o mesmo perfil demonstrado na determinacdo da CLso,
compreendendo o menor e o maior valor obtido, respectivamente. Também foi possivel

observar que na concentracio de 28,4 pg/cm?

consegue-se interromper 90% do
desenvolvimento de C. felis felis (tabela 10).

A atividade ovicida e larvicida deste OE ja foi descrita no controle da mosca
Cochliomyia hominivorax (BRICARELLO et al., 2021) e do mosquito A. aegypti (MANH et
al., 2020), assim como a sua eficécia frente a pragas de grdos armazenados também ja foi
relatada, tais como Acanthoscelides obtectus (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2019),
Spodoptera frugiperda (SILVA et al., 2018), Tetranychus urticae (VICENTINI et al., 2015) e
Callosobruchus maculatus (GUSMAO et al., 2013). Além da sua capacidade leishmanicida e

tripanocida, publicada recentemente por Pereira et al. (2022).
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4.5 Atividade do 6leo essencial de Cymbopogon flexuosus frente a diferentes estagios de
Ctenocephalides felis felis

Com base nos dados tabulados, foi possivel observar que o OE de C. flexuosus alcangou
100% de eficacia nas maiores concentragdes testadas de todos os estagios da pulga C. felis felis,
que correspondem a 60; 45, 440 e 800 pg/cm? para ovo, larva, pupa e adultos, respectivamente.
O desenvolvimento de C. felis felis foi inibido em 100% na concentracéo de 40 pg/cm? (tabela
11).

Na analise das fases imaturas e dos adultos, todos os estagios alcancaram taxas
superiores a 90% nas concentragdes de 50; 40, 400 e 600 pg/cm? para ovos, larvas, pupas e
adultos, respectivamente. Ja na ICB, um percentual de 88,7% foi encontrado na concentracdo
de 25 pg/cm? (tabela 11).

Tabela 11. Percentual de mortalidade do 6leo essencial de Cymbopogon flexuosus frente aos
estagios de ovo, larva, pupa, adulto e inibi¢do do ciclo bioldgico da pulga Ctenocephalides felis
felis

Ovo Larva Pupa Adulto ICB
pg/cme pg/cme ug/cm: pg/cme pg/cme
72h 24 h 48 h 15d 24 h 48 h 30d
Cont. Neg. 33 Cont. Neg. 0 0 Cont. Neg. Cont. Neg. 0 0 Cont. Neg. 0
Placebo 0 Placebo 0 0 Placebo 0 Placebo 0 0 Placebo 0
10 20,4 20 71 7,1 40 18,9 150 11,67 11,67 3 9,4
25 46,3 25 639 717 80 321 300 350 40,91 12 37,7
40 61,1 30 86,7 86,7 160 75,5 400 60,0 75,0 15 66,0
50 90,7 40 983 983 400 96,2 600 90,0 950 25 88,7
60 100,0 45 100,0 100,0 440 100,0 800 100,0 100,0 40 100

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

Legenda: ICB = inibic¢do do ciclo biolégoco; h = horas; d = dias; Cont. Neg. = controle negativo; Cont. Pos. =
controle positivo.

A partir dos dados de mortalidade obtidos, foi realizada a anélise de Probit para estimar
as CLso e CLgo de todos os estagios de C. felis felis e na inibicdo do desenvolvimento, expostos

ao Oleo essencial de C. flexuosus. Os resultados encontram-se listados na tabela 12.
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Tabela 12. Concentracao letal 50 e 90 do 6leo essencial de Cymbopogon flexuosus frente aos
estagios de ovo, larva, pupa, adultos e inibi¢do do ciclo biolégico da pulga Ctenocephalides
felis felis

IC (95%)
Estagio Slope Vr R: V4 p
CL.(pg/cme) CL., (ng/cm?)

Ovo 72h 20,7 (16,6 — 24,4) 48,6 (46,8 - 86,7) 2,7 0,92 0,994 22,021 0,999
Larva 24h 25,7 (24,2-21,2) 33,2(31,2-36,4) 11,5 1,42 0,923 4,029 0,454
48h 23,3 (22,8 -26,7) 34,3 (30,3-354) 11,9 1,39 0,917 7,028 0,781

Pupa 15d 88,7 (60,2 —98,4) 238,0 (181,7 — 366,6) 2,7 0,67 0,780 5,745 0,941
Adulto 24h 311,3(282,1 - 341,3) 647,9(573,2 - 758,0) 4,0 0,85 0,983 9,764 0,797
48h 310,6 (274,5 - 342,9) 566,9 (502,3 — 675,4) 4,9 2,04 0,977 13,946 0,984

ICB 30d 13,8 (8,1-15.) 45,3 (27,6 —55,0) 2,7 0,54 0,956 5,509 0,761

Legenda: ICB = inibic&o do ciclo biol6goco; h = Horas; CL., = concentracdo letal 50; CL.= concentracéo letal 90;
IC = intervalo de confianca; Vr = variagdo; R?= coeficiente de regressio; 2 = qui-quadrado.

Na andlise estatistica, percebe-se que os valores de CLsg calculados para o 6leo essencial
de C. flexuosus frente aos estagios de C. felis felis apresentaram variacdo de 20,67 a
311,3pg/cm? em todos os tempos de desafio, sendo 0 menor valor determinado para o estagio
de ovo, enquanto o maior valor foi observado no estagio adulto, apds 24 horas de exposicéao.
Também foi possivel observar que na concentragio de 13,81 png/cm? consegue-se interromper
50% do desenvolvimento de C. felis felis (tabela 12).

Quando comparadas as CLso dos diferentes estagios, podemos observar que o OE de C.

flexuosus apresentou a seguinte ordem de poténcia: inibicdo do desenvolvimento (CLso

13,8ug/cm?) > ovo (Clso = 20,7pg/cm?) > larva (CLso = 25,7ug/cm?) > pupa (CLso

88,7ng/cm?) e adulto (CLso = 311,3pg/cm?). Quando calculado a poténcia relativa, percebe-se
que o OE avaliado foi 15,03 vezes mais potente para ovo, 12,11 vezes mais potente para larva
e 3,50 vezes mais potente para pupa quando comparado ao estagio adulto. Esses resultados
demonstram a maior susceptibilidade dos ovos a acdo do OE de C. flexuosus, além disso,
também corroboraram com o que foi publicado por Blagburn e Dryden (2009), uma vez que 0s
adultos demonstraram menor sensibilidade & atividade do 6leo avaliado.

Considerando os valores de CLso demonstrados, quando a poténcia relativa entre o
tempo de exposicdo de 24 e 48 horas para larvas e adultos é avaliada, é possivel perceber que a
razdo estimada é de 1,10 e 1,0, respectivamente. Tais resultados demonstram que o tempo de
exposicao é indiferente para eliminacdo das larvas e pulgas adultas, pois ndo hd um aumento
significativo da eficicia do OE ap0s 48 horas de exposicdo quando comparado ao desafio de
24 horas.

Na determinacdo da CLgo, a faixa de concentragdo para os estagios do ciclo evolutivo
variou entre 33,2 a 647,9 pg/cm? em todos 0s tempos de exposicdo. Nesse caso, 0 estagio de

larva apresentou o menor valor obtido, apds 24 horas de desafio, ja o estagio adulto permaneceu
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com o mesmo perfil demonstrado na determinacdo da CLsg, compreendendo o maior valor
obtido apds 24 horas de exposicdo. A partir dos resultados, também foi possivel observar que
na concentragdo de 45,3 pg/cm? consegue-se interromper 90% do desenvolvimento de C. felis
felis (tabela 12).

O impacto do OE de C. flexuosus frente aos mosquitos A. aegypti e Anopheles spp foi
publicado recentemente por Castillo-Morales et al. (2021) frente a ovos e larvas, e por Bhatt e
Kale (2019) frente a ovos e adultos, respectivamente. O seu potencial biopesticida também ja
foi relatado contra o caruncho-do-feijdo Callosobruchus maculatus (DOS SANTOS et al.,
2022), gorgulho-do-milho Sitophilus zeamais (MOTA FILHO et al., 2022) e lagarta-do-
cartucho Spodoptera frugiperda (OLIVEIRA et al., 2018).

4.6 Atividade do 6leo essencial de Cymbopogon martinii frente a diferentes estagios de
Ctenocephalides felis felis

O OE de C. martinii alcangou 100% de eficacia nas maiores concentracdes testadas de
todos os estagios do ciclo bioldgico de C. felis felis, que correspondem a 60 pg/cm? para ovo e
larva, 600 pg/cm? para pupa e 800pg/cm? para adultos, como também na inibicdo do
desenvolvimento (40 pg/cm?) (tabela 13).

Na analise das fases imaturas, podemos observar que 0s estagios de ovo, larva e pupa
alcancaram taxas superiores a 88%, 73% e 90%, respectivamente, na segunda maior
concentragéo avaliada, que correspondem a 50; 40 e 400 pg/cm?, respectivamente. Porém, vale
ressaltar que o estagio de pupa foi desafiado com uma concentracéo relativamente superior aos
demais estagios (tabela 13).

Em relagdo aos adultos, percentuais superiores a 51% e 93% de mortalidade foram
alcancados nas concentracdes de 150 e 400 pg/cm?, para ambos os tempos de desafio (tabela
13).

Ja na inibicdo do desenvolvimento, percentuais superiores a 62% foram encontrados na
terceira maior concentracdo avaliada (20 pug/cm?2) e resultados acima de 85% foram observados
na concentracao de 30 pg/cm2 (tabela 13).
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Tabela 13. Percentual de mortalidade do 6leo essencial de Cymbopogon martinii frente aos
estagios de ovo, larva, pupa, adulto e inibic¢éo do ciclo biologico da pulga Ctenocephalides felis
felis

Ovo Larva Pupa Adulto ICB
pg/cm: pg/cm: ug/cme pg/cm: pg/cm:
72h 24h  48h 15d 24h  48h 30d
Cont. Neg. 6,7 Cont. Neg. 0 0 Cont. Neg. 3,3 Cont. Neg. 0 0 Cont. Neg. 6,7
Placebo 0 Placebo 0 0 Placebo 0 Placebo 0 0 Placebo 0
10 6,7 2 0 33 150 25,0 50 250 250 2 10,7
20 43,3 10 16,7 20,0 200 44,2 150 51,7 55,0 10 39,3
30 71,7 30 51,7 56,7 300 76,9 200 850 850 20 62,5
50 88,3 40 733 76,7 400 90,4 400 933 96,7 30 85,7
60 100,0 60 100,0 100,0 600 100,0 800 100,0 100,0 40 100,0

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

Legenda: ICB = inibic&o do ciclo biolégoco; h = horas; d = dias; Cont. Neg. = controle negativo; Cont. Pos. =
controle positivo.

A partir dos dados de mortalidade obtidos, foi realizada a analise de Probit para estimar
as CLso e CLgo de todos os estagios de C. felis felis e na inibicdo do desenvolvimento, expostos

ao Oleo essencial de C. martinii. Os resultados encontram-se listados na tabela 14.

Tabela 14. Concentracéo letal 50 e 90 do 6leo essencial de Cymbopogon martinii frente aos
estagios de ovo, larva, pupa, adultos e inibicdo do ciclo biolégico da pulga Ctenocephalides
felis felis

1C (95%)
Estagio Slope Vr R: xr p
CLo(pg/cm?) CL., (ng/cm?)

Ovo 72h 22,0 (18,7-25,3) 44,1 (37,1 - 56,8) 43 0,72 0,968 4,472 0,654
Larva 24h 19,4 (11,9 - 25,5) 58,8 (56,1 -79,2) 58 1,77 0,884 3,653 0,545
48h 15,6 (11,3-31,6) 52,9 (51,3-81,4) 57 1,74 0,865 2,347 0,328

Pupa 15d 188,1 (157,4 — 214,2) 362,97 (309,3 — 474,5) 45 2,27 0,951 1,247 0,130
Adulto 24h 103,2 (76,5 — 129,4) 313,7 (241,8 — 466,8) 2,7 0,38 0,879 10,153 0,962
48h 99,9 (74,5 - 125,0) 291,5 (224,7 — 436,7) 2,8 0,36 0,802 7,727 0,898

ICB 30d 10,9 (7,1 -12,8) 36,7 (27,1 -58,4) 2,3 0,44 0,992 36,571 1,000

Legenda: ICB = inibicdo do ciclo bioldgoco; h = Horas; CL. = concentracdo letal 50; CL.= concentracéo letal 90;
IC = intervalo de confianca; Vr = variagdo; R?= coeficiente de regressio; x> = qui-quadrado

Com base nos resultados apresentados, os valores de CLso calculados para o 6leo
essencial de C. martinii frente aos estagios de C. felis felis apresentaram variacdo de 15,6 a
188,1 pug/cm? em todos os tempos de desafio, sendo que o estagio de larva apresentou um menor
valor de CLso, enquanto o estagio de pupa apresentou o maior valor. Além disso, foi possivel

2 consegue-se interromper 50% do

observar que na concentracdo de 10,9 pg/cm
desenvolvimento de C. felis felis (tabela 14).
Quando comparadas as CLso dos diferentes estagios, podemos observar que o OE de C.

martinii apresentou a seguinte ordem de poténcia: inibicdo do desenvolvimento (CLsg =
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10,9ug/cm?) > larva (CLso = 19,4 pg/cm?) > ovo (Clso = 22,0pg/cm?) > adulto (ClLso =
103,2pg/cm?) e pupa (CLso = 188,1 pg/cm?). Com a determinagio da poténcia relativa, percebe-
se que o OE avaliado foi 9,69 vezes mais potente para larvas e 8,55 vezes mais potente para
ovos, quando comparado ao estagio de pupa, porém, ndo demonstrou diferenca significativa de
poténcia em relacdo aos adultos, uma vez que a razéo obtida foi de 1,82.

Esses resultados demonstram a susceptibilidade do estagio de larva a acdo do OE
avaliado, enquanto as pupas apresentam-se mais resistentes a atividade do 6leo do que os
demais estagios evolutivos, necessitando de uma maior concentracéo da solucédo para ser capaz
de alcancar 50% de mortalidade em uma populacdo. Este fato pode estar relacionado a presenca
do casulo pupal, que exerce protecdo a pupa frente aos fatores externos, categorizando-as como
0 estagio de maior resisténcia encontrado no ambiente (DRYDEN; RUST, 1994; LINARDI;
GUIMARAES, 2000).

Considerando os valores de CLso demonstrados nos estagios de larva e adultos, é
possivel perceber que ndo ha diferenca significativa na atividade do OE nos dois tempos
avaliados, ou seja, a exposicao por 24 horas é o suficiente para eliminar 50% de uma populacéo.
A razdo demonstrada no célculo da CLso das larvas e adultos foi de 1,24 e 1,03,
respectivamente.

Na determinacao da CLago, a faixa de concentracdo para os estagios do ciclo evolutivo
variou entre 44,1 a 362,97 pg/cm? em todos os tempos de exposicdo. O estigio de ovo
apresentou um menor valor de CLgo, enquanto a pupa apresentou 0 mesmo perfil demonstrado
na determinacdo da CLso, compreendendo o maior valor obtido. Também foi possivel observar
que na concentragdo de 36,7 pg/cm? consegue-se interromper 90% do desenvolvimento de C.
felis felis (tabela 14).

N&o existem trabalhos publicados que demonstrem a acdo do OE C. martinii frente a
pulgas. Porém, sua eficacia larvicida frente ao mosquito A. aegypti ja foi relatada por Tennyson
et al. (2013). Kumar, Srivastava e Dubey (2007) também relataram o efeito promissor do OE
C. martinii como pesticida botanico contra infestagdes dos besouros Callosobruchus chinensis
e Tribolium castaneum, afetando a oviposi¢do e o desenvolvimento de adultos. Resultados
satisfatorios frente a pragas agricolas também foram relatados por Devi et al. (2020) frente a
Tribolium castaneum e por Herndndez-lambrafio, Caballero-Gallardo e Olivero-Verbel (2014)

frente a Euprosterna elaeasa e Acharia fusca.
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4.7 Atividade do Geraniol frente a diferentes estagios de Ctenocephalides felis felis

Ap0s a realizacdo dos testes in vitro, foi possivel observar que o constituinte geraniol
alcancou 100% de eficacia nas maiores concentracGes testadas de todos os estagios do ciclo
bioldgico, que correspondem a 50 pg/cm? para ovo e larva, 200 pg/cm? para pupa e 600ug/cm?
para adultos, como também na inibicdo do ciclo biologico (20 pg/cm?). No caso das larvas e
adultos de C. felis felis, a eficacia maxima foi evidenciada ja nas primeiras 24 horas de desafio
(tabela 15).

Na andlise das fases de ovo e larva, percentuais de mortalidade superiores a 76% e 83%
foram demonstrados na segunda maior concentracio da solucdo (30 e 40pg/cm?),
respectivamente, enquanto a fase de pupa atingiu mortalidade de 87,5% na segunda maior
concentragéo avaliada (150 pg/cm?), mesmo esta sendo relativamente maior quando comparada
aos demais estagios. Percentuais acima de 50% de mortalidade foram observados nas
concentracdes de 20; 30 e 50 pg/cm? para os estagios de ovo, larva e pupa, respectivamente,
porém, na fase larval, esse percentual sé foi evidenciado apds 48 horas de desafio (tabela 15).

Em relagdo aos adultos, percentuais superiores a 56% e 91% de mortalidade foram
alcancados nas concentragdes de 100 pg/cm? e 300 pg/cm?, respectivamente, em 24 e 48 horas
de exposicdo ao produto (tabela 15).

Jé& na inibicdo do ciclo bioldgico, percentuais superiores a 62,5% foram encontrados na
concentracéo de 5 pg/cm? e resultados acima de 89,3% foram observados na concentracio de
10 pg/cm? (tabela 15).

Tabela 15. Percentual de mortalidade do geraniol frente aos estagios de ovo, larva, pupa,
adultos e inibicdo do ciclo biologico da pulga Ctenocephalides felis felis

Ovo Larva Pupa Adulto ICB
pg/cme pg/cm: ug/cme pg/cm: pg/cm:
72h 24 h 48 h 15d 24 h 48 h 30d
Cont. Neg. 3,3 Cont. Neg. 0 0 Cont. Neg. 11,0 Cont. Neg. 0 0 Cont. Neg. 6,7
Placebo 0 Placebo 0 0 Placebo 0 Placebo 0 0 Placebo 0
2 10,0 10 0 33 25 26,8 50 300 333 1 3,6
10 20,0 20 15,0 26,7 50 50,0 100 56,7 58,3 2 21,4
20 51,7 30 383 50,0 100 78,6 150 733 750 5 62,5
30 76,7 40 83,3 83,3 150 87,5 300 91,7 96,7 10 89,3
50 100,0 50 100,0 100,0 200 100,0 600 100,0 100,0 20 100,0

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

Legenda: ICB = inibic¢do do ciclo biolégoco; h = horas; d = dias; Cont. Neg. = controle negativo; Cont. Pos. =
controle positivo.

67



A partir dos dados de mortalidade obtidos, foi realizada a analise de Probit para estimar
as CLso e CLgo de todos os estagios de C. felis felis e na inibicdo do desenvolvimento, expostos

ao constituinte geraniol. Os resultados encontram-se listados na tabela 16.

Tabela 16. Concentracdo letal 50 e 90 do geraniol frente aos estagios de ovo, larva, pupa,
adultos e inibicdo do ciclo biologico da pulga Ctenocephalides felis felis

1C (95%)
Estagio Slope Vr R: e p
CLs(pg/cm?) CL., (ng/cm?)

Ovo 72h 14,7 (11,0 -18,9) 46,3 (39,7-51,1) 2.2 0,45 0,986 28,465 1,000
Larva 24 h 29,5 (26,8 -32,1) 43,3 (39,0 -50,9) 7,68 0,13 0,958 8,882 0,936
48 h 29,5 (26,7 -32,1) 43,3 (39,0 -50,9) 7,68 0,13 0,984 8,883 0,936

Pupa 15d 47,1(33,3-60,5) 183,79 (132,9 - 198,1) 2,2 0,46 0,969 15,148 0,996
Adulto 24 h 84,6 (68,7 — 102,6) 273,4 (172,4 — 304,4) 25 0,39 0,928 88,290 1,000
48 h 75,7 (61,7 - 91,3) 223,7 (178,0 — 329,0) 2,7 0,27 0,836 2,275 0,190

ICB 30d 3,6 (2,8 -4,6) 11,3(8,3-17,8) 2,6 0,39 0,927 4,500 0,657

Legenda: ICB = inibi¢&o do ciclo biologoco; h = Horas; CLs = concentragéo letal 50; CL.,= concentracéo letal 90;
IC = intervalo de confianca; Vr = variagdo; R?= coeficiente de regressio; 2 = qui-quadrado.

Com base nos resultados apresentados, os valores de CLso calculados para o geraniol
frente aos estagios de C. felis felis apresentaram variagio de 14,7 a 84,6 pg/cm? em todos 0s
tempos de desafio, sendo que o estagio de ovo apresentou um menor valor de CLsp, enquanto o
estagio adulto apresentou o maior valor. Também foi possivel observar que na concentracdo de
3,6 ng/cm? consegue-se interromper 50% do desenvolvimento de C. felis felis (tabela 16).

Quando comparadas as CLso dos diferentes estagios, podemos observar que o geraniol
apresentou a seguinte ordem de poténcia: inibicdo do desenvolvimento (CLso = 3,6 pg/cm?) >
ovo (CLso = 14,7 pg/cm?) > larva (CLso = 29,5 pg/cm?) > pupa (CLso = 47,1 pg/cm?) > adulto
(CLso = 84,6 ng/cm?). Com a determinagéo da poténcia relativa, percebe-se que o OE avaliado
foi 5,75 vezes mais potente para ovos e 2,86 vezes mais potente para larvas, quando comparado
ao estagio adulto. Quando comparada a poténcia relativa entre o estagio de pupa e adulto, é
possivel perceber que a razdo foi inferior a 2, demonstrando que ndo foi observado uma
diferenca significativa de poténcia entre eles. Esses resultados demonstram a susceptibilidade
do estagio de ovo a acdo do geraniol, enquanto os adultos apresentam-se mais resistentes a
atividade do composto, necessitando de uma maior concentracdo da solugdo para ser capaz de
alcangar 50% de mortalidade em uma populagéo.

Considerando os valores de CLso demonstrados nos estagios de larva e adultos, é
possivel perceber que ndo ha diferenga significativa na atividade do OE nos dois tempos

avaliados, ou seja, a exposicdo por 24 horas € o suficiente para eliminar 50% de uma populag&o.
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No caso das larvas, a razdo apresentada no calculo da CLso foi de 1,00, j& os adultos
apresentaram uma razdao de 1,11.

Na determinacdo da CLago, a faixa de concentragéo para os estagios do ciclo evolutivo
variou entre 43,3 a 273,4 pg/cm? em todos os tempos de exposicio. O estagio de larva
apresentou um menor valor de CLgo, enquanto o adulto apresentou 0 mesmo perfil demonstrado
na determinacdo da CLso, compreendendo o maior valor obtido. Também foi possivel observar
que na concentragdo de 11,3 pg/cm? consegue-se interromper 90% do desenvolvimento de C.
felis felis (tabela 16).

A atividade do geraniol frente a outros insetos hematofagos também estdo disponiveis
na literatura. Os autores Tabari et al. (2017), ap6s avaliarem a toxicidade do OE de Pelargonium
roseum e seus constituintes majoritarios B-citronelol (35,9%), geraniol (18,5%) e linalol
(5,72%) frente ao mosquito Culex pipiens, concluiram que o geraniol apresentou efeito larvicida
e ovicida satisfatorio, resultando em valores de CLso de 6,86 ¢ 0,8 pug/mL, respectivamente. A
atividade adulticida demonstrou ser dose e efeito dependente, mas apresentou menor agao
quando comparado ao OE avaliado (P < 0,001 para 2 pg/L e P < 0,01 para 5 pg/L).

A atividade ovicida promissora do geraniol para o tratamento de escabiose também ja
foi relatada por Li et al. (2021). Segundo os autores, o constituinte geraniol, assim como o
carvacrol e eugenol, presentes na composicdo de diversos OEs, apresentaram atividades
ovicidas significativas frente ao acaro Sarcoptes scabiei, obtendo percentagens de CLso de 2,0,
0,5, 0,9%, respectivamente.

Por outro lado, resultados insatisfatorios foram relatados por Kumar (2006), onde o
geraniol ndo demonstrou acdo téo eficaz quanto o OE de C. martinii frente a pragas de produtos
alimenticios armazenados, tais como Callosobruchus chinensis, Tribolium castaneum,

Rhyzopertha dominica e Sitophilus oryzae.

4.8 Comparacdo da atividade inseticida e na interrupc¢ao do ciclo biolégico dos 6leos
essenciais de Cymbopogon nardus, Cymbopogon winterianus, Cymbopogon flexuosus e
Cymbopogon martinii e do geraniol frente a Ctenocephalides felis felis

A anélise comparativa dos valores de CLso obtidos dos quatro 6leos essenciais avaliados
e do geraniol frente a pulga C. felis felis foi realizada para cada estagio. Para isso, foi utilizado
somente o tempo de avaliacdo de 24 horas para os estagios de larva e adulto, uma vez que ndo

houve um aumento significativo da eficacia ap6s 48 horas de desafio.

69



Quando comparadas as CLsodo estagio de ovo, podemos observar que os OEs avaliados
e 0 geraniol apresentaram a seguinte ordem de poténcia: geraniol (CLso = 14,7 pg/cm?) >
OECW (CLso = 16,0 pg/cm?) > OECF (CLso = 20,7 pg/cm?) > OECM (CLso = 22,0 pg/cm?) >
OECN (CLso = 35,1 pg/cm?).

A partir do exposto acima, e possivel verificar que o constituinte geraniol apresentou
um menor valor de CLso quando comparado aos OEs testados e, dentre os 6leos utilizados, 0
OECN apresentou o maior valor obtido. Quando realizado a comparacdo das poténcias
relativas, percebe-se que o geraniol foi 2,38 vezes mais potente para ovos, enquanto o OECW
demonstrou-se 2,19 vezes mais potente para esse mesmo estagio, quando comparados ao
OECN. Néo foi observado diferenga significativa no valor obtido pelo OECF e OECM em
comparagdo ao demonstrado pelo OECN, uma vez que apresentaram razdo de 1,69 e 1,59,
respectivamente.

Os valores de CLso e seus respectivos valores minimos e méximos da atividade ovicida

dos OEs avaliados e do geraniol, podem ser observados na figura 9.
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Figura 9. Valores de concentracdo letal 50 em pg/cm? dos 6leos essenciais de Cymbopogon winterianus
(OECW), Cymbopogon nardus (OECN), Cymbopogon flexosus (OECF), Cymbopogon martinii (OECM) e do
geraniol frente a ovos da pulga Ctenocephalides felis felis

A atividade ovicida do OECN (CLso = 11,98 pg.cm2) frente a C. felis felis também foi
evidenciada em um estudo publicado por Dos Santos et al. (2020), obtendo valor de CLsp

inferior ao encontrado no presente estudo. Os OEs de Alpinia zerumbet (CLso = 13,07 pg.cm2),
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Cinnamomum spp. (CLso=1,80 ug.cm™2), Laurus nobilis (CLso= 2,41 pg.cm 2), Mentha
spicata (CLso = 30,39 pg.cm2) e O. gratissimum (CLso = 1,79 pg.cm2), também avaliados no
experimento de Dos Santos et al. (2020), também apresentaram propriedades ovicidas contra
C. felis felis, destacando o OE de O. gratissimum por apresentar eficAcia promissora mesmo em
doses baixas do produto.

Outros OEs como O. vulgare (CLso= 94,5 pg/cm?), T. vulgaris (CLso =13,5 pug/cm?) e
C. cassia (CLso =3,0 pg/cm?) também demonstraram eficacia contra ovos de C. felis felis
(CONCEICAO et al., 2020b), mas com valores de CLso inferiores aos obtidos nesse estudo,
com excec¢do do OE O. vulgare, que obteve valor mais elevado.

Porém, resultados insatisfatorios com outro OE frente a C. felis felis foram publicados
por Batista et al. (2016), no qual o OE de S. mole néo foi capaz de impedir a eclodibilidade.

Quando comparadas as CLsg obtidas do estagio de larva, podemos observar que os OEs
avaliados e o geraniol apresentaram a seguinte ordem de poténcia: OECM (CLso = 19,4 pg/cm?)
> OECF (CLso =25,7 pg/cm?) > Geraniol (CLso = 29,5 pg/cm?) > OECW (CLso = 32,6 ng/cm?)
> OECN (CLso = 59,4 pg/cm?).

A partir do exposto acima, € possivel verificar que 0 OECM apresentou um menor valor
de CLso quando comparado ao geraniol e aos demais OEs testados, ja 0 0 OECN apresentou 0
maior valor obtido. Quando realizado a comparacao das poténcias relativas, percebe-se que o
OECM, OECF e geraniol foram 3,06; 2,31 e 2,01 vezes mais potentes para larvas, quando
comparados ao OECN, porém, ndo foi demonstrado diferenca significativa entre 0 OECN e
OECW (razdo = 1,82).

Os valores de CLso e seus respectivos valores minimos e maximos da atividade larvicida

dos OEs avaliados e do geraniol, podem ser observados na figura 10.
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Atividade Larvicida
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Figura 10. Valores de concentragio letal 50 em pg/cm? dos 6leos essenciais de Cymbopogon winterianus
(OECW), Cymbopogon nardus (OECN), Cymbopogon flexuosus (OECF), Cymbopogon martinii (OECM) e do
geraniol frente a larvas da pulga Ctenocephalides felis felis

A atividade larvicida de outros OEs frente a pulga C. felis felis também ja foi relatada
na literatura. Dos Santos et al. (2020). demonstraram maior sensibilidade do estagio de larva
de C. felis felis aos OEs avaliados, com valores de CLso relativamente inferiores aos
encontrados neste estudo, variando entre 0,43 e 12,57 pg/cm 2. Conceigdo et al. (2020b)
também demonstraram atividade larvicida satisfatéria para os OEs de C. cassia (CLsg =17,2
ng/cm?), T. vulgaris (CLso =35,4 pg/cm?) e O. vulgare (CLso =155,1 pug/cm?), apresentando
valores inferiores e superiores aos encontrados neste experimento para os OEs de C. cassia e
O. vulgare, respectivamente.

Quando comparadas as CLso do estagio de pupa, podemos observar que os OEs
avaliados e o geraniol apresentaram a seguinte ordem de poténcia: Geraniol (CLsp = 47,1
ng/cm?) > OECW (CLso = 85,3 pg/cm?) > OECF (CLso = 88,7 ng/cm?) > OECN (CLso = 167,2
ug/cm?) > OECM (CLso = 188,1 pg/cm?).

A partir disso, é possivel verificar que o constituinte geraniol apresentou um menor
valor de CLsg quando comparado aos OEs testados e, dentre os oOleos utilizados, 0 OECM
apresentou o maior valor obtido. Com relacdo a poténcia relativa, foi possivel verificar que o
geraniol, OECW e OECF foram 3,99; 2,20 e 2,12 vezes mais potentes para pupas,
respectivamente, quando comparados ao OECM. Porém, a razdo obtida entre 0 OECN e o
OECM foi inferior 2, demonstrando ndo haver diferenca significativa de poténcia.

72



Os valores de CLsg e seus respectivos valores minimos e maximos da atividade pupicida

dos OEs avaliados e do geraniol, podem ser observados na figura 11.
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Figura 11. Valores de concentragio letal 50 em pg/cm? dos 6leos essenciais de Cymbopogon winterianus
(OECW), Cymbopogon nardus (OECN), Cymbopogon flexuosus (OECF), Cymbopogon martinii (OECM) e do
geraniol frente a pupas da pulga Ctenocephalides felis felis

A atividade pupicida de outros OEs também podem ser encontrados na literatura.
Conceicdo et al. (2020b) demonstrou tal atividade frente a C. felis felis para os OEs de C. cassia
(CLso =34,6 pg/cm?), O. vulgare (CLso =98,4 pg/cm?) e T. vulgaris (CLso =203,2 pg/cm?).
Quando comparados aos resultados obtidos para os OEs avaliados neste trabalho, é possivel
verificar que o OE de C. cassia foi 0 Gnico a apresentar um valor de CLso inferior, ja 0 OE de
T. vulgaris apresentou CLs relativamente superior.

Outro experimento publicado por Freitas et al. (2020) também demonstrou eficacia
frente a pupas de C. felis felis com a utilizagdo dos OEs de de I. verum (CLso=35,4 ug/cm?) e
P. graveolans (CLso= 67,6 pg/cm?).

Quando comparadas as CLso do estagio adulto, podemos observar que os OEs avaliados
e o geraniol apresentaram a seguinte ordem de poténcia: Geraniol (CLso = 84,6 pg/cm?) >
OECM (CLso = 103,2 pg/cm?) > OECF (CLso = 311,3 pg/cm?) > OECN (CLso = 466,2 pg/cm?)
> OECW (CLso = 441,9 pg/cm?).

O constituinte geraniol mais uma vez apresentou um menor valor de CLso quando

comparado aos demais OEs avaliados, ja 0 OECW apresentou o maior valor obtido. Quando
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realizado a comparacgéo das poténcias relativas, percebe-se que o geraniol e 0 OECM foram
5,22 e 4,28 vezes mais potentes para adultos, respectivamente, quando comparados ao OECW.
Né&o foi observado diferenca significativa entre as razdes obtidas pelo OECF (1,41) e OECN
(0,94) quando comparado ao OECW.

Os valores de CLsp e seus respectivos valores minimos e maximos da atividade

adulticida dos OEs avaliados e do geraniol, podem ser observados na figura 12.
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Figura 12. Valores de concentragiio letal 50 em pg/cm? dos 6leos essenciais de Cymbopogon winterianus
(OECW), Cymbopogon nardus (OECN), Cymbopogon flexuosus (OECF), Cymbopogon martinii (OECM) e do
geraniol frente a adultos da pulga Ctenocephalides felis felis

Segundo o estudo relatado por Dos Santos et al. (2020), o OECN apresentou atividade
adulticida (CL50= 5,85ug/cm-2) in vitro frente C. felis felis, assim como os outros OEs
avaliados (Alpinia zerumbet, Cinnamomum spp., Laurus nobilis, Mentha spicata, O.
gratissimum), apresentando valores de CLso variando entre 5,85 e 597,56 pg/cm? apos 24 horas,
e entre 4,49 e 456,27 ng/cm? apos 48 horas de exposicdo. O OECN apresentou valor de CLso
significativamente inferior ao descrito neste trabalho.

Atividade do OE de Syzygium aromaticum e seu principal constituinte eugenol no
controle de adultos de C. felis felis foi descrito por Lambert et al. (2020), obtendo valores de
CLso de 5,70 pg/cm? e 2,40 pg/cm?, respectivamente, apds 24 horas de desafio. Tais resultados

também sdo inferiores aos obtidos no presente estudo.
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Conceicdo et al. (2020b) também demonstraram tal atividade para os OEs de C. cassia
(CLso=74,7 ng/cm?), T. vulgaris (CLso =64,5 pug/cm?) e O. vulgare (CLso =33,5 pg/cm?), sendo
este Ultimo o melhor valor de CLso obtido para adultos nos tempos de 24 e 48 horas (33,5 € 21,8
ug/cm2, respectivamente).

Da mesma forma, Batista et al. (2016) também descreveram a eficacia adulticida de OEs
obtidos a partir de frutas e folhas de Schinus molle, obtendo 100% de efic&cia nas concentracbes
de 800 pg/cm? (CLso = 353,95 pg/cm?) e 50 pg/cm? (CLso = 12,02 pg/cm?), respectivamente.

Quando comparadas as CLsp obtidas na inibi¢éo do ciclo biologico, podemos observar
que os OEs avaliados e o geraniol apresentaram a seguinte ordem de poténcia: geraniol (CLso
=3,6 ug/cm?) > OECN (CLso = 10,3 pg/cm?) > OECM (CLso = 10,9 pg/cm?) > OECW (CLso
= 12,00 pg/cm?) > OECF (CLso = 13,8 pg/cm?).

A partir dos valores de CLso expostos acima, € possivel verificar que o geraniol
apresentou um menor valor de CLso quando comparado aos demais OEs testados, ja 0 OECF
apresentou o maior valor obtido. Quando realizado a comparacdo das poténcias relativas,
percebe-se que o geraniol foi 3,83x mais potente na ICB quando comparado ao OECF. Nao foi
observado diferenca significativa entre as raz6es obtidas pelo OECN, OECM e o OECW (1,33;
1,26 e 1,15, respectivamente), quando comparados ao OECF.

Os valores de CLso e seus respectivos valores minimos e maximos encontrados na
inibicdo do ciclo bioldgico frente a C. felis felis dos OEs avaliados e do geraniol, podem ser

observados na figura 13, a seguir.
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Atividade na Inibi¢ao do Ciclo Biolégico

20,0

12,0
10,9

10,0 103 .
5,0 -
36
0,0
o, o, o, o, G,
@0,,/ <?Ql, %y é‘Q,[ “ay, oy

Figura 13. Valores de concentragio letal 50 em pg/cm? dos 6leos essenciais de Cymbopogon winterianus
(OECW), Cymbopogon nardus (OECN), Cymbopogon flexuosus (OECF), Cymbopogon martinii (OECM) e do
geraniol frente a inibicdo do ciclo biolégico da pulga Ctenocephalides felis felis

Alguns trabalhos demonstrando a atividade de OE’s obtidos a partir do género
cymbopogon na ICB de outros insetos podem ser encontrados na literatura.

Segundo Ketoh, Koumaglo e Glitho (2005), o OE de C. schoenanthus foi capaz de inibir
ovos e larvas de Callosobruchus maculatus (caruncho-do-feijdo) na concentragdo mais alta
testada (33,3 pl/l). Rodriguez-Gonzalez et al. (2019) relataram que a maior dose do OE de C.
winterianus (120 pL) aplicadas no feijao foram capazes de afetar o desenvolvimento de
Acanthoscelides obtectus, diminuindo significativamente a emergéncia desse inseto (53,50 +
3,40) em relacdo as outras doses (60, 24, 12, 6 uL) e o controle. O impacto do OE de C.
flexuosus e dos seus constituintes majoritarios (citral e acetato de geranila) na eclosdo e
desenvolvimento larval do mosquito A. aegypti também foi relatado por Castillo-Morales et al.
(2021), demonstrando que todas as concentracdes de acetato de geranila (6, 18 e 30 mg/L™?)
diminuiram a eclosdo dos ovos, enquanto o OE (3 e 6 mg/L™?) alterou a muda entre instares
larvais e entre larvas e pupas em comparagdo com o grupo controle.

Gusmao et al. (2013), em um estudo comparando a atividade dos OEs de Eucalyptus
citriodora, E. staigeriana, C. winterianus e Foeniculum vulgare no manejo de uma praga
agricola, também demonstrou que o OE de C. winterianus foi capaz de reduzir em 100% a
oviposicdo e emergéncia de adultos de Callosobruchus maculatus na maior concentragdo
utilizada (622,5 ppm).
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Baseado nos valores de CLsp obtidos a partir da atividade inseticida e ICB de todos 0s
estagios de C. felis felis, € possivel observar que o geraniol apresentou menores valores de CLso
na ICB e para todos os estagios de C. felis felis avaliados, exceto para o estagio larval. Apesar
disso, demonstrou ser uma molécula promissora para o desenvolvimento de formulacGes
ectoparasiticidas para o controle dessa pulga tanto no ambiente quanto no hospedeiro. O OE de
C. martinii demonstrou ser capaz de eliminar as larvas de C. felis felis em menores
concentracdes, porém, demonstrou ter menor eficacia pupicida e atividade mediana na ICB
quando comparado aos valores de CLso obtidos nos demais OEs avaliados e geraniol. O OE de
C. nardus ndo apresentou resultados tdo promissores frente aos estagios imaturos e adultos de
C. felis felis quando comparado aos outros OEs e ao geraniol, obtendo os maiores valores de
CLso para as fases de ovo e larva, e o segundo maior valor obtido para pupa e adulto, porém,
dentre os OEs avaliados, foi 0 que apresentou melhor atividade na ICB, com resultado inferior
somente ao geraniol. O OE de C. winterianus apresentou o segundo menor valor de CLso
encontrado para os estagios de ovo e pupa, porém, obteve o maior valor demonstrado para
adultos e o segundo maior para larvas e na ICB. Ja o OE de C. flexuosus obteve valores de CLso
medianos para todos os estagios avaliados, quando comparado ao geraniol e os outros OES
utilizados neste experimento, porém demonstrou o maior valor de CLso na ICB.

Os valores de CLso obtidos na ICB foram consideravelmente inferiores aos
demonstrados para os estagios de ovo, larva, pupa e adulto de C. felis felis expostos aos 4 OEs
avaliados e ao geraniol, ou seja, menores concentracdes das solucbes sdo necessarias para inibir
a emergéncia de pulgas adultas. Tal resultado pode estar relacionado com o maior tempo de
exposicao do parasito a molécula avaliada.

Quando comparado aos resultados de CLsg obtidos com outros OEs descritos na
literatura para o controle de pulgas, é possivel observar que os valores demonstrados no
presente trabalho foram superiores a grande maioria encontrada na literatura. Porém, vale
ressaltar que este é o primeiro estudo objetivando o controle da pulga C. felis felis através da
utilizag&o do geraniol e dos OEs de C. winterianus, C. flexuosus e C. martinii. Apesar de outros
trabalhos utilizando o OE de C. nardus frente a este ectoparasito ja terem sido publicados, ainda
s80 necessarios novos estudos para estabelecimento da sua atividade inseticida e na interrupcao
do ciclo bioldgico. Além disso, outros ensaios visando o desenvolvimento de formulagfes ou
até mesmo para a avaliacdo da atividade sinérgica destes OEs contra essa subespécie de pulga

podem ser realizados.
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4.9 Eficacia Residual dos 6leos essenciais de Cymbopogon nardus, Cymbopogon
winterianus, Cymbopogon flexuosus e Cymbopogon martinii e do geraniol frente a adultos
de Ctenocephalides felis felis

Para o OE de C. nardus a concentracdo utilizada para a eficacia residual foi de 800
ug/cm? (40.000 pg/mL). O percentual de mortalidade foi de 100% apenas no primeiro dia e foi
decrescendo até a zero no dia 19. Os dados de eficacia residual para 0 OE de C. nardus estdo

demonstrados na figura 14, a seguir.
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Figura 14. Eficacia residual do 6leo essencial de Cymbopogon nardus frente a adultos de Ctenocephalides felis
felis

O OE de C. winterianus também foi testado na concentracdo de 800 pg/cm:(40.000
pug/mL) e apresentou percentual de mortalidade igual a 100% no primeiro dia de anélise e foi
decaindo até a zero ap6s 20 dias do inicio desafio. Os dados de eficacia residual para o OE de
C. winterianus estdo demonstrados na figura 15.
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Cymbopogon winterianus
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Figura 15. Eficacia residual do 6leo essencial de Cymbopogon winterianus frente a adultos de Ctenocephalides
felis felis

O OE de C. flexuosus foi testado também na concentracao de 800 pg/cm:(40000 pg/mL)
e apresentou percentual de mortalidade igual a 100% no primeiro dia de analise e foi decaindo

até a zero apds 19 dias do inicio do desafio. Os dados de eficacia residual para o OE de C.
flexuosus estdo demonstrados na figura 16.
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Figura 16. Eficacia residual do 6leo essencial de Cymbopogon flexuosus frente a adultos de Ctenocephalides
felis felis
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Para 0 OE de C. martinii (Figura 17) a concentracéo utilizada foi de 600 pg/cm? (30000
pg/mL) e foi possivel observar 100% de mortalidade apds 24 horas do desafio e a eficacia

residual foi decaindo até a zero 26 dias ap0s o inicio do desafio.
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Figura 17. Eficacia residual do 6leo essencial de Cymbopogon martinii frente a adultos de Ctenocephalides felis
felis

Para o geraniol também foi utilizada a concentragdo de 600 pg/cm2 (30000 pg/mL) e
foi possivel observar 100% de mortalidade apds 48 horas do desafio, e a eficacia residual foi

decaindo até a zero no vigésimo sexto dia apos inicio do desafio, conforme demonstrado na
figura 18.
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Figura 18. Eficacia residual do geraniol frente a adultos de Ctenocephalides felis felis
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Juntamente com os desafios, sempre foi realizado o controle positivo (fipronil 8 pg/cm:
- 400 pg/mL) que apresentou eficacia residual de 98% no vigésimo sexto dia apés o desafio,
além do controle negativo e placebo, que ndo apresentaram mortalidade durante as analises.

O experimento de eficacia residual foi realizado com o intuito de avaliar a longevidade
da atividade inseticida do geraniol e dos OEs de C. nardus, C. winterianus, C. flexuosus e C.
martinii frente ao estagio adulto da pulga C. felis felis. Na avaliacéo, foi possivel observar que
0 OE de C. martinii e o constituinte geraniol foram 0s que apresentaram maior persisténcia na
atividade inseticida, com auséncia de eficacia apds 26 dias de avaliacdo. Na sequéncia, podemos
observar o OE de C. winterianus (20 dias), C. nardus (19 dias) e C. flexuosus (19 dias).

Segundo Ellse e Wall (2014), a aplicabilidade dos OE’s no controle de pulgas é
questionavel devido as diferencas de volatilidade desses compostos, resultando em uma
persisténcia limitada no hospedeiro. Apesar disso, 0s resultados obtidos neste estudo apontam
um potencial promissor para o desenvolvimento de biopesticidas de uso veterinario menos
nocivos ao ambiente, com atividade permanecendo acima de 80% por 5 dias para todos os OE’s
avaliados, com excecdo do C. winterianus, que apresentou percentual de 70 para 0 mesmo
periodo. Além disso, podemos destacar o OE de C. martinii, C. flexuosus e o geraniol, por
apresentarem persisténcia acima de 70% por até 10 dias.

Na literatura, ainda existem poucos estudos evidenciando o efeito residual de 6leos
essenciais contra pulgas. Conceicdo et al. (2020b) relataram que os 6leos volateis de Origanum
vulgare (orégano) e Thymus vulgaris (tomilho) apresentaram eficéacia residual superior a 80%
por 6 dias, enquanto o0 OE de Cinnamomum cassia (Cassia) apresentou esse resultado por 4
dias. Resultados semelhantes ao orégano e tomilho foram encontrados neste estudo. Por outro
lado, Freitas et al. (2021) destacaram que os OE’s de Illicium verum e Pelargonium graveolens
apresentaram atividade inseticida por aproximadamente 18 e 13 dias, respectivamente,

demonstrando tempos de persisténcia inferiores aos encontrados nesse experimento.

4.10 Atividade repelente dos 6leos essenciais de Cymbopogon nardus, Cymbopogon
winterianus, Cymbopogon flexuosus e Cymbopogon martinii e do geraniol frente a adultos
de Ctenocephalides felis felis

Na andlise da atividade repelente do OE de C. nardus, podemos observar que o

percentual de repeléncia (PR) obtido na maior concentragéo avaliada (800 pg/cm?) foi de 94,7%
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nos tempos de 1 e 3 horas, ap0s isso, foi observado resultados de 92,9; 80,0; 82,4 e 75% nas
avaliagOes de 6, 12, 24 e 48 horas, respectivamente. Para a concentragdo de 400 pg/cm?, o PR
observado foi de 88,9; 90,9; 77,6; 72,3; 42,1 e 60,5% nas avaliacdes de 1, 3, 6, 12, 24 e 48
horas, respectivamente. J4 a menor concentracéo avaliada (100 pg/cm?), resultou em 37,8; 53,7;
46,2 e 23,5% de repeléncia nos 4 primeiros tempos de avaliacdo, respectivamente, porém, nas
avaliacOes de 24 e 48 horas ndo foi demonstrado atividade repelente. Os percentuais de
repeléncia obtidos em cada concentracdo e por momento de avaliacdo estdo demonstrados na

Figura 19, a sequir.

Cymbopogon nardus

100,0 947 92,9

94,7
q
. 90,9
90,0
82,4
80,0 824
80,0 7.6 75.0
723 =
70,0
60.5
60,0 -
J3,
50,0 46,2
42,1
40,0 378
30,0
235
20,0
10,0
0 0
0.0

1 hora 3 horas 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas

m (00 =400 mE00

Figura 19. Percentual de repeléncia do 6leo essencial de Cympopogon nardus nas concentragdes de 100, 400 e
800 pg/cm? frente a pulgas adultas de Ctenocephalides felis felis

A atividade repelente do OE de C. nardus ja foi descrito anteriormente para outros
insetos de importancia na agricultura e na saude, porém, trabalhos referentes a sua atuacao
repelente frente a pulga C. felis felis ainda séo escassos na literatura.

Segundo estudos, os monoterpenos oxigenados (citronelal, geraniol, citronelol, geranial
e citral) encontrados como constituintes majoritarios desse OE (DE TOLEDO et al., 2016)
funcionam sinergicamente como repelentes (NERIO; OLIVERO-VERBEL; STASHENKO,
2010).

Jannatan e rahayu (2021) descreveram a eficacia repelente do OECN (0,57 mg/cm?) no

controle de baratas alemas (Blattella germanica), com percentuais de repeléncia variando de
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65,72 a 100% em 1 hora de desafio, além da persisténcia da sua atividade apo6s 24 horas. Tais
resultados sdo superiores aos encontrados no presente estudo frente a C. felis felis.

Segundo Hernandez-Lambrafio et al. (2015), o OE de C. nardus apresentou maior
atividade repelente quando comparado as outras plantas do género Cymbopogon avaliadas no
estudo, apresentando valores de CLso de 0,03 e 0,04 uL/cm?, para Oryzaephilus surinamensis
e Sitophilus zeamais, respectivamente.

Uma locéo repelente com 5 concentragcdes do OECN (0, 2, 3, 4, 5% p/p) foi avaliada
por Arpiwi, Muksin e Kartin (2020) frente ao mosquito A. aegypti, demonstrando que o
aumento da eficécia foi proporcional ao aumento da concentracéo da solucéo, alcangando 100%
de protecdo com logéo contendo 5% do OE, nos tempos de 0, 1 e 2 horas de desafio. Resultados
promissores com outras formulacdes a base de citronela frente a mosquitos também ja foram
publicadas, como o experimento realizado por Sritabutra e Soonwera (2013) frente A. argypti
(10% p/p) e por Solomon, Gebre-Mariam e Asres (2012) contra Anopheles arabiensis (10 e
20% p/p).

Apds a andlise da atividade repelente do OE de C. winterianus nos tempos de 1, 3, 6,
12, 24 e 48 horas de desafio, é possivel observar que os percentuais de repeléncia obtidos na
concentragio de 800 pg/cm? apresentaram variagdo entre 37,8 e 98,3%, sendo a maior
percentagem demonstrada na avaliacdo de 1 hora, enquanto a menor foi visualizada em 48
horas. Para a concentragdo de 400 pg/cm?, o PR observado apresentou variacio de 23,5 a
94,7%, sendo o maior valor encontrado no tempo de 1 hora e 0 menor na leitura de 48 horas. Ja
a menor concentracdo avaliada (100 pg/cm?), resultou em uma variacio de PR de 0 a 37,8%,
com o maior e menor valor também demonstrados nas avaliacbes de 1 e 48 horas,
respectivamente. Os percentuais de repeléncia obtidos em cada concentracdo e por momento

de avaliacdo estdo demonstrados na Figura 20.
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Figura 20. Percentual de repeléncia do 6leo essencial de Cympopogon winterianus nas concentragdes de 100,
400 e 800 pg/cm? frente a pulgas adultas de Ctenocephalides felis felis

A atividade repelente do OE de C. winterianus ja foi descrita para pragas de importancia
agricola, como o caruncho-do-feijao (Callosobruchus maculatus), apresentando eficacia para
adultos em todas as concentraces testadas (207,5, 332, 456,5 e 622,5 ppm) no experimento de
Gusmao et al. (2013). Sua propriedade repelente frente a pragas urbanas, como a barata alema
(Blattella germanica), também ja foi relatada por Chooluck et al. (2019), demonstrando PR de
85%.

Em um experimento realizado por Deletre et al. (2013), também foi possivel demonstrar
resultados de repeléncia promissores do OE de C. winterianus frente a adultos de Anopheles
gambiae, podendo funcionar como repelente tépico.

Para o OE de C. flexuosus, o PR observado na concentracio de 800 pg/cm? foi de 96,6;
90,9 e 88,9 nas avaliacdes de 1, 3 e 6 horas. Nos tempos de 12 e 24 horas, ndo houve divergéncia
do percentual de repeléncia, demostrando um valor de 69,6% para ambos, havendo um declinio
somente na leitura de 48 horas (PR=46,2%). Para a concentracdo de 400 pg/cm? o PR
observado na primeira hora do experimento foi a mesma obtida na maior concentracdo avaliada,
correspondente a 800 pg/cm? (PR = 96,6%). Nos demais tempos de avaliagio (3, 6, 12, 24 e 48
horas), foi observado PR de 88,9; 77,6; 60,5; 60,5 e 33,3%, respectivamente. Ja na concentracéo
de 100 pg/cm?, o PR foi inferior a 30% para todos os momentos de avaliagdo. Os percentuais
de repeléncia obtidos em cada concentracdo e por momento de avaliacdo estdo demonstrados

na Figura 21.
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Figura 21. Percentual de repeléncia do 6leo essencial de Cympopogon flexuosus nas concentra¢fes de 100, 400
e 800 pg/cm? frente a pulgas adultas de Ctenocephalides felis felis

O potencial repelente do OE de C. flexuosus frente a pulga C. felis felis ainda nédo foi
relatado, porém, sua atividade frente a outros insetos hematdfagos e de importancia em produtos
alimenticios armazenados podem ser encontrados na literatura.

Adam (2020) avaliou formulacdes a base de extratos de Manjericdo (Ocimum
basilicum), Tomilho Selvagem (Coleus forskohlii), Kafure (Eucalyptus camaldulensis) e
Capim-lim&o (Cymbopogon flexuosus), nas concentracdes de 50 e 100%, como repelentes de
Anopheles gambiae. Porém, o produto a base de C. flexuosus demonstrou tempos de protecdo
e repeléncia de 54 minutos, resultado relativamente inferior ao alcancado pelo Tomilho
selvagem (228 minutos) e manjericdo (116 minutos). Outro estudo in vitro utilizando uma
formulacdo a base de OE de C. flexuosus frente ao mosquito Anopheles spp. foi publicado por
Bhatt e Kale (2019), porém, nesse caso, 0s tecidos tratados com a solucdo apresentaram boa
repeléncia contra mosquitos mesmo apos 25 lavagens.

Atraves de um estudo in vitro, Caballero-Gallardo, Olivero-Verbel e Stashenko (2012)
demonstraram que os OEs de Cymbopogon martinii, Cymbopogon flexuosus e Lippia
origanoides foram eficazes como repelentes do besouro Tribolium castaneum, apresentando
diminuicdo da acdo na seguinte ordem: Cymbopogon martinii > C. flexuosus ~ L. origanoides.
Recentemente, Dos Santos et al. (2022) também avaliaram o potencial dos OEs de C. flexuosus
e Alpinia zerumbet contra outra praga agricola, popularmente conhecida como caruncho-do-
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feijdo (Callosobruchus maculatus), porem, em relacdo a repeléncia, ambos os 6leos foram
classificados como neutros.

Apds a analise da atividade repelente do OE de C. martinii, foi possivel observar que o
PR observado para a concentra¢do de 800 pg/cm? foi superior a 92,9% em todos os tempos de
avaliacdo, alcancando 100% de eficacia nas leituras de 1 e 6 horas. Para a concentragdo de 400
ug/cm?, o percentual de repeléncia foi superior a 92,9% nas trés primeiras avaliagdes (1, 3 e 6
horas), havendo um declinio de 84,6% e 66,7% nos tempos de 12 e 24 horas, respectivamente.
Na avaliacdo de 48 horas ndo foi observado eficacia para essa concentracdo. Ja na menor
concentracéo avaliada (100 pg/cm?), foi observado PR de 60,5; 18,2; 33,3; 18,2 e 37,8% nas
avaliacdes de 1, 3, 6, 12 e 24 horas. Também ndo foi demonstrado atividade repelente para essa
concentracdo na avaliacdo de 48 horas. Os percentuais de repeléncia obtidos em cada

concentracdo e por momento de avaliacdo estdo demonstrados na Figura 22.
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Figura 22. Percentual de repeléncia do 6leo essencial de Cympopogon martinii nas concentragdes de 100, 400 e
800 pg/ecm? frente a pulgas adultas de Ctenocephalides felis felis

A propriedade repelente do OE de C.martinii frente a pulga C. felis felis também néo
encontra-se disponivel na literatura. No entanto, resultados promissores da sua utilizagéo frente
ao mosquito Anopheles culicifacies ja foram relatados ha anos atras por Ansari e Razdan (1994),
demonstrando 100% de eficacia repelente durante 12 horas de exposi¢do. A atividade desse OE
como repelente de insetos causadores de danos em produtos armazenados também ja foi
descrita, tais como: Tribolium castaneum (CABALLERO-GALLARDO; OLIVERO-
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VERBEL; STASHENKO, 2012; DEVI et al., 2020; KUMAR; SRIVASTAVA; DUBEY,
2007), Callosobruchus chinensis (KUMAR; SRIVASTAVA; DUBEY, 2007), Oryzaephilus
surinamensis e Sitophilus zeamais (HERNANDEZ-LAMBRANO et al., 2015).

Para o constituinte geraniol, o PR observado na concentragdo de 800 pg/cm? foi de
100% na avaliagdo de 1 hora e superior a 92,9% nos tempos de 3, 6 e 12 horas de avaliacéo,
havendo um declinio para 77,6% em 24 e 48 horas de exposic¢do. Para a concentracdo de 400
ug/cm?, o PR observado foi de 98,3; 96,6; 88,9; 86,8; 69,6 e 75% nas avaliaces de 1, 3, 6, 12,
24 e 48 horas, respectivamente. J4 na menor concentragéo avaliada (100 pg/cm?), o PR variou
entre 33,3 e 37,8% para todos os momentos de avaliacdo. Os percentuais de repeléncia obtidos

em cada concentracdo e por momento de avaliagdo estdo demonstrados na Figura 23.
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Figura 23. Percentual de repeléncia do geraniol nas concentrac@es de 100, 400 e 800 pg/cm? frente a pulgas
adultas de Ctenocephalides felis felis

Chooluck et al. (2019), ao avaliarem os efeitos de repeléncia de OEs de Cymbopogon
winterianus, Eucalyptus globulus, Citrus hystrix e de seus constituintes majoritarios (citronelol,
geraniol, citronelal, 1,8-cineol, acetato de linalil e limoneno) contra Blattella germanica,
observaram que as atividades do citronelol (PR = 96,67%) e geraniol (PR = 95%) foram
significativamente maiores do que as encontradas para dos 0leos de E. globulus (PR = 85%) e
C. winterianus (PR = 85%) (P<0,05), corroborando com o resultado obtido no presente estudo,
em que o geraniol isoladamente apresentou eficacia repelente superior ao OEs avaliados, exceto
0 OE de C. martinii.
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Resultados insatisfatorios com a utilizagdo do geraniol como repelente dos besouros
Callosobruchus chinensis e Tribolium castaneum também j& foram relatados por Kumar,
Srivastava e Dubey (2007). Segundo os autores, o geraniol, principal constituinte do OE de C.
martinii, ndo foi tdo eficaz quanto o proprio éleo.

A atividade repelente do geraniol também ja foi descrita por Eden et al. (2020) para
insetos hematdfagos, demonstrando eficacia de 78% frente ao mosquito A. aegypti. Tal
atividade foi medida com base no periodo de protecéo conferido contra as picadas do mosquito
durante um periodo avaliacdo de uma hora. Atividades repelentes promissores dessa molécula
isolada frente a mosquitos também foram descritas por Reeves e Miller (2010) e Muller et al.
(2009), assim como a sua eficacia em associa¢do com outras moléculas (DE ANDRADE et al.,
2022).

Para o DEET, o PR observado para a concentracdo de 800 pg/cm? foi de 100,0; 100,0;
93,3; 66,7; 60,0 e 66,7% nas avaliacOes de 1, 3, 6, 12, 24 e 48 horas, respectivamente. Para a
concentragéo de 400 pg/cm?, o percentual de repeléncia foi 93,3; 86,7; 73,3; 46,7; 40,0 e 13,3%
nas avaliacOes de 1, 3, 6, 12, 24 e 48 horas, respectivamente. Ja para a concentracdo de 100
ug/cm?, o PR foi inferior a 40%. Os percentuais de repeléncia obtidos em cada concentragio e

por momento de avaliacdo estdo demonstrados na Figura 24.
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Figura 24. Percentual de repeléncia do controle positivo (N, N-Dietil-m-Toluamida) nas concentragdes de 100,
400 e 800 pg/cm? frente a pulgas adultas de Ctenocephalides felis felis

Quanto a atividade repelente, podemos observar a eficacia dos OEs e do geraniol na
seguinte ordem: OECM > Geraniol > OECW > OECN > OECF.
Quando comparados os resultados obtidos neste experimento, € possivel perceber que

na concentracéo de 800 pg/cm?o OE de C. martinii e o geraniol foram os (inicos a apresentaram
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PR de 100% na primeira hora apos desafio. Porem, o OE de C. martinii destacou-se do controle
positivo e dos demais OEs por apresentar PR acima de 92,9% em todos os tempos avaliados
nessa mesma concentracdo, aléem de manter a percentagem de 100% na avaliacdo de 6 horas
(tabela 17).

Na concentracio de 400 pg/cm?, os OEs avaliados e o geraniol ndo apresentaram
eficacia de 100% em nenhum tempo de avaliacdo, sendo o maior PR (98,3%) também
demonstrado pelo geraniol e OE de C. martinii na avaliacdo de 1 hora. O OE de C. martinii,
apesar de apresentar umas das maiores eficacias nas primeiras horas de avaliagéo (1, 3,6, 12 e
24 horas), foi 0 Unico que ndo apresentou eficacia apos 48 horas de experimentacao (tabela 17).

Em relagdo a concentracdo de 100 pg/cm?, o geraniol, os OE’s utilizados e 0 DEET
demonstraram percentuais inferiores a 60,5% em todos os momentos de avaliacdo. O OE de C.
nardus, C. winterianus e C. martinii apresentaram eficacia nula somente no ultimo tempo de
leitura (48 horas), com exce¢do do C. nardus, que demonstrou tal perfil desde a avaliagdo de
24 horas (tabela 17).

Tabela 17. Percentual de repeléncia dos 6leos essenciais de Cymbopogon nardus, Cymbopogon
winterianus, Cymbopogon flexuosus, Cymbopogon martinii e geraniol frente a pulga
Ctenocephalides felis felis

Oleo Essencial pg/cm? 1h 3h 6 h 12 h 24 h 48 h
100 37,8 53,7 46,3 23,5 0 0
OECN 400 88,9 90,9 77,6 72,3 42,1 60,5
800 94,7 94,7 929 80,0 82,4 75,0
100 37,8 42,1 33,3 18,2 23,5 0
OECW 400 94,7 77,6 80,0 77,6 42,1 23,5
800 98,3 96,6 776 88,9 82,4 37,8
100 12,5 12,5 28,6 18,2 23,5 235
OECF 400 96,6 88,9 77,6 60,5 60,5 33,3
800 96,6 90,9 88,9 69,6 69,6 46,2
100 60,5 18,2 33,3 18,2 37,8 0
OECM 400 98,3 92,9 98,3 84,6 66,7 0
800 100,0 98,3 100,0 92,9 92,9 92,9
100 33,3 33,3 33,3 37,8 37,8 37,8
Geraniol 400 98,3 96,6 88,9 86,8 69,6 75,0
800 100,0 96,6 94,7 92,9 77,6 77,6
100 40,0 40,0 26,7 26,7 6,0 0
DEET 400 93,3 86,7" 733 46,7 40,0 13,3
800 100,0 100,0 93,3 66,7 60,0 66,7

Legenda: OECN — Oleo essencial de Cymbopogon nardus; OECW - Oleo essencial de Cymbopogon winterianus;
OECEF - Oleo essencial de Cymbopogon flexuosus; OECM - Oleo essencial de Cymbopogon martinii;
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Esses resultados sugerem que os OE’s oriundos de plantas do género Cymbopogon
podem desempenhar um papel importante na repeléncia da pulga C. felis felis, assim como a

forma isolada do constituinte majoritario geraniol.

5. CONCLUSAO

Concluimos que os Gleos essenciais de C. nardus, C. winterianus, C. flexuosus e C.
martinii, e o constituinte geraniol apresentaram eficécia inseticida frente a C. felis felis em todos
os estagios do seu ciclo evolutivo (ovo, larva, pupa e adultos).

O geraniol e os 6leos essenciais de C. nardus, C. winterianus, C. flexuosus e C. martinii
também apresentaram atividade repelente frente a adultos de C. felis felis e foram capazes de
inibir o desenvolvimento dessa subespécie de pulga.

O 6leo essencial de C. martinii e o geraniol apresentaram persisténcia da atividade
inseticida frente a adultos de C. felis felis por até 26 dias de experimentacdo, ja o 6leo essencial
de C. winterianus apresentou atividade residual durante 20 dias, seguidos dos 6leos essenciais

de C. flexuosus e C. nardus, que persistiram por 19 dias.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Analisando os dados obtidos neste estudo, foi possivel observar que o geraniol
apresentou a maior atividade inseticida frente a C. felis felis no estagio adulto e nos estagios
imaturos de ovo e pupa, como também apresentou a melhor eficacia na inibicdo do ciclo
bioldgico desse inseto, quando comparado aos 6leos essenciais de C. nardus, C. winterianus,
C. flexuosus e C. martinii.

O oleo essencial de C. martinii, destacou-se por apresentar uma maior atividade
inseticida frente ao estagio de larva da pulga C. felis felis quando comparado ao geraniol e aos
6leos essenciais de C. nardus, C. winterianus e C. flexuosus. Esse 6leo essencial também
apresentou atividade repelente mais prolongada na maior concentracdo avaliada, quando
comparado aos demais compostos utilizados na experimentacao.

O dleo essencial de C. martinii e o geraniol também foram os compostos que
apresentaram eficacia residual mais prolongada, mesmo sendo utilizados em menores
concentracdes, quando comparados aos 0Oleos essenciais de C. nardus, C. winterianus e C.
flexuosus.

Acredita-se que o presente estudo contribuird para o meio cientifico, podendo ser Util
na realizacdo de outras pesquisas visando o desenvolvimento de novas formulagdes a base de
produtos naturais, que sejam relativamente mais seguras e ecologicamente corretas, servindo
como uma alternativa em potencial aos antiparasitarios sintéticos para o controle da pulga C.
felis felis. Além disso, outros ensaios avaliando o sinergismo entre os OEs de C. nardus, C.
winterianus, C. flexuosus e C. martinii podem ser realizados a partir do presente estudo,
objetivando potencializar a acdo inseticida, repelente e na interrupcéo do ciclo bioldgico para o

combate de C. felis felis
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8. ANEXO

Certificado de Aprovagdo na Comissdo de Etica no Uso de Animais do Departamento de
Parasitologia Animal do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro para a Manutencéo da colonia laboratorial da pulga Ctenocephalides felis felis

em gatos

UFRRJ Comissao de Eticano CY'E

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

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Manutencao de coldnia laboratorial da pulga Ctenocephalides felis felis em gatos®,
protocolada sob o CEUA n?® 4313110419 (o 001277, sob a responsabilidade de Thais Ribeiro Correia Azevedo e equipe; Diefrey
Ribeiro Campos ; Brena Gava Guimardes, Jessica Karolina de Oliveira Chaves ; Thalita Xavier de Araujo da Silva - que envolve a
produgdo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Verteb (excetoo h para fins de
pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15
de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e
foi aprovada pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de janeiro
(CEUAJUFRRJ) na reunido de 27/05/2019.

We certify that the proposal "Maintenance of laboratory colony of the Ctenocephalides felis felis flea in cats®, utilizing 18 Cats
(males and females), protocol number CEUA 4313110419 (0 001277, under the responsibility of Thais Ribeiro Correia Azevedo
and team; Diefrey Ribeiro Campos ; Brena Gava Guimaraes; Jessica Karolina de Oliveira Chaves ; Thalita Xavier de Araujo da Silva -
which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata
(except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree
6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and
was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Veterinary Institute of Rural Federal University of Rio de janeiro
(CEUAJUFRRY) in the meeting of 05/27/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 05/2019 a 01/2024 Area: Parasitologia Animal

Origem:  Animais mantidos na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Espécie:  Gatos sexo: Machos e Fémeas idade: 6 a 96 meses N: 18
Linhagem: Sem raca definida Peso: 2a7kg
Local do exp Sera realizado nas dependéncias do Laboratério de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria

(LQEPV) do Departamento de Parasitologia Animal do Instituto de Veterinaria, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
localizada no Km 07 da BR 465, Municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro. As instalagdes ficam localizadas no Anexo | do
Instituto de Veterindria. O endereco da UFRR| é Km 7 da BR 456, Seropédica, R}, CEP 23890-000.
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Janeiro Janeiro
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