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RESUMO

FREITAS, Juliana Pereira de. Eficacia pulicida e residual in vitro do 6leo essencial de
Ilicium verum contra Ctenocephalides felis felis (BOUCHE, 1835) (SIPHONAPTERA:
PULICIDAE). 2022. 67p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropeédica, RJ, 2022.

A pulga Ctenocephalides felis felis € o principal ectoparasita de cdes e gatos, com relevancia
mundial. Em torno de 50% das patologias dermatoldgicas observadas nestes animais, estdo
relacionadas a presenca de C. felis felis. Por conta de sua biologia, grandes infestacGes séo
frequentes, sendo muito comum o uso de inseticidas quimicos para o controle das infestacdes.
No entanto estes produtos apresentam algumas desvantagens relacionadas a degradacgédo
ambiental e resisténcia por parte dos organismos alvo. Este panorama tem sustentado as
pesquisas em busca de compostos com atividade inseticida com potencial para o
desenvolvivmento de produtos que possam representar alternativas aos utilizados atualmente,
tornando crescente os estudos com inseticidas botanicos. O Illicium verum é uma planta
medicinal da familia Schisandracea, com frutos ricos em 0leo essencial e com bioatividade
contra varios insetos. O presente estudo teve como objetivo determinar a composicdo quimica
do oleo essencial dos frutos de Illicium verum, avaliar sua atividade pulicida in vitro sobre
pulgas adultas de Ctenocephalides felis felis bem como sua eficéacia residual. Foi utilizado 6leo
essencial comercial. A andlise quimica por cromatografia gasosa, permitiu identificar 16
compostos sendo que o (E)-anetol foi o constituinte majoritario representando 79,96% da
composic¢do. Utilizou-se o0 método de impregnacdo em tiras de papel filtro para a realizacdo do
teste in vitro. O 6leo essencial de Illicium verum apresentou atividade inseticida contra adultos
de Ctenocephalides felis felis, com 100% de eficicia na concentracdo de 800ug-cm™. Para a
realizacdo do teste de eficacia residual foi utilizado o método de papel filtro com a concentracéao
que apresentou 100% de mortalidade, avaliou-se a mortalidade das pulgas a cada 24h, ap6s
cada avaliacdo as pulgas eram substituidas por pulgas novas advindas da mesma coldnia,
manteve-se as fitas impregnadas inicialmente, este procedimento foi repetido a cada 24 horas
até ndo ser verificada mais eficacia pulicida. Foi observada bioatividade ao longo 18 dias.

Palavras-Chave: Oleo essencial. Pulgas. Controle. Ectoparasitas.



ABSTRACT

FREITAS, Juliana Pereira de. Pulicidal efficacy and in vitro residue of the essential oil of
Ilicium verum against Ctenocephalides felis felis (BOUCHE, 1835) (SIPHONAPTERA:
PULICIDAE). 2022. 67p. Dissertation (Masters in Veterinary Science). Veterinary Institute,
Department of Animal Parasitology, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2022.

The Ctenocephalides felis felis flea is the main ectoparasite of dogs and cats, transported
worldwide. Around 50% of the dermatological pathologies observed in animals are related to
the presence of C. felis felis. Due to its biology, large infestations are frequent, and the use of
chemical insecticides to control infestations is very common. However, these products have
disadvantages related to environmental degradation and resistance by target organisms. This
panorama has supported research in search of compounds with insecticidal activity with
potential for the development of products that may represent alternatives to those currently
used, increasing studies with botanical insecticides. Illicium verum is a medicinal plant of the
Schisandracea family, with fruits rich in essential oil and with bioactivity against several
insects. The present study aimed to determine the chemical composition of the essential oil of
Illicium verum fruits, evaluate its in vitro pulicidal activity on adult Ctenocephalides felis felis
fleas as well as its residual efficacy. Commercial essential oil was used. Chemical analysis by
gas chromatography identified 16 compounds, with (E)-anethole being the major constituent
representing 79.96% of the composition. Use the paper filter strip impregnation method to
perform the in vitro test. The essential oil of Illlicium verum showed insecticidal activities
against adults of Ctenocephalides felis felis, with 100% efficacy at a concentration of 800ug °
cm-2. To carry out the residual efficacy test, the filter paper method was used with the
concentration that presents 100% mortality, the mortality of the fleas was evaluated every 24
hours, after each evaluation how fleas were replaced by new fleas from the colony, kept as
impregnated bulletin tapes, this procedure was repeated every 24 hours until no further
purifying efficacy was verified. Bioactivity was observed over 18 days.

Keywords: Essential oil. Fleas. Control. Ectoparasites.
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1 INTRODUCAO

As pulgas sdo insetos ectoparasitas de grande importancia veterinaria, sendo que a
Ctenocephalides felis felis conhecida popularmente como “pulga do gato”, é considerada o
ectoparasita de cées e gatos de maior relevancia mundial (DRYDEN, 1993).

Aproximadamente 50% dos casos de patologias dermatoldgicas em cdes e gato estdo
relacionadas a presenca de C. felis felis, animais infestados costumam apresentar sintomas
bastante caracteristicos como coceiras, pruridos, irritabilidade e inflamag6es, sendo estes 0s
principais sintomas da DAPP (Dermatite Alérgica a Picada de Pulga), uma reacdo alérgica
especifica diretamente relacionada a presenca de C. felis felis, além disso ha a possibilidade de
doencas e endoparasitas para 0s animais bem como o risco de transmissdo de zoonoses como a
dipilidiose (YOUSSEFI et al., 2014; GOPINATH et al., 2018)

Por conta da sua biologia, que compreende um ciclo curto e alta fertilidade, infestacfes
expressivas e persistentes ndo sao eventos incomuns, impulsionando cada vez mais gastos com
produtos para controles de ectoparasitas, de forma que estes representem uma parcela
importante do segmento de produtos farmacéutico — veterinarios. Estes produtos sao geralmente
a base de compostos quimicos organossintéticos que tem baixa degradabilidade, causam
desequilibrio ambiental, doencas em animais e seres humanos e favorecem o desenvolvimento
da resisténcia a inseticidas por parte dos organismos alvo, acarretando graves processos de
desequilibrio ecoldgico (PISA et al., 2015).

Como consequéncia ha uma crescente demanda mundial por novas alternativas de
controle de ectoparasitas, com préticas que se alinhem com um ideal ecologicamente correto,
este panorama tem sustentado de maneira notavel as pesquisas com inseticidas botanicos, sendo
0s Oleos essenciais 0s compostos mais discutidos e com resultados muito promissores (ISMAN,
2020).

Os 0leos essenciais sdo misturas complexas constituidos de multiplos componentes em
diferentes concentrac@es na sua formacao, esta caracteristica representa um atributo importante
pois dificulta o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia inseticida por parte dos
organismos alvo, além de geralmente serem compostos com boa degradabilidade no ambiente
(AUNGTIKUN; SOONWERA,; SITTICHOK, 2021).

E crescente a necessidade de se elucidar melhor a atuacdo inseticida destes compostos,
sua eficécia, aplicabilidade e viabilidade, o que motiva cada vez mais estudos com diferentes
espécies de plantas promissoras, como € o caso do anis estrelado (Illicium verum) da familia
Schisandraceae, conhecido na medicina tradicional como fonte para obtencdo do acido
chiguimico, utilizado para produzir o fosfato de oseltamivir, um antiviral com nome comercial
de Tamiflu®, utilizado no tratamento de gripe aviaria H5N1, além de bastante difundido na
medicina popular por suas propriedades antifungicas, antibacterianas, anti-inflamatorias,
anticancer e inseticidas (WANG et al., 2011).

Neste sentido, o presente trabalho buscou avaliar a bioatividade do 6leo essencial de
Illicium verum sobre insetos de interesse veterinario, intencionando contribuir na busca por
compostos que apresentam potencial no controle da forma madura (adulta) da pulga, através da
determinacdo da composicdo quimica do 6leo essencial de Illicium verum, avaliagdo da
atividade pulicida in vitro sobre adultos de Ctenocephalides felis felis e determinagdo da sua
eficacia residual.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Biologia de Ctenocephalides felis felis (Bouché,1835)

A ordem Siphonaptera é representada basicamente pelas pulgas, sendo descritas mais
de 3.000 espécies no mundo (RASZL; CABRAL; LINARDI, 1999) das quais 63 espécies e/ou
subespécies, ja foram relatadas no Brasil (LINARDI; GUIMARAES, 2000). Entre estas,
evidenciando-se as familias Pulicidae: Pulex irritans, Xenopsylla cheopis, Ctenocephalides
felis felis e Ctenocephalides canis e Tungidae: Tunga penetrans (L.).

De maneira geral se trata de insetos, ectoparasitas, ndo alados, hemat6fagos na fase
adulta, com grande destaque para a Ctenocephalidade felis felis e Ctenocephalides canis por
serem espécies de ampla distribuicio global (LINARDI; GUIMARAES, 2000; VAN DER
MESCHT; MATTHEE; MATTHEE, 2021).

A C. felis felis se estabeleceu de forma mais abrangente, do que a C. canis canis devido
a sua maior adaptacdo e capacidade de infestar mais espécies de hospedeiros (ROTHSCHILD
et al., 1953). Estudos e revisdes mais completos presentes na literatura, sobre a biologia e o
controle destes insetos, datam de aproximadamente 20 anos atras (RUST, 2017). No entanto, a
C. felis felis é considerada o ectoparasita de maior relevancia mundial, parasitando
respectivamente cées e gatos (LINARDI; GUIMARAES, 2000; RUST, 2017).

Estima-se que em uma infestacdo, apenas 5% de toda populacdo de pulgas estejam no
hospedeiro, enquanto o0 ambiente € responsavel por alocar 95% da populacao, o que favorece a
persisténcia das infestacdes e da continuidade do ciclo (LINARDI; GUIMARAES, 2000).

O ciclo das pulgas é composto por 4 estagios bem definidos: Ovo, larva (L1, L2 e L3),
pupa e adulto (KRASNOV, 2008) (Figura 1), podendo demorar de 12 até 174 dias para se
concluir (dependendo das condi¢des ambientais) no entanto, geralmente o ciclo é completo em
um periodo de trés a oito semanas levando em consideracao as condi¢cdes comuns a ambientes
habitados pelos seus principais hospedeiros (DRYDEN, 2009).
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Figura 1. Ciclo de vida da pulga Ctenocephalides spp. 1: Pulgas adultas emergem das pupas e
procuram hospedeiros para a primeira refeicdo de sangue; 2: Pulgas fémeas adultas
colocam uma média de 20 ovos por dia no hospedeiro que caem no meio ambiente; 3:
As larvas se desenvolvem ao longo de 3 estagios larvais; 4: larvas formam casulos e
depois tornam-se pupas.

Fonte: Adaptado de European Scientific Counsel Companion Animal Parasites (ESCCAP,

2015).

Os ovos normalmente eclodem entre 24h e 10 dias apds a oviposicdo pelas fémeas
adultas (SILVERMAN; RUST; REIERSON, 1981), liberando as larvas que possuem
geotropismo positivo, e necessitam de escuro e umidade para permanecerem viaveis, desta
forma, carpetes, tapetes, mantas ou o proprio solo, onde estanciam seus hospedeiros sao locais
propicios ao desenvolvimento (BLAGBURN; DRYDEN, 2009).

Na fase larval se alimentam principalmente de matéria fecal proveniente dos individuos
adultos, no entanto também podem ingerir matéria organica presente no ambiente (RUST,
2017) quando chegam ao terceiro instar, as larvas iniciam a fase de pupa, ficando revestidas por
uma espécie de casulo que permanece no meio ambiente, constituido de material tecido pela
propria larva, bem como poeira e matéria organica, que as protege na fase de metamorfose,
sendo rompido apds um periodo que pode variar de 5 a 9 dias, liberando a pulga adulta, através
de estimulos como pressdo fisica, dioxido de carbono e calor (SILVERMAN; RUST, 1985).

As pulgas na fase adulta sdo insetos visiveis a olho nu, achatados lateralmente, com cor
castanha, apteros, no entanto possuem o terceiro par de pernas bem desenvolvido, permitindo
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que saltem (OLIVEIRA et al., 2008) podem chegar a altura de 33cm e saltar 600 vezes em uma
unica hora. Desta forma, assim que desempupam, passam do ambiente para o hospedeiro
buscando se alimentar de sangue, podendo inclusive picar humanos (ROTHSCHILD et al.,
1973), iniciam o acasalamento em um periodo curto, em torno de 24 horas apds a primeira
refeicdo j& podem iniciar a por ovos, passando a maior parte da vida em parasitismo (DRYDEN;
BROCE, 2002).

Também podem sobreviver por varios dias no ambiente até serem capazes de realizar a
primeira refeicdo (DRYDEN et al., 2018). Este periodo de sobrevivéncia é influenciado
diretamente pelas condigdes ambientais de umidade e temperatura (SILVERMAN; RUST,;
REIERSON, 1981).

2.2 Importéncia Veterinaria e em Saude Publica de Pulgas

As pulgas sdo ectoparasitas de importancia veterinaria e em salude publica, sobretudo
no que diz respeito seu impacto sobre populacdes de areas pobres onde existem grandes lacunas
em relacdo ao saneamento basico e acesso a informacdo, (HEUKELBACH et al., 2003).

No Brasil, mais da metade da populacdo de areas carentes ja foi acometida de alguma
ectoparasitose, como € o caso da tungiase (conhecida popularmente como bicho de pé), causada
pela pulga Tunga penetrans (WILCKE et al., 2002).

Existe uma série de doencas sejam virais como a mixomatose (Myxoma), bacterianas
como a tifo murino (Rickettsia typhi e Rickettsia felis), bartonelose (Rickettsia prowazekii),
tularemia (Francisella tularensis) e peste bubdnica (Yersinia pestis) e helmintoses como a
dipilidiose (Dipylidium caninum) que podem ser transmitidas para 0 homem e animais através
das pulgas (LINARDI, 2011).

A capacidade de transmitir estas doencas é potencializada pelo estreitamento do
convivio entre 0 homem e animais nos ultimos anos, de forma que animais de companhia vem
sendo cada vez mais entendidos e tratados como membros da familia (CARVALHO;
PESSANHA, 2013).

Segundo dados da ABINPET (Associacdo Brasileira da Industria de Produtos para
Animais de Estimacdo) o Brasil tem a segunda maior populacdo de cées e gatos do mundo
(Figura 2) (ABINPET, 2020), sendo estes, considerados os principais hospedeiros de C. felis
felis (DRYDEN, 1993).
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Figura 2. Estimativa da populacdo de animais de estimacéo no Brasil no ano de 2019.
Fonte: Associacdo Brasileira da Industria de Produtos para Animais de Estimacdo (ABINPET,
2021).
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As pulgas C. felis felis sdo artropodes hematdfagos, portanto atuam como importantes
vetores de patdgenos principalmente para cées e gatos (principais hospedeiros) bem como para
seres humanos (DRYDEN, 1993). Ao se alimentarem perfuram a pele destes animais até
alcancarem os vasos sanguineos (DRYDEN; RUST, 1994), provocando coceira, alopecia,
pruridos e reacdo alérgica especifica, denominada Dermatite Alérgica a Picada de Pulga -DAAP
(NOLI; COLOMBO, 2020; RUST; DRYDEN, 1997).

Aproximadamente 50% dos casos de patologias dermatolégicas em cdes e gato estdo
relacionadas a presenca de C. felis felis. (BRANDAO, 2004; LAWRENCE et al., 2015)
causando irritacBes, pruridos, eritemas, papulas e alopecia, além disso, em infestacGes
expressivas, sobretudo em animais de pequeno porte ou filhotes, podem provocar anemia por
deficiéncia de ferro (LINARDI; SANTOS, 2012).

A C. felis felis, também atua como hospedeira intermediaria da fase larval de cestoides
como Hymenolepis diminuta, que parasita principalmente roedores e acidentalmente humanos
e por ser muitas vezes assintomatica, acaba sendo subnotificada (PANTI-MAY et al., 2020) e
Dipylidium caninum, popularmente conhecido como “ténia do cdo” (RUST, 2017).

O contagio acontece quando cées e gatos ao se cocarem ou lamberem, acabam ingerindo
as pulgas infectadas com larvas cisticercdides (ESCCAP, 2018), e desenvolvem a dipilidiose
que se caracteriza por problemas digestivos, perda de peso e desconforto (RUST, 2017), bem
como irritagdo anal e eliminagédo de segmentos (NELSON; COUTO, 2015).

A transmissdo para humanos se da sobretudo em criancas, através da ingestdo acidental
da pulga contaminada, ocasionada pela proximidade com cdes e gatos, tanto quanto a ambientes
infestados, podendo causar desconforto intestinal e anal, consistindo assim em uma importante
zoonose (LITTLE, 2017).

Alguns estudos tém sido conduzidos no sentido de investigar o potencial de transmissdo
da Leishmaniose por C. felis felis, no entanto os resultados ndo foram conclusivos quanto a
capacidade de transmisséo oral através de pulgas (COUTINHO; LINARDI, 2007).

Nesta perspectiva o controle eficaz das pulgas € essencial para aliviar sintomas mais
rigorosos sobretudo em cées e gatos e para reduzir a chance de transmisséo de doencas tanto
para estes animais como seres humanos (DRYDEN et al., 2018).

2.3 Controle Ambiental e Animal

As medidas de controle de ectoparasitas devem ser realizadas de maneira holistica,
compreendendo estratégias de controle mecanico, biolégico e quimico, englobando o
tratamento de todos os animais que compartilham o mesmo local ou que tem algum tipo de
contato entre si e do ambiente em questdo (DRYDEN; NEAL; BENNETT, 1989).

O Brasil é 0 segundo maior pais no mercado de pets, ficando atrés apenas dos Estados
Unidos e 0s custos anuais para controle de ectoparasitas tem se tornado cada vez mais altos
(MIRANDA, 2020) e a maioria dos proprietarios de animais dispensa mais recursos no controle
de ectoparasitas diretamente nos animais do que no ambiente propriamente dito (MATOS et
al., 2015).

Existe uma variedade de produtos para controle de ectoparasitas com formulagdes de
uso diretamente em pets, disponiveis no mercado, como coleiras repelentes, pipetas do tipo
“spot-ons”, sprays, shampoos (ABINPET, 2014), bem como comprimidos com compostos de
acao inseticida e acaricida, na forma de petiscos, como exemplo das isoxazolinas que
apresentam acdo rapida contra pulgas e carrapatos (DRYDEN et al., 2018).

No entanto, mesmo em domicilios onde 0s animais ndo tém acesso as ruas ou a outros
animais, deve-se enfatizar o controle ambiental, visto que, ndo s6 a matéria organica, mas
também carpetes, estofados, reentrancias de pisos de madeira, tacos, almofadas e mantas,
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fornecem condicdes ideais para o desenvolvimento das pulgas, ndo devendo ser negligenciados
(WARREN, 1986; HINK; NEEDHAM, 2007).

2.3.1 Controle mecanico

Para uma estratégia de controle de pulgas eficaz, é fundamental que haja um
aconselhamento adequado dos tutores, permitindo que estes tenham entendimento das
diferentes fases do ciclo do ectoparasita e a importancia do cumprimento correto das etapas
(PERIBANEZ; CALVETE; GRACIA, 2018).

O controle mecanico é uma etapa importante, principalmente no manejo ambiental pois
95% da infestagdo se encontra no ambiente em formas imaturas (DRYDEN, 1994),
compreendendo o terceiro estagio larval, quando ha a transformacdo em pupa, que é a fase
menos suscetivel ao controle quimico a base de inseticidas, devido a protecéo fornecida pela
prépria estrutura do casulo até a emergéncia da pulga adulta (BEUGNET, 2013).

Segundo Rust (2005), o desenvolvimento das 3 fases larvais de C. felis felis se inicia
com 50% de umidade, alertando a importancia de que se certifique da néo existéncia de pontos
de acimulo de umidade, como por exemplo locais de deposito de matéria organica nos quintais,
para que o controle mecénico seja efetivo.

Portanto, a higiene é a forma mais efetiva de controle mecénico e deve incluir todos
possiveis focos de infestacdo, realizando a varredura ou lavagem de canis, mantas, cobertores,
estofados, bem como caixas de transportes e veiculos, mesmo que a presenca dos animais de
estimacdo nao seja constante nestes Ultimos pontos, eles ndo devem ser ignorados, pois podem
servir como focos de futuras reinfestacdes (LINARDI; GUIMARAES, 2000).

Além da varredura, retirada de material organico e substratos que possam servir de
abrigo a estes ectoparasitas, a aspiracdo de carpetes e superficies é considerada uma das formas
mais eficientes de controle mecénico no ambiente, por remover as formas adultas e imaturas
das superficies (OSBRINK; RUST; REIERSON, 1986; MILLER et al., 2000), bem como
demonstrar ter um efeito de letalidade sobre elas (HINK; NEEDHAM, 2007).

A higiene do ambiente deve estar aliada a catagdo manual nos animais como fase inicial
do controle mecanico, que deve ser realizado antes do controle quimico (LINARDI;
GUIMARAES, 2000; BLAGBURN; DRYDEN, 2009).

No entanto, principalmente em relacdo ao controle animal, percebe-se uma predilecéo
pelo uso de formulagdes quimicas, em relagdo ao controle mecénico, 0 que motiva gastos com
produtos para o controle destes ectoparasitas, que superam um bilhdo de dolares por ano nos
Estados Unidos (LAWRENCE et al., 2015), além de impulsionar novos estudos em busca por
ingredientes ativos cada vez mais eficazes (PERIBANEZ; CALVETE; GRACIA, 2018).

2.3.2 Controle quimico

Produtos para controle quimico ectoparasiticida representam uma parcela expressiva da
industria pet, nos EUA representam quase metade da movimentacao do setor de produtos para
animais de companhia (RUST, 2017; BOBEY, 2015; NISBET; HUNTLEY, 2006). Entre a
gama de produtos disponiveis no mercado, existe uma variedade de ingredientes ativos, como
os fenilpirazdis, neonicotindides, piretrinas, piretréides, carbamatos, organofosforados,
isoxazolinas e lactonas macrociclicas (VARLOUD; HODGKINS, 2015).

Os neonicotindides e os fenilpirazois, sdo os mais utilizados mundialmente, justificado
pela alta toxicidade que apresentam para 0s insetos bem como a sua persisténcia (PISA et al.,
2015; GODINHO et al., 2016).



Os fenilpirazois agem no sitio de ligacdo dos receptores GABA (acido gama-
aminobutiruco) individuais, induzindo uma rapida modificacdo na conformacéo do canal para
0 estado dessensibilizado, em consequéncia disso o fluxo de CI" para dentro da membrana é
suprimido o que leva a morte dos insetos por hiperexcitacdo (GUEDES et al., 2008; PISA et
al., 2015).

O fipronil (Figura 3) foi o primeiro fenilpirazol utilizado para controle de pragas e uma
das suas principais vantagens estid relacionada na seguranca, visto que apresenta alta
seletividade para insetos em detrimento de mamiferos, sendo considerado um dos mais seletivos
entre os demais inseticidas que atuam no canal de cloreto (COLLIOT et al., 1992; HAINZL,
CASIDA, 1996; BONMATIN et al., 2015; CASTRO JANER et al., 2019).

Figura 3. Estrutura quimica do Fipronil.
Fonte: PubChem (2022a).

O fipronil também pode ter apresentacdes em associagdo com outros componentes em
formulacBes e reguladores de crescimento a exemplo das benzoilureias, piriproxifeno e
metopreno, o que permite um melhor efeito no controle de infestagdes, ja que provoca efeito
mais assertivo sobre as formas imaturas dos ectoparasitas (MELO et al., 2012; VARLOUD,;
HODGKINS, 2015; PERIBANEZ; CALVETE; GRACIA, 2018).

Os neonicotindides também apresentam letalidade através da atividade neurotéxica,
atuando como agonistas de receptores nicotinicos de acetilcolina (nNAChRs) que sao
responsaveis pela neurotransmissdo pos sinapticas (SHEETS et al., 2016).

Apresentam alta seletividade, tendo alta toxicidade para invertebrados, reduzindo o
risco de efeitos indesejados nos mamiferos (TOMIZAWA; CASIDA, 2005; BONMATIN et
al., 2015). Por isso sdo muito utilizados na medicina veterinaria para controle de pulgas e
demais ectoparasitas (PISA et al., 2015).

Os principais representantes desta classe sdo o nitempiram (Figura 4 - A), imidacloprida
(Figura 4 - B) e dinotenfuran, sendo que o imidacloprida foi o primeiro composto
neonicotindide comercializado em 1991 (JESCHKE; NAUEN, 2008). Sua atividade contra as
pulgas pode ser via contato ou ingestdo, sendo que existem diversas formulagdes disponiveis
para pets no mercado, inclusive de uso topico que chegam a matar 95% das pulgas parasitando
caes e gatos mantendo este efeito por até 37 dias (RUST, 2005).
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(A) Nitempiram (B) Imidacloprida

Figura 4. Estruturas quimicas do Nitempiram (A) e Imidacloprida (B).
Fonte: PubChem (2022b, 2022c).

O nitempiram administrado oralmente, é encontrado na corrente sanguinea no intervalo
de 90 minutos, ocasiona a morte de 100% das pulgas em parasitismo em 8 horas, sendo que em
30 minutos provoca a queda de 95% das pulgas alojadas no animal (MAHONEY;
TINEMBART; SCHENKER, 2001; SCHENKER et al., 2003).

Os neonicotinodides também apresentam efeito na reducdo das infestacdes através da
reducdo significativa de niveis populacionais das pulgas na fase larval o que colabora com o
controle no ambiente (RUST, 2005; DRYDEN et al., 2011).

Estes compostos, assim como os piretroides, sdo inseticidas sintéticos derivados de
inseticidas naturais, no caso dos neonicotindides, sua sintese se deu a partir do alcaloide
nicotina, presente em plantas como a Nicotiana tabacum L. (Figura 5), conhecida popularmente
como tabaco ou fumo (MOREIRA et al., 2006; YANG et al., 2018).

Figura 5. Flores de Nicotiana tabacum L.
Fonte: Banco de imagens WordPress (2022).

A nicotina natural apresenta desvantagem pois € um inseticida que também pode
intoxicar mamiferos, por isso foram realizadas alteracdes estruturais que resultaram na classe
de inseticidas sintéticos dos neonicotinoides e seus derivados, compostos de moléculas mais
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estaveis e que apresentam baixa toxidez para mamiferos (JESCHKE et al., 2011; YANG et al.,
2018).

Os piretréides também sdo uma classe de inseticidas sintéticos derivados de plantas,
neste caso, das piretrinas encontrandas nas flores do Chrysanthemum cinerafolis (Figura 6) ou
Chrysanthemum coccineum, também conhecidas como crisantemo ou piretro pertencentes a
familia Asteraceae (PULMAN, 2011; YANG et al., 2018).

Figura 6. Flores de Chrysanthemum cinerafolis.
Fonte: Banco de imagens WordPress (2022).

Estima-se que o crisantemo era usado pelos chineses 1000 anos a.C. como inseticida,
sendo que o registro mais antigo data de 1300 anos d. C., por Marco Polo relatando o uso do
6leo proveniente desta planta para controle, em camelos, do que se acredita-se ser sarna
(KHARE et al., 2019).

Os piretrdides resultam de varios estudos em prol da modificacdo da estrutura quimica
das piretrinas, no sentido de reduzir o espectro oxidacao e inativacdo da capacidade inseticida
como consequéncia da exposicdo a luz solar destes compostos naturais (PULMAN, 2011).

A aletrina (Figura 7 - A)e a resmetrina (Figura 7 - B) foram os primeiros piretroides
sintetizados nos anos de 1949 e 1957, no entanto ainda apresentavam fotoinstabilidade, os
primeiros piretroides fotoestaveis foram obtidos na década de 70 (ELLIOTT et al., 1978;
GUEDES et al., 2008; PULMAN, 2011).



O

(A) Aletrina (B) Resmetrina

Figura 7. Estruturas quimicas da aletrina (A) e resmetrina (B).
Fonte: PubChem (2022a, 2022b).

Estes inseticidas sdo moduladores dos canais de sodio, tem efeito neurotdxico
modificando os canais de s6dio de maneira que eles permanecam abertos por mais tempo e
consequentemente permitindo uma entrada maior de soédio nas membranas 0 que provoca
hiperexcitacdo e morte dos insetos (SANTOS; AREAS; REYES, 2007; GUEDES et al., 2008;
YANG et al., 2018).

Séo divididos em piretroides tipo | e tipo Il de acordo com seu mecanismo de a¢ao na
abertura dos canais de sédio, os tipo Il provocam um atraso no fechamento destes canais por
periodo maior dos que os de tipo I, de modo que os de tipo Il sdo capazes de agir no
neurotransmissor acido - aminobutirico (GABA) (BURNS et al., 2013; DU et al., 2013).

Alguns exemplos de piretréides bastante conhecidos sdo a permetrina, flumetrina,
cipermetrina e a deltrametrina, sendo a associa¢do dos dois primeiros a mais utilizada para o
controle ectoparasitas de cdes e gatos. No entanto tem se observado uma reducdo na eficacia
inseticida dos piretroides no controle de ectoparasitas comuns nestes animais (RODRIGUEZ-
VIVAS et al., 2017).

Outras classes de inseticidas como os carbamatos e os organofosforados provocam alta
letalidade e também apresentarem atividade neurotdxica, séo muito utilizados na agricultura e
na medicina veterinaria, neste caso, ambos provocam acumulo de acetilcolina nas sinapses
nervosas através da inativagdo da acetilcolinesterase (AChE) (GUPTA et al., 2017).

A principal diferenca esta na forma como acontece a inibicdo da enzima. Casos de
intoxicagdo por organofosforados sdo mais comuns pois a inibigdo tem efeito irreversivel, ja
sobre 0s carbamatos observa-se que a reativacdo acontece em até 48 horas (MARRERO et al.,
2017).

Mesmo com alta toxidez observada, parece que a C. felis felis apresenta uma elevada
aptiddo em desenvolver resisténcia a estes inseticidas, por alguns individuos da populacao
apresentarem a capacidade de apresentarem receptores AChE com a estrutura modificada,
fazendo com que estes produtos néo tenham efeito letal sobre eles (COLES; DRYDEN, 2014).

Além disso, carbamatos e organofosforados apresentam baixa seletividade para
invertebrados o que faz com que provoquem a intoxicacdo de mamiferos / organismos néo alvo,
incluindo seres humanos, chegando ao ponto das intoxicacdes se tornarem caso de saude
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publica na Venezuela (MARRERO et al., 2017). No Brasil a OMS ja considerou estas classes
como as maiores causadoras de mortes por intoxicacdo (BRASIL, 1996).

Cada vez, a busca por agentes menos nocivos e mais seguros, vem sendo impulsionada
sobretudo em formulacbes direcionadas para animais de companhia, dando lugar a novos
produtos (BLAGBURN; DRYDEN, 2009).

As isoxazolinas sdo substancias quimicas que apresentam maior seletividade para
bloquear receptores de artropodes, resultando em baixa toxicidade em mamiferos (WRIGHT,
2018). Atuam nos receptores de acido gama-amino butirico (GABA), inibindo a GABA e
bloqueando os canais de cloreto, o que afeta o sistema nervoso e provoca a morte dos
ectoparasitas (GASSEL et al., 2014; BREITSCHWERDT; LITTLE; RUGG, 2016).

Desde 2013 tem sido utilizadas principalmente no controle de pulgas e carrapatos de
animais de companhia, em formulacdes tanto para uso oral quanto de uso tépico (OTRANTO,
2014).

Alguns exemplos de isoxazolinas presentes no mercado sdo fluralaner, afoxolaner,
sarolaner e lotilaner (RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2020). A indicagdo principal é para o
controle de ectoparasitas, principalmente as pulgas e carrapatos, no entanto, também tem
atividade acaricida comprovada, sobre Otodectes cynotis, Sarcoptes scabiei e Demodex
(OTRANTO, 2014; HAMPEL et al., 2018; ROMERO-NUNEZ et al., 2019).

Estes compostos tém alta eficécia, com répida absorcdo e excelente perfil de seguranga,
estudos demonstraram auséncia de efeitos patologicos relacionados ao tratamento com lotilaner
mesmo com doses elevadas administradas por varios meses. Impulsionando que estes,
substituam o uso de compostos toxicos tradicionais como os organofosforados, organoclorados
e carbmatos (KUNTZ; KAMMANADIMINTI, 2017; LITTLE, 2017; TOUTAIN; SEEWALD;
JUNG, 2017).

Além disso, as formulaces, podem estar disponiveis em associagdo com outras
substancias como € ou caso do sarolaner + selamectina (avermectina), disponivel no mercado
para uso topico, na forma de “spot on”, com alta eficAcia no controle dos principais
ectoparasitas de felinos (RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2020).

A selamectina é uma avermectina, ou seja, um derivado macrociclico das lactonas,
assim como as milbemicinas. As avermectinas sdo produzidas pela fermentagdo do fungo
Streyptomices avermitilis e as milbemicinas provem do Streptomyces cyanogriseus
(PRICHARD; MENEZ; LESPINE, 2012; J. NOLAN; B. LOK, 2012).

Estes compostos também atuam nos receptores de acido gama-amino butirico (GABA)
provocando a inibi¢do da transmissao nervosa, no entanto seu alto peso molecular impede que
ultrapassem a barreira hematoencefalica da maior parte dos mamiferos (SARTOR; BICUDO,
2002).

No entanto a ivermectina e milbemicina ndo sdo consideradas seguras para cées das
ragas pastor australiano, pastor de shetland, collie e old English Sheepdog, pois apresentam
sintomas de intoxicacdo quando tratados com estes compostos, podendo evoluir para 6bito
(AYRES; ALMEIDA, 1999; BILWAL et al., 2020).

A ivermectina é uma lactona macrociclica que ndo tem boa eficacia no controle de C.
felis felis, ja a selamectina é uma lactona macrociclica que apresenta bons resultados no controle
destes ectoparasitas (ZAKSON-AIKEN et al., 2001; FRANC; YAO, 2007; MAGALHAES et
al., 2016).

Além dos inseticidas que apresentam atividade neurotdxica, existem compostos
quimicos que agem através da interferéncia no crescimento e desenvolvimento dos artropodes,
sendo assim classificados como reguladores de crescimento de insetos (RCIs) ou reguladores
de crescimento de artropodes (RCAS), estes compostos podem ser utilizados em associacao
com outras classes de inseticidas ou sozinhos (ESTRADA; MULLA, 1986; RUST, 2017).
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O metopreno foi o primeiro RCA registrado comercialmente, sendo indicado para
controle de mosquitos, atualmente é encontrado para controle de ectoparasitas de cées e gatos,
em formulagdes de uso topico, na forma de pipetas “spot-on” (PENER; DHADIALLA, 2012).
Estas substancias atuam principalmente nas fases imaturas dos insetos, provocando
crescimentos anormais e impedindo a perfeita metamorfose, podendo resultar em morte direta
das fases larvais (JIANG et al., 2020).

Os inseticidas neurotoxicos tem uma eficiéncia melhor no controle de insetos adultos,
no caso das infestacdes por pulgas, € muito comum lancar mdo do uso dos RCAs, em conjunto
com inseticidas neurotdxicos, para um controle mais eficaz, visto que os reguladores atuam nos
ovos e na fase larval, desta forma a desinfestacdo atua de maneira mais completa, pela maior
probabilidade alcancar as diferentes fases do ciclo (SILVERMAN; RUST, 1985; DRYDEN,;
GAAFAR, 1991; RUST, 2005; MARTINS; GUARNIERI; PEREIRA, 2008).

Os principais RCAs utilizados para ectoparasitas de interesse veterinarios podem
funcionar tanto inibindo a sintese de quitina, essencial para a fase adulta ou como analogos do
horménio juvenil, ao inibir a expresséo de genes fundamentais para a completa metamorfose,
os individuos ndo formam suas estruturas adultas e, portanto, ndo se desenvolvem, as pupas ndo
se tornam adultas e os ovos ndo eclodem, essa estagnacdo leva a morte (TAKEO et al., 2009;
JIANG et al., 2020).

Desta forma esses produtos ndo tém efeito em adultos, o que principalmente em relacéo
a infestacbes de C. felis felis o ideal sdo entratégias que combinem o uso de RCAs com
inseticidas neurotdxicos permitindo controlar as pulgas adultas em parasitismo e a fase juvenil
que predomina no ambiente, impedindo que ovos eclodam e que pupas se desenvolvam.

No entanto tem-se observado que insetos como a C. felis felis apresentam alta
capacidade de desenvolver resisténcia a inseticidas, especialmente carbamatos,
organofosforados e piretréides (RUST, 2005).

2.4 Resistencia a Inseticidas

A resisténcia € um fendbmeno com diferentes definicdes na literatura (COLES;
DRYDEN, 2014) no entanto pode ser entendida como um recurso de sobrevivéncia através da
adaptacdo, impulsionado pela pressdo de selecdo, este processo tem seus efeitos ampliados
sobretudo em espécies de ciclo de vida curto e reproducao rapida (DUSFOUR et al., 2019).

Os insetos desenvolveram varios mecanismos altamente eficazes para se adaptarem, no
sentido de neutralizar os efeitos fatais e garantirem a sobrevivéncia, como por exemplo a
protecdo de suas membranas contra a agdo nociva de componentes quimicos (SHAHRIARI et
al., 2018).

O uso desenfreado de inseticidas intensifica a pressdo de selegdo, ocasionando o que
conhecemos como resisténcia a inseticidas e reflete numa menor eficacia destes ao longo do
tempo, principalmente por ser considerada uma condicdo que é transmitida para as geracoes
futuras (ALAK et al., 2020; DUSFOUR et al., 2019; RUST, 2017).

Segundo Dryden, em uma populacdo onde existam individuos com caracteristicas
genéticas que possibilitem a sua sobrevivéncia mesmo quando expostos a inseticidas/acaricidas,
esta caracteristica genética sera passada para a geragao seguinte, aumentando cada vez mais a
populacdo sobrevivente a proximas exposi¢des (COLES; DRYDEN, 2014; DRYDEN, 2010).

O primeiro relato de resisténcia em populacéo de pulgas foi feito em 1949, em pulgas
da espécie Pulex irritans, resistentes ao diclodifeniltricloetano (DDT) (COLES; DRYDEN,
2014), em C. felis felis este fenémeno foi observado pela primeira vez em 1952, primeiramente
em relacdo ao DDT e depois com relatos de resisténcia ao hexaclorobenzeno (BHC) e ao
dieldrim (BUSVINE, 1963; EL-GAZZAR et al., 1986; COLES; DRYDEN, 2014).

12



A C. felis felis é considerada uma das principais pragas domésticas no mundo e o0
controle destes insetos é particularmente dificultado pelo efeito da resisténcia causado pelo uso
indiscriminado de produtos quimicos por parte dos tutores, evidenciando a necessidade de
conscientizacdo de consumidores sobre 0 uso de produtos regulamentados para cdes e gatos
(RUST, 2005).

Além disso, cada vez mais estudos corroboram que o uso abundante de inseticidas
organo-sintéticos pode causar desequilibrio ambiental, doengas em animais e seres humanos e
intensificar o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia dos insetos (MOSSA, 2016;
SOARES et al., 2019).

Portanto observa-se um aumento na busca por novos meios de controle de insetos, que
tenham menos efeitos nocivos ao meio ambiente visto que o fendmeno estd intimamente
atrelado a crescente aplicacdo global de pesticidas, desencadeando danos ambientais e
desequilibrio ecolégico (CYCON; MROZIK; PIOTROWSKA-SEGET, 2017; CAMPOS et al.,
2019; FRIEDLI et al., 2020).

2.5 Controle Bioldgico

Diante do contexto exposto, o controle bioldgico é considerado uma alternativa para o
manejo de insetos/ pragas em que se utiliza inimigos naturais para esta finalidade (BARRATT
etal., 2018).

As principais vantagens estdo relacionadas ao alinhamento com préaticas mais proximas
de um ideal ecologicamente correto, principalmente por se tratar de recursos normalmente
biodegradaveis (HUANG; HIGGS; VANLANDINGHAM, 2017).

Estratégias baseadas no controle de insetos através de agentes abidticos vem sendo
difundidas mundialmente desde 1888, levando ao controle parcial ou total de pelo menos 226
insetos invasores em todo o mundo desde entdo (FOLLETT; DUAN, 2012) e fundamentando
cada vez mais estudos que apontam como uma vertente para o controle de pulgas (RUST, 2017).

Tem sido demonstrada a alta viruléncia do fungo entomopatogénico Metarhizium sobre
C. felis felis adultas (SAMISH et al., 2020) bem como seu efeito na inibigdo da eclosdo de ovos
da pulga do gato (MELO; SILVA; DIAS, 2008). Trabalhos desenvolvidos com conideos de
Beauveria bassiana causaram a mortalidade de adultos de C. felis felis em até 100% apds 36
horas (PITTARATE et al., 2018).

A biologia molecular tem sido uma aliada no avanco da tecnologia de materiais
genéticos associados a agentes de controle biologico. (HUANG; HIGGS;
VANLANDINGHAM, 2017), contudo embora seja uma alternativa importante e vantajosa no
manejo de insetos, ndo deve ser considerada isenta de riscos, em meados dos anos 1990, por
volta de uma dezena de inser¢des de agentes de controle biologico provocaram efeitos negativos
acidentalmente, o que impulsionou um aumento de estudos com enfoque nos riscos deste tipo
de manejo, além disso o desenvolvimento de resisténcia ainda € um acontecimento provavel
(FOLLETT; DUAN, 2012; HUANG; HIGGS; VANLANDINGHAM, 2017).

Neste sentido, é possivel verificar empenho de estudos em prol do desenvolvimento de
técnicas que permitam avaliar e quantificar e prever possiveis impactos, na busca por um
manejo adequado e com reducdo de riscos a biodiversidade, a qualidade ambiental e a satde
humana (NARANJO; ELLSWORTH; FRISVOLD, 2015). Estas mudangas permitiram o
aperfeicoamento na seguranca da implantacdo de métodos de controle bioldgico atraves de
protocolos de avaliacdo riscos e beneficios através de modelos conceituais (HEIMPEL; COCK,
2018).

Além disso, embora resultados laboratoriais sejam frequentemente positivos, alguns
entraves devem ser superados para que se alcance uma alta taxa de viabilidade das aplicacfes

13



em campo, como por exemplo a necessidade de contato entre o agente bioldgico (inimigo
natural) e o0 organismo alvo (VEGA et al., 2000; HICKEL; MILANEZ; HINZ, 2015).

A baixa eficiéncia da aplicacdo de fungos para controle de ectoparasitas a campo quando
comparada a produtos quimicos, é frequentemente associada as condi¢cbes ambientais para
manter a viabilidade dos fungos (temperatura, umidade, radiacdo UV) (TURETA et al., 2020;
GHAZANFAR et al., 2018).

Existe um grande apelo na validacéo de novos métodos para controle de pragas tanto da
agricultura quanto de interesse veterinario, com uma melhor adequacéo ecoldgica, neste sentido
intensificam-se trabalhos que buscam a associa¢do de métodos diferentes, como por exemplo a
criacdo de formulacbes que utilizem Oleos vegetais compativeis com organismos
entomopatogénicos atingindo uma agdo conjunta que auxilie na protecdo dos microorganismos
contra fatores ambientais bem como na intensificacdo da adesdo esporo/hospedeiro, além da
potencializacdo da atividade inseticida (TURETA et al., 2020; SOUZA; RIBEIRO; SILVA,
2019; CELESTINO et al., 2018).

2.6 Produtos Naturais / Bioinseticidas

Nos ultimos 20 anos as pesquisas com produtos naturais com propriedades inseticidas,
provenientes de plantas, vem se intensificando (Figura 8), com destaque para 0s 6leos essenciais
(Figura 9) (ISMAN, 2020). Este movimento pode ser visto como consequéncia do aumento
mundial na comercializacdo e uso de agroguimicos, atendendo principalmente as demandas de
produtividade do setor agropecuario (CAMPOS et al., 2019).

Numero de publicagdes entre 2000 e 2021
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Figura 8. NUumero de publicagdes anuais no periodo entre os anos 2000 e 2021 na base
ScienceDirect. Palavras-chave “Ctenocephalides felis and natural products”.
Fonte: ScienceDirect (2021).
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Figura 9. NUmero de publicagdes anuais no periodo entre 0s anos 2000 e 2021 na base
Sciencedirect. Palavras-chave “Ctenocephalides felis felis and essential oils”.
Fonte: ScienceDirect (2021).

Embora as doencas transmitidas por insetos causem danos a economia e ameacem a
salde e bem estar de seres humanos e animais, 0 aumento no uso destas substancias tem
acarretado diversos danos ambientais, como o acimulo de residuos téxicos no solo, ar e agua,
perda de qualidade do solo, desenvolvimento resisténcia dos organismos alvo e
consequentemente infestacbes cada vez mais massivas, além de prejuizos a organismos nédo
alvo, como exemplo o fendmeno conhecido como sindrome do colapso das abelhas (Colony
Collapse Disorder — CCD) (ADETUNUJI et al., 2020; KHARE et al., 2019; PEREIRA et al.,
2019; PRADO et al., 2019; CAMPOS et al., 2019; TONG et al., 2018; VILLAVERDE et al.,
2016).

Tal conjuntura repercute com a maximizacdo dos esforcos na busca por novas
substancias que sejam alternativas naturais e com baixo impacto, resultado disso séo a
guantidade crescente de novos estudos com este tema e a reducdo na introducdo de novos
pesticidas ao longo dos anos (ADETUNUJI et al., 2020; ISMAN, 2020; MOREIRA et al., 2006).

Entre os produtos naturais mais pesquisados, estdo os bioinseticidas, que sdo baseados
na eficacia inseticida dos metabolitos secundarios de plantas, verificando-se aumento
expressivo de trabalhos publicados sobre estes compostos nos dltimos 30 anos (ISMAN, 2020;
BENELLI et al., 2016), diversos resultados tém demonstrado que os IBs podem ter maltiplos
mecanismos de acdo e apresentarem alta eficicia além de boa seletividade (CAMPOS et al.,
2019; NDOLO et al., 2019).

O emprego de inseticidas fitoterapicos e acaricidas ja é conhecido mundialmente,
principalmente através do uso popular, com relatos de povos antigos sobretudo para controle
de infestagdes por ectoparasitas (KHARE et al., 2019; ADETUNJI et al., 2020), atualmente o
campo cientifico tem voltado cada vez mais esforgos em pesquisas neste tema, sendo os 6leos
essenciais 0s compostos mais discutidos e com resultados mais promissores entre 0s inseticidas
botanicos, com taxas crescentes de citacdes e artigos cientificos (IKBAL; PAVELA, 2019;
BATISTA et al., 2016; LAMBERT et al., 2020).

Normalmente os 6leos essenciais sdo liquidos, volateis, limpidos, raramente coloridos,
sollveis em solventes organicos e lipidios, menos densos que a dgua, podendo ser encontrados
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em diversos orgaos das plantas e armazenados em células secretoras especializadas, geralmente
os tricomas secretores (MANCINI et al., 2015; MAURYA et al., 2019).

Estes compostos sdo misturas complexas que podem ter em torno de 20 & 60
componentes em quantidades diferentes na sua formacdo, geralmente com trés deles
apresentando-se em concentracdes superiores aos demais, sendo estes denominados de
“componentes majoritarios” (BAKKALI et al., 2008), a composicdo quimica dos 0leos
essenciais é determinada principalmente por fatores genéticos no entanto pode sofrer influéncia
da interacdo com outros organismos, plantas, periodo de desenvolvimento, sazonalidade e
diversos fatores abidticos, sendo capazes inclusive modificar rotas metabolicas (ZHANG et al.,
2019; MOTA et al., 2020).

Nas plantas, exercem papel importante na sobrevivéncia, seja como mecanismo de
defesa contra herbivoria, estresse hidrico, radiacdo ou atraindo polinizadores, também sdo
responsaveis por conferir aroma e sabor em plantas aromaticas), sdo comumente extraidos
através da técnica de hidrodestilacdo e muito utilizados pelo homem deste a idade média, por
suas propriedades bactericida, fungicida, analgésica, sedativa, anti-inflamatoria, repelente e
inseticida (BAKKALI et al., 2008; AITBOULAHSEN et al., 2018).

Pode-se citar o exemplo do neem (Azadirachta indica), sendo conhecido como um dos
6leos com maior importancia entre os que apresentam atividade inseticida, existem diversos
trabalhos com resultados promissores sobre seu dleo essencial bem como a azadiractina (AZA)
(Figura 10), seu principal composto bioativo amplamente utilizado como base para a producéo
de inseticidas (FERNANDES et al., 2019; ISMAN, 2020).

Figura 10. Estrutura quimica da Azadiractina.
Fonte: PubChem (2022f).

Na Medicina Veterinaria estes compostos representam uma importante alternativa, por
se tratar de um campo que enfrenta grandes problematicas relacionadas a infestagGes de insetos,
carrapatos e acaros que comumente desenvolvem resisténcia aos métodos de controle
tradicionais (KHARE et al., 2019; LAMBERT et al., 2020).

Por outro lado, os 6leos essenciais apresentam algumas limitacdes, geralmente ligadas
a sua baixa estabilidade e baixa viabilidade de utilizagdo em larga escala (CAMPOS et al.,
2019; ISMAN, 2020), se por um ponto de vista a rapida biodegradacdo, comum a maioria dos
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ativos botanicos pode ser muito vantajosa e inclusive desejavel, principalmente em relagdo ao
ponto de vista ambiental, em outra vertente pode ser vista como um entrave, visto que a campo,
esta caracteristica confere uma baixa persisténcia destes produtos (ISMAN, 2020), a natureza
volatil e a fotodegradabilidade acaba por exigir maior quantidade de aplicacbes (KFOURY et
al., 2019; KUMAR et al., 2018).

Contudo, o alto potencial reconhecido destas substancias, impulsiona cada vez mais
estudos em busca de formulagdes que propiciem um maior desempenho nas condi¢des a campo,
focando principalmente na melhoria da eficacia e persisténcia dos compostos (ISMAN, 2020),
além disso por apresentarem alta complexidade em sua constitui¢do, tendo compostos com
diferentes mecanismos de acdo, o fendbmeno da resisténcia por parte dos organismos alvo é
dificultado, sendo considerada uma caracteristica desejavel a inseticidas (BAKKALI et al.,
2008; HUANG et al., 2019).

Os 6leos essenciais de Schinus molle, Szygium aromaticum, Ocimum gratissimum,
Cinnamomum cassia, tem resultados promissores com eficacia comprovada contra adultos e
estagios imaturos de C. felis felis em diversos trabalhos presentes na literatura, o que reitera a
importancia e a relevancia de estudos com 0leos essenciais sobre ectoparasitas de interesse
veterindrio (BATISTA et al.,, 2016; LAMBERT et al.,, 2020; SANTOS et al., 2020;
CONCEICAO et al., 2020).

Desta forma, estudos com plantas com alto potencial e que levem em consideracéo
aspectos relacionados ao que se entende como desafios a serem superados, vem sendo cada dia
mais demandados, a qualidade e a eficicia dos compostos deve ser avaliada considerando-se
padrdes de uniformidade (KHARE et al., 2019).

2.7 lllicium verum Hook. f.

A espécie Illicium verum que é conhecida popularmente como “anis estrelado”, anis da
China, anis da Sibéria, badiana ou funcho, faz parte da familia Schisandraceae e tem como
centro de origem a China e o Vietnd sendo considerada uma planta medicinal com utilizacdo
também na culinéria, é considerada uma especiaria (WANG et al., 2011; ROCHA; TIETBOHL,
2016; PATRA et al., 2020).

A planta é uma arvore perene, aromatica e sua altura pode chegar em torno de 10m, com
folhas simples e flores hermafroditas (CHOUKSEY; SHARMA; PAWAR, 2010; PATRA et
al., 2020), apresenta como caracteristica notavel seus frutos em formato de estrela, bem com o
aroma marcante (WANG et al., 2011), com coloracdo ferruginosa e aproximadamente 3cm,
onde ficam suas sementes da mesma cor, envoltas pelo pericarpo, que apresenta alto conteido
de 6leo essencial (FRITZ, 2008).

Os frutos do I. verum normalmente apresentam oito foliculos o que o diferencia do
Illicium lanceolatum, que possui entre dez e treze foliculos (Figura 11), (conhecido também
como Anis estrelado japonés) que € potencialmente toxico (ZHOU et al., 2008).
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Illicium verum

Illicium lanceolatum

Figura 11. Diferengas morfoldgicas entre frutos de Illicium verum e Illicium lanceolatum.
Fonte: WANG et al. (2014).

Os frutos sdo bastante utilizados na culinaria em doces de frutas e licores (MORTON,
2004), gracas a seu aroma oriundo basicamente de seu 6leo essencial (WANG et al., 2011),
bem como na medicina popular chinesa, estando o I. verum incluso na Farmacopeia chinesa de
2010 (ITOIGAWA et al., 2004).

Na medicina ayuverdica € utilizado para tosse, asma, diarreia e méa digestao
(CHOUKSEY; SHARMA; PAWAR, 2010). J& na medicina tradicional, o anis estrelado é
utilizado para se obter o &cido chiquimico, utilizado para produzir o fosfato de oseltamivir, um
antiviral com nome comercial de Tamiflu®, utilizado no tratamento de gripe aviaria H5N1
(SHAHRAJABIAN; SUN; CHENG, 2020; WANG et al., 2011).

O oleo essencial é obtido a partir de seus frutos, que quando frescos apresentam
aproximadamente 3%(m/m) de 6leo volatil e quando secos esse teor pode chegar a 9% (m/m)
(WANG; JIANG; WEN, 2006), assim é tradicionalmente empregado na forma topica como
antisséptico e no tratamento de dores reumaticas (VERGHESE, 1997).

Na literatura existem relatos de suas propriedades antifungicas, antibacterianas, anti-
inflamatorias, anticancer e inseticidas (YANG et al.,, 2010; PARK; SHIN; KIM, 2016;
ITOIGAWA et al., 2004; ZHOU et al., 2016; WEI et al., 2014), sendo o uso do 6leo mais
popular do que dos frutos propriamente ditos (STARY, 1996), se tratando do assunto mais
estudado na pesquisa quimica de espécies de Illicium (WANG et al., 2011).

A extracdo do oleo essencial de anis estrelado pode ser feita a partir dos métodos de
arraste por CO2 supercritico, extragdo por solvente (WANG; JIANG; WEN, 2006) por micro-
ondas (ZHAI et al., 2009), no entanto a forma mais disseminada é através da hidrodestilacdo
(arraste a vapor para larga escala) (BHADRA et al., 2011; CHENG; SUN, 2020).

O oleo essencial de anis estrelado € composto principalmente por terpenos, sendo o (E)
- anetol geralmente o constituinte majoritario, tendo ainda altos teores de limoneno (Figura 12
— A), linalool (Figura 12 — B) e alfa-pineno (Figura 12 - C) (CU; PERINEAU; GOEPFERT,
1990).

18



(A) Limoneno (B) Linalool (C) a-pineno

Figura 12. Estruturas quimicas limoneno (A), linalool (B), a-pineno (C).
Fonte: PubChem (20229, 2022h, 2022i).

O (E)-anetol (Figura 13) é um fenilpropanoide ao qual se atribui a dogura dos frutos e
também um elevado potencial inseticida (MIYAZAWA et al., 1993; HO; MA; HUANG, 1997),
uma pesquisa realizada por JAE-YEON em 2011 (JAE-YEON; JAE-IK LEE, 2011) resultou
na patente sul coreana de uma substancia antisséptica e inseticida a base de anis estrelado.

Figura 13. Estrutura quimica do (E)-anetol, constituinte majoritario do 6leo essencial de
[licium verum.
Fonte: PubChem (2022)).

E comum que o (E)-anetol corresponda a mais de 70% da composi¢&o dos 6leos de anis
estrelado, (CHOUKSEY; SHARMA; PAWAR, 2010; MATOS et al., 2020) podendo chegar a
concentragdes superiores a 90% da composi¢do (GOMES DA ROCHA VORIS et al., 2018; LI
et al., 2020) sendo o composto predominantemente quantificado (ASIF et al., 2016), é atribuido
a este constituinte, o efeito inseticida do I. verum. (CHANG; AHN, 2002).

Em uma pesquisa sobre o efeito inseticida de 0leos essenciais de diferentes espécies
vegetais, sob coledpteros adultos da espécie Lasioderma serricorne (Caruncho do fumo), Kim
et al. (2003) observaram mortalidade de 100% para o 6leo de anis estrelado ja no primeiro dia
de tratamento, foi observado efeito inseticida do 6leo em adultos e larvas de Callososbruchus
chinensis (caruncho do feijao) (CHAUBEY, 2008), atuando como larvicida sobre larvas de
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Aedes aegypti (GOMES DA ROCHA VORIS et al., 2018) e reducéo de nimeros de ovos e
insetos emergidos de Callosobruchus maculatus (MATOS et al., 2020).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Determinar a composi¢do quimica do 06leo esséncial de Illicium verum e avaliar a
atividade pulicida in vitro do 6leo essencial no controle de pulgas da espécie Ctenocephalides
felis felis na fase adulta, bem como sua eficacia residual.

3.2 Objetivos Especificos

o Determinar por cromatografia gasosa acoplada ao detector de ionizacdo de chamas e a
espectrometria de massas, 0ss constituintes quimicos do 6leo essencial de 1. verum.

o Avaliar a atividade in vitro do Oleo essencial de 1. verum sobre adultos de
Ctenocephalides felis felis.

o Determinar a CLso e CLgo do 6leo essencial de I. verum por meio da analise de probit
utilizando o programa computacional IBM SPSS Statistics.

o Determinar a eficécia residual do oleo essencial de I. verum.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencao do 6leo essencial de Illicium verum

Para a realizacdo deste trabalho, foi utilizado o 6leo dos frutos de anis estrelado,
comercializado pela empresa Via aroma® inserida no setor de 6leos essenciais e produtos afins.

4.2 Origem das Pulgas

As pulgas adultas utilizadas nos testes relativos a este projeto foram provenientes da
coldnia de C. felis felis, mantida desde 1998 em felinos domésticos no biotério do Laboratério
de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria, da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (LQEPV/UFRRJ). A coldnia é aprovada pelo Comité de Etica em Utilizago
de Animais do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

4.3 Caracterizacdo Quimica do Oleo Essencial de Illicium verum

4.3.1 Anélise por cromatografia em fase gasosa com detector por ionizagdo de chamas e
massas (CG/DIC/EM)

A fim de separar e elucidar os constituintes do 6leo essencial dos frutos de Illicium
verum, foi realizada a anélise de cromatografia gasosa, através do aparelho Hewlett-Packard
5890 Il (Palo Alto, USA) implementado com um detector por ionizagdo de chama (DIC) e
injetor do tipo split-splitless. Para o ajuste das temperaturas tanto do forno, quanto do injetor e
detector, baseou-se na metodologia proposta por Adams para identificacdo de 6leos essenciais
por cromatografia gasosa e espectrometria de massa (ADAMS, 2007).

A amostra foi introduzida no injetor (volume de 1 pLL em uma razao de 1:20), os analitos
foram carregados pelo géas de arraste Hélio, na velocidade de 1mL/min para a coluna capilar do
tipo HP — 30 m x 0,25 mm i.d., espessura do filme 0,25 um (Agilent J&W), constituida por
silica fundida, que fica acondicionada no forno resistivo programavel. As substancias foram
separadas e cada uma apresenta um tempo diferente de retencdo (Tr), chegando ao fim da
coluna segue para o detector e a porcentagem dos componentes do 6leo essencial foi calculada
de acordo com a area relativa de cada pico analisado pela CG-DIC.

Para efetuar a caracterizacdo quimica do 6leo essencial, também foi realizada a anélise
por cromatografia gasosa com espectrometro de massas, utilizando o aparelho da marca
Shimadzu JPN, modelo QP2010 Plus. O aparelho foi regulado para operar com energia de
ionizagédo a 70 eV e com alcance de massa de 40-400 m/z e 0,5 scan/s.

Para o ajuste das condic¢des de temperatura, corrente do gas de arraste e coluna capilar,
também se baseou na metodologia proposta por Adams (2007), portanto foram utilizadas para
CG/EM as mesmas regulagens descritas na metodologia de CG/DIC. Foi empregada uma série
homdloga de n-alcanos Cs-Czo a fim de verificar o desempenho do sistema e calcular o indice
de retencgéo linear de cada composto presente na amostra, tendo como premissa a equacédo de
VAN DEN DOOL E KRATZ.

A identificacdo dos componentes do 6leo essencial, detectados através da CG/EM, foi
efetuada através dos respectivos valores dos indices de retencdo linear frente aos dados da
biblioteca de espectro NIST, como proposto por Adams (1995).
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4.4 Eficécia in vitro do Oleo Essencial de Illicium verum no Controle de Adultos de
Ctenocephalides felis felis

Para avaliar a eficacia in vitro do dleo essencial frente a pulgas adultas de C. felis felis,
foi utilizada a técnica de impregnacéo em papel filtro.

4.4.1 Preparo das fitas impregnadas

Inicialmente foram realizadas as diluicbes do 6leo essencial de I. verum, utilizando
acetona a 20% como diluente, as dilui¢des foram seriadas na proporc¢éo de 1:2, resultando em
10 solugdes com as seguintes concentragdes de O.E. :800, 400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25,
3,125,e 1,56 ].Lg-cm'z.

Para o controle negativo utilizou-se a acetona a 20%, de forma a demonstrar que o
solvente utilizado ndo interfere nos resultados encontrados, visto que evapora por completo e
ndo promove morte das pulgas, garantindo que a mortalidade observada é realmente fruto da
bioatividade do dleo essencial.

Com a finalidade demonstrar a sensibilidade das pulgas provenientes da col6nia, foi
disposto também um controle positivo, constituido de uma solugio de Fipronil 400 pg-mL™,
igualmente diluido em acetona.

Em seguida foram preparadas as fitas de papel filtro, com dimensdo de 10 cm?
(1x10cm), sendo estas identificadas e impregnadas cada uma com 0,2 mL de sua respectiva
concentracdo de Oleo essencial de I. verum, controle negativo e controle positivo supracitados.
Foram utilizadas duas repeti¢des (R1 e R2) para cada concentragéo.

4.4.2 Preparo do teste in vitro

As fitas permaneceram secando durante 1 hora em temperatura ambiente e apds este
periodo foram inseridas cada uma em um tubo de ensaio de vidro contendo 10 pulgas adultas
da subespécie C. felis felis, ndo alimentadas, com idade de 14 dias. Em seguida vedou-se 0s
tubos com tecido ndo tecido (TNT) que foi preso por elastico de borracha, os mesmos foram
acondicionados em BOD com temperatura de 28 + 1°C e umidade relativa de 75 + 10%.

Para avaliar a mortalidade das pulgas, utilizou-se o critério de motilidade, de forma que
cada tubo de ensaio foi avaliado nos tempos de 24 e 48 horas apds a montagem dos testes, a
fim de monitorar a atividade das pulgas.

Os tubos foram levemente agitados de forma manual para estimular a movimentacéo de
pulgas vivas, sob o critério de motilidade, todo inseto que apresentou qualquer minima
movimentacdo foi considerado vivo mesmo em intensidades fracas de motilidade, que os
impediria de parasitar um hospedeiro, foram contabilizados como vivos, apenas as pulgas
completamente imdveis apos o estimulo foram consideradas mortas. Para esta etapa disp6s-se
de um microscopio estereoscopico.

Em cada avaliag&o registrou-se 0 numero de insetos vivos e mortos, o que possibilitou
o calculo do percentual de mortalidade, que foi feito através da seguinte férmula, proposta por
Abbott (1987): Percentual de eficacia = [(média de pulgas adultas do grupo controle — média
de pulgas adultas do grupo tratado) /(média de pulgas adultas do grupo controle)] x 100.
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4.5 Ajuste da Concentracéo do Oleo Essencial de Illicium verum para Estimativa da
CLsoe CLgo

Ap0s constatar a bioatividade do 6leo essencial de Illicium verum, foi necessario realizar
0 ajuste das concentracdes, de forma a permitir uma analise de regressdo mais adequada, que
permitiu realizar a determinacéo da dose letal capaz de matar pelo menos 50% da populagédo
L50) e da dose letal para matar pelo menos 90% da populacéo (CL90) de Ctenocephalides felis
felis adultas.

Foi preparado um novo teste in vitro seguindo a técnica de impregnacao em papel filtro
elucidada no item 4.4.2, no entanto foram alteradas as concentragdes, que passaram a ser de
100, 200, 220, 240, 260, 280, 300, 340, 400 e 800ug-cm™ controles positivo e negativo, e 0
nimero de repeticdes nesta nova etapa foi de seis (R1, R2, R3, R4, R5 e R6) para cada
concentracao.

4.6 Eficacia Residual

A eficdcia residual ¢ um pardmetro importante a ser considerado e avaliado,
principalmente em estudos relacionado a atividade de Oleos essenciais, pois a alta
biodegrabilidade e a baixa persisténcia a campo sdo entendidos como entraves que precisam ser
superados para garantir a eficacia e o controle de qualidade principalmente quando voltados
para atividade inseticida, permitindo assim o estabelecimento de diretrizes apropriadas
(ISMAN, 2020; KHARE et al., 2019).

Com o objetivo de elucidar o tempo de persisténcia da atividade pulicida do dleo
essencial de Illicium verum contra adultos de C. felis felis, foi realizado o teste de eficacia
residual composto por 6 repeticdes.

Foi utilizada a técnica de impregnacdo em papel filtro como descrita no item 6.4, no
entanto, neste caso foi utilizada apenas a concentracéo que apresentou 100% de mortalidade no
ensaio de ajuste de concentracdo da etapa anterior,

A mortalidade das pulgas foi avaliada a cada 24 horas, as pulgas mortas foram
contabilizadas através do mesmo critério de motilidade descrito no subtépico 6.4.2 e os dados
registrados. Em seguida todas as pulgas eram substituidas por 10 pulgas novas provenientes da
mesma coldnia, sendo mantidas as mesmas fitas impregnadas inicialmente, este procedimento
foi repetido a cada 24 horas até ndo ser verificada mais eficacia pulicida.

O percentual de mortalidade foi calculado em cada dia, utilizando o mesmo método que
se empregou no subitem 6.4.2, os dados dos dias foram comparados e desta forma foi possivel
avaliar a durabilidade do efeito inseticida de uma unica aplicacdo do oleo de Illicium verum.

4.7 Andlise Estatistica

Para determinar a CLsp e CLgoo bem como limites inferiores e superiores, valor de R
Slope, os dados foram computados e realizou-se a avaliacdo estatistica, atraves da analise em
probit, empregando o programa computacional RStudio Team® (2020) ao nivel de significancia
P <0,05.
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5 RESULTADOS

A analise quimica do 0Oleo essencial atraves da técnica cromatografia gasosa, permitiu
identificar 16 compostos (Figura 14, Tabela 1) presentes no material, esta técnica é eficiente
sobretudo na identificagdo dos compostos majoritarios, e serve como ferramenta para elucidar
a relacdo da constituicdo quimica do 6leo com a bioatividade.

A cromatografia gasosa representa uma técnica de baixo custo e facil dominio, o que
faz desta, a metodologia mais adotada na caracterizagdo de compostos voléateis e semi-volateis
derivados de plantas (MARRIOTT; MASSIL; HUGEL, 2004).

" o A L'L A ||

= - = = =

Figura 14. Cromatografia Gasosa. Cromatdgrafo a Gas Hewlett-Packard 5890 Il. Coluna: HP
—30 m x 0,25 mm (AGILENT). Temp.: Coluna: 50°C (0 min), 3°C /min a 200°C. Injetor:
220°C Split: 1/50. Detector FID: 220 °C. Vol. de injecéo: 1 ul (conc 1.0 % em diclorometano)

Ja os principais compostos identificados estdo representados na Tabela 1 a seguir.
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Tabela 1. Perfil quimico do dleo essencial dos frutos de Illicium verum.

Ord?”l de Componentes 1AC OElV
eluicdo

1 a-pineno 932 0,97
2 a-felandreno 1002 0,57
3 Careno 1008 0,36
4 Limoneno 1024 2,05
5 B-felandreno 1025 0,43
6 1,8-cineol 1026 0,42
7 pB-terpineol 1140 3,58
8 4-terpineol 1174 0,29
9 Estragol 1195 5,75
10 Anis aldeido 1247 2,49
11 (2)-anetol 1249 0,63
12 (E)-anetol 1282 79,96
13 Ylangene 1373 0,31
14 anisil metilcetona 1380 0,60
15 pB-thujalpicina 1475 0,39
16 y-himachaleno 1481 1,20

Hidrocarbonetos

. 4,38
monoterpénicos
Monoterpenos oxigenados 4,29
Hidrocarbonetos

: ) 1,51
sesquiterpenicos
Fenilpropanoides 86,34
Total 96,52

OEIV (Oleo Essencial de Illicium verum). A Ordem de eluigdo e o indice aritmético (IAc) foram calculados com
uma série de alcanos.

Fonte: da autora.

(A) (E) - anetol (B) B-terpinol (C) Estragol

Figura 15. Estruturas quimicas da moléculade (E) - anetol (A), p-terpinol (B) e estragol (C).
Fonte: PubChem (2022j, 2022k, 2022l).

O (E)-anetol (Figura 15 - A) foi o constituinte majoritario e consistiu em 79,96% da
composic¢do do 6leo essencial extraido dos frutos de Illicium verum, junto ao B-terpineol (Figura
15 - B) e estragol (Figura 15 - C), anis aldeido, limoneno e y-himachaleno, representando
parcelas importantes.
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A capacidade do dleo essencial de anis estrelado, controlar adultos de pulgas da espécie
Ctenocephalides felis felis foi avaliada atraves da sua eficacia in vitro em 24 e 48h, com os
seguintes resultados demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2. Atividade in vitro do 6leo essencial de Illicium verum, mortalidade de adultos de
Ctenocephalides felis felis apds 24 e 48 horas.

Tempo (h)

Concentracédo do 6leo essencial
(ng-em?) 24h 48h

1,56 0 0
3,13 0 0
6,25 0 0
12,5 5 5

25 0 0

50 0 0
100 5 5
200 30 30
400 95 95

800 100 100
Resultado expresso em % de mortalidade, h=tempo em horas.

N&o foi observada atividade pulicida para as concentracfes de 1,56, 3,31, 6,25 e 25
ug-cm?, tanto para os tempos de 24 quanto 48 h, nas concentracdes de 12,5 e 100 pg-cm™
observou-se baixa mortalidade, representando eficacia de 5% em 24 e 48 h para ambas as
concentragdes. Foi constatada ampliacdo na taxa de mortalidade acompanhando o0 aumento nas
concentragdes superiores a 100 pg-cm™ das amostras subsequentes chegando a 100% de
eficacia pulicida com 800 pg-cm™.

O mesmo padréo ndo foi verificado nas amostras mais concentradas imediatamente
superiores a 12,5 pug-cm, sendo as concentracdes de 25 e 50 pug-cm™ sem eficacia para o
controle de adultos de Ctenocephalides felis felis.

A partir de 100 pg-cm™ houve eficacia de 5% com aumento da mortalidade, observando-
se aumento significativo entre as concentragdes seguintes, com resultados de mortalidade de
30% com 200 pg-cm?,95% com 400 pg-cm alcangando 100% com 800 pg-cm™ tanto para 24
quanto para 48h.

Estes resultados esclarecem a necessidade do ajuste de concentracdes, a fim de elucidar
melhor a bioatividade do Oleo essencial, para isso foi realizado o ajuste com 10 novas
concentragdes em uma faixa entre 100 pg-cm™2e 800 pg-cm, que correspondem ao ponto onde
a eficacia e 0 aumento das taxas de mortalidade foram observados no primeiro teste.

Foi realizado um novo teste in vitro (Tabela 3) com as seguintes concentrag¢ées, 100,
200, 220, 240, 260, 280, 300, 340, 400 e 800 pg-cm?, ajustadas ao perfil apresentado
incialmente, com as avaliacdes realizadas igualmente no tempo de 24 e 48 horas, seguindo a
metodologia de montagem e avaliagdes do teste descrito anteriormente.

No controle negativo ndo foi observada nenhuma pulga morta, o que confirma a néo
interferéncia do diluente utilizado (acetona 20%) nos resultados, isso se justifica pela
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particularidade do proprio solvente que evapora de maneira rapida e completa, ndo provocando
a mortalidade dos insetos. J& no controle positivo, onde foi utilizado o fipronil, foi observada a
mortalidade de 100% das pulgas de acordo com o padréo esperado, por este produto possuir
eficacia comprovada.

Estes dados sé&o importantes pois permitem confirmar a confiabilidade dos resultados
encontrados relativos ao 6leo essencial testado, ao ponto que conferem a correta aplicacdo da
metodologia e desenvolvimento dos testes in vitro.

Tabela 3. Mortalidade em fase adulta de Ctenocephalides felis felis, frente ao dleo essencial
de Ilicium verum (ajuste de concentracao).

Tempo (h)
Concentracao do 6leo
essencial (pg-cm) 24h 48h
100 40 42
200 75 75
220 82 82
240 85 85
260 97 97
280 83 78
300 90 93
340 93 97
400 97 97
800 100 100

Resultado expresso em % de mortalidade, h= tempo em horas.

Houve tendéncia de aumento da mortalidade condizente com o aumento das
concentracdes do 6leo essencial, tanto nas leituras em 24h como ap6s 48h, a concentracdo de
800 pg-cm™ foi responsavel por resultar em 100% da mortalidade das pulgas nas leituras de
ambos os intervalos de tempo, no entanto o tempo de exposicdo de 24 horas é satisfatorio ja
que resultados encontrados para ambas as faixas de tempo foram proximos em todas as
concentragoes.

Nas avaliagOes in vitro de efeito antiparasitario, a CLso e a CL90 consistem nas
concentragdes de um composto bioativo em contato com o parasito (formas adultas ou imaturas)
que acarretam, respectivamente, na morte de 50% (metade) e 90% de um grupo de individuos
em contato com o composto.

A concentracéo letal do 6leo essencial de Illicium verum responsavel pela mortalidade
de 50% dos individuos (CLso) de Ctenocephalides felis felis foi de 122,27 pug-cm (93, 44 —
145,19 pg-cm?) para 24h e 120,92 pg-cm? (92,27 — 143,69 pg-cm?) em 48h, ja a
correspondente a mortalidade de 90% (CLago) foi de 300,77 pug-cm (261,27 — 366,17 pg-cm)
para 24h e 295,19 pg-cm (256,69 — 358,29 pg-cm2) em 48h.

Os resultados obtidos na determinagéo da CLso € CLgo estéo listados na Tabela 4, junto
aos dados de IC (Intervalo de Confianca), slope, X? (p-valor) e r? (regresséo linear).
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Tabela 4. CLso e CLgo da fase adulta de Ctenocephalides felis felis em 24 e 48h horas, frente

ao O.E. de Illicium verum, obtidas através dos dados de mortalidade dos testes in vitro
e do probit.

Oleo essencial de Illicium verum

24 h 48 h
CLso (95% IC) (ng-em?) 12227 (93,44 — 145,19) 120,92 (92,27 — 143,69)
CLoo (95% IC) (ng-em?) 300,77 (261,27 — 366,17) 295,19 (256,69 — 358,29)

Concentracéo Letal

Slope 3,2784 3,3064
X2 (p-valor) 0,0759 0,8058
r 0,7072 0,6972

Com a finalidade de avaliar o tempo em que o 6leo essencial de Illicium verum
permaneceu agindo sobre os organismos alvo, foi realizado o teste de eficacia residual. Esta
avaliacéo é importante sobretudo quando se trata de 6leos essenciais, devido a sua volatilidade.

Para tal foi realizado teste in vitro utilizando a concentracio de 800 pg-cm que foi a
concentragédo que apresentou resultado de 100% de mortalidade na etapa anterior. As avaliagdes
foram realizadas a cada 24 h, até que ndo fossem mais observados resultados de eficacia, 0s
resultados encontrados estdo demonstrados no grafico abaixo.

120,0 y = -6,0856x + 113,74

1000 @ R?=0,9325
80,0 ® . .
600 .

..
*e
‘e
*e
*e

40,0

Mortalidade (%)

20,0 ..

0,0 “»

Tempo (dias)

Figura 16. Eficacia residual do 6leo essencial de Illicium verum, na concentragéo de 800
ng-cm?, avaliada a cada 24h, ao longo de 18 dias, contra adultos de C. felis felis.

Foi observada bioatividade inseticida do 6leo essencial de Illicium verum ao longo 18
dias, sendo que no 7° dia ainda apresentou mortalidade de 80% das pulgas, com redugéo para
50% no 10° dia, 36,7% no 13° dia, e 1,7% no 18° dia de avaliacédo. O r2 calculado foi de 0,9325,
representando uma queda continua da eficacia pulicida, de forma linear.

O oleo essencial de Illicium verum na concentracdo avaliada apresentou rapido inicio de
atividade em 24 h, a bioatividade foi sustentada pelo periodo de 22 dias com resultado
promissor que perdurou ao longo de 7 dias (80%) de eficacia com queda linear de sua acdo.
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6 DISCUSSAO

Os Oleos essenciais sdo formados a partir do metabolismo secundario das plantas e
apresentam em sua composicdo, a combinagdo de diferentes compostos organicos volateis
(LORENZI; MATOS, 2008).

A andlise revelou o (E)-anetol como o constituinte majoritario, com destaque
significativo, representando 79,96% da composic¢do do 6leo essencial extraido dos frutos de
[llicium verum, além do (E)-anetol foram identificados estragol, p-terpineol, anis aldeido,
limoneno e y-himachaleno, representando parcelas importantes.

Estes resultados corroboram com os encontrados por Park, Shin e Kin (2016), que
identificaram 18 compostos a partir do 6leo de anis estrelado, sendo o (E)-anetol o composto
mais abundante (91%) seguido do limoneno (4,1%), os demais compostos correspondiam a
parcelas menores que 1% da amostra.

Tu et al. (2018) realizaram a caracterizagdo quimica do 6leo essencial extraido dos de
frutos de Illicium verum por cromatografia em fase gasosa com espectrémetro de massas
(CG/EM), e identificaram o (E) - anetol correspondendo a 85,245% da composicao e estragol,
6,479%. O estragol encontrado (5,75%) na amostra analisada também reflete similaridade com
em outros estudos (WONG; LEE; NURDIYANA, 2014; CAl et al., 2013).

Ainda que se trate de plantas da mesma espécie, pode haver variacoes, tanto nos teores,
quanto na constituicdo quimica dos 6leos. Estas alteragdes podem ser associadas a diferentes
fatores, como tipo de cultivo, fornecimento de nutrientes, fotoperiodo, fornecimento de agua,
umidade relativa, ventos (SIMOES et al., 2017).

O oleo utilizado neste estudo foi extraido dos frutos secos do anis estrelado, por
destilacdo a vapor, ndo sendo discriminado se foram utilizados frutos inteiros sem a separacao
das sementes, ou se utilizou-se apenas o pericarpo, este dado é importante para esclarecer a
congruéncia do resultado, visto que a maior parcela do dleo essencial rico em (E)-anetol se
encontra no pericarpo dos frutos (WANG et al., 2011; ASIF et al., 2016), sendo as sementes a
principal fonte de outro composto, o &cido chiquimico, que é utilizado para a producdo do
fosfato de oseltamivir, antiviral utilizado contra a gripe aviaria (H5N1) (WANG et al., 2011).

A bioatividade dos 0leos essenciais esta relacionada a sua composicao, seja por efeito
de seu constituinte majoritario ou da sinergia resultante dos diferentes compostos presentes, no
caso do anis estrelado, o terpeno (E)-anetol representa o constituinte majoritario identificado
com relevante destaque, em concordancia com achados na literatura (CHOUKSEY; SHARMA,;
PAWAR, 2010; PARK; SHIN; KIM, 2016).

O (E)-anetol é um constituinte muito explorado pela industria farmacéutica, em
decorréncia de suas diversas propriedades medicinais como melhora na resposta imune
adquirida, potencial antioxidante, propriedades anticancerigenas e como recurso terapéutico
contra o Alzheimer (PENG et al., 2016; WONG; LEE; NURDIYANA, 2014; ASIF et al., 2016;
BHADRA et al., 2011).

Além disso, muitos trabalhos tém atribuido a bioatividade inseticida e a agdo fumigante
do 6leo do anis estrelado ao (E)-anetol (PARK; SHIN; KIM, 2016), demonstrando efeito contra
diversos insetos, entre eles a Blattella germanica (baratinha), Lasioderma serricorne (besouro
do fumo) e Callosobruchus chinensis (caruncho) (CHANG; AHN, 2002; CHAUBEY, 2008;
KIM et al., 2003; L1 et al., 2020). O (E)-anetol também pode ser encontrado em outras espéecies
vegetais com atividade inseticida comprovada, como no caso da Piper marginatum, conhecida
popularmente como pimenta do mato (SANTANA et al., 2015). Assim como o anis estrelado,
outras espécies tem se destacado por apresentarem bioatividade e possuirem produtos do
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metabolismo secundério ricos em fenilpropanoides, como é o caso das Piper aduncum, P.
callosum e P. marginatum (SANTANA et al., 2015; SILVA et al., 2016).

A bioatividade do 6leo essencial de Illicium verum sobre adultos de Ctenocephalides
felis felis foi observada nos testes in vitro, de forma que também foi possivel evidenciar uma
tendéncia de aumento da mortalidade condizente com o aumento das concentragdes do 6leo
essencial, tanto nas leituras em 24h como apds 48h.

O tempo de exposicdo de 24 horas é satisfatorio j& que resultados encontrados para
ambas as faixas de tempo foram proximos em todas as concentraces.

As propriedades inseticidas dos metabdlitos secundéarios de Illicium verum tem sido
amplamente avaliadas em diversas espécies de artropodes com resultados promissores contra
varios insetos como Callosobruchus chinensis, Callosobruchus maculatus, Blatella germanica,
Sitophilus oryzae, Sitophilus zeamais, Myzus persicae, Lasioderma serricorne e Aedes aegypti
(KIM et al., 2003; LI et al., 2013; ZHOU et al., 2016; WEI et al., 2014; PARK; SHIN; KIM,
2016; MATOS et al., 2020; CHANG; AHN, 2002; GOMES DA ROCHA VORIS et al., 2018)
, N0 entanto, sdo escassos trabalhos com ectoparasitas de importancia veterinaria. Os resultados
encontrados demonstram o potencial deste inseticida botanico para esta finalidade.

(KIM et al., 2003) avaliaram a bioatividade de metabdlitos secundarios de 30 espécies
de plantas medicinais e aromaticas, sobre adultos de Stiphilus oryzae e Callosobruchus
chinensis através do método de impregnacdo de papel filtro nas concentracdes de 3,5 e 0,7
mg-cm2. O extrato de llicium verum apresentou eficacia inseticida contra as duas espécies.

Em 24h ndo foi observada eficacia para S. oryzae em nenhuma dos tratamentos, no
entanto a mortalidade aumentou com o tempo de exposi¢do em ambas as concentragdes, sendo
que apos 96h a mortalidade foi de 63% na menor concentracdo e 100% na maior.

No mesmo trabalho, com C. chinensis a mortalidade foi de 97% em 24h na menor
concentracdo e atingiu 100% no periodo de 48h. Este trabalho destacou a superioridade da
atividade inseticida do Illicium verum em comparacdo com grande parte das espécies botanicas
avaliadas, bem como demonstrou os diferentes resultados de bioatividade do mesmo composto
em espécies de insetos diversas.

O bioensaio com papel filtro € considerado um facilitador na triagem de inseticidas
botanicos, sendo também adotado para testes de eficacia com Ctenocephalides felis felis, por
ser considerado uma técnica econdmica, de facil repetibilidade e que permite a pré-triagem de
diferentes tipos de compostos para controle de pulgas, de forma simplificada e eficiente (SU et
al., 2014).

A toxicidade do extrato de Illicium verum foi observada contra o pulgdo verde do
pessegueiro (Myzus persicae), sendo maior conforme o aumento das concentragdes, neste
estudo também foi realizada a caracterizacdo quimica dos extratos, que apresentaram altas taxas
de (E)-anetol, assim como na maioria dos estudos com éleos essenciais desta espécie, sendo
atribuido a abundancia deste composto os resultados de bioatividade encontrados (ZHOU et al.,
2016).

Na literatura, encontram-se resultados da toxicidade por contato, do extrato de Illicium
verum, através do emprego do teste de papel filtro, sobre adultos Sitophilus zeamais,
constatando aumento da bioatividade conforme o aumento das concentragdes a que foram
submetidos os insetos, sendo que em doses mais baixas observou-se maior eficacia quanto
maior o tempo de exposi¢do, chegando a 76,46% de mortalidade em 24 horas, 89,89% em 48h
e 94% em 72 horas com a concentragio de 125,79 pug-cm™ (WEI et al., 2014).

No trabalho atual, com 0leo essencial, encontrou-se mortalidade de 93% de individuos
de C. felis felis, em 24h na concentragéo de 340 g-cm™ e 100% na concentracdo de 800 g-cm™.
A necessidade de maiores concentracGes do 0leo essencial para o controle de C. felis felis pode
ser relacionada a caracteristicas da interacdo composto x organismo, no entanto é véalido
destacar que o efeito inseticida foi alcangcado em intervalo de tempo inferior ao encontrado no
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trabalho conduzido por Wei et al. (2014), propriedade oportuna no que diz respeito, sobretudo,
ao controle de infestacdes por C. felis felis, o que pode sugerir vantagem do 0leo essencial neste
sentido.

O dleo essencial de Illicium verum diluido em acetona foi eficaz contra fémeas adultas
de mosquitos Aedes agypti, com aumento da mortalidade correspondente ao aumento das
concentragdes, chegando a 90% de mortalidade em 24 horas na concentragdo de 53,0 pg mL ™
(GOMES DA ROCHA VORIS et al., 2018), neste estudo também foi possivel ver o aumento
da mortalidade das pulgas C. felis felis de acordo com o aumento da concentracdo do 6leo
essencial, a mortalidade de 90% foi observada em 24h na concentragdo de 300,00 pg-cm™.

E valido ressaltar que a caracterizagdo quimica do 6leo utilizado pelo autor, revelou
90,1% de (E)-anetol em sua composicao, enquanto que o 6leo utilizado para C. felis felis este
constituinte representou 79,96% da composicdo, além disso o 6leo utilizado pelo autor
apresentou quantidades similares de limoneno (2,2%), o que reforca a discusséo acerca do efeito
sinérgico destes compostos na bioatividade observada, possibilitando elucidar diferencas de
desempenho, ja que se atribui 0 maior efeito inseticida a maiores concentracdes bem com a
atividade sinérgica destes dois compostos.

A concentragdo de 0.16 mL/cm? de 6leo essencial de I. verum diluido em acetona foi
suficiente para alcancar uma mortalidade de 100% Liposcelis bostrychophila (piolho do livro)
em 24h (ZHAO et al., 2012). Estes insetos parecem ter sido mais susceptiveis a toxidez por
oleo essencial de Illicium verum do que Ctenocephalides felis felis, no entanto, este estudo ndo
realizou a caracterizac¢do quimica do 6leo.

Pangnakorn e Chuenchooklin (2018) avaliaram a atividade inseticida de 3 6leos
essenciais (Ocimum basilicum, Illicium verum e Acacia farnesiana) sobre Sitophilus zeamais,
e obtiveram resultados promissores com lllicium verum sendo o Unico que alcangou 100% de
mortalidade em 12h na concentragdo de 7,5 ul, diluido em acetona através do método do papel
filtro em placa de petri,

A atividade do 6leo essencial de anis estrelado testado contra adultos de Callosobruchus
chinensis, através do método de papel filtro impregnado, utilizando acetona como diluente
demonstrou 70% de mortalidade em 24 horas na concentracdo de 11,76 mg/L (PARK; SHIN;
KIM, 2016) em outro trabalho contra adultos de Calosobruchus maculatus, também através de
ensaio com papel filtro, o Oleo essencial apresentou 95% de mortalidade apds 48h na
concentracédo de 180.06 uL./L (MATOS et al., 2020).

O oleo essencial utilizado por Park, Shin e Kim (2016), apresentou 91% de (E)-anetol
em sua composic¢do, 4,1% de limoneno e mais 16 compostos que representavam parcelas
inferiores a 0,9% da composi¢do do 6leo, corroborando com (ANDRADE-OCHOA et al.,
2018) que ao pesquisarem a relacéo entre o efeito inseticida e o sinergismo do (E)-anetol com
demais compostos, encontraram o efeito sinérgico mais promissor entre este constituinte e o
limoneno. Ja Matos et al. (2020) embora tenham encontrado 88,85% de (E)-anetol na
composic¢do do 6leo, ndo detectaram a presenca de limoneno.

Em estudo comparativo, entre a bioatividade do 0leo essencial de Cinnamomum cassia
e cinamaldeido (seu constituinte majoritario), contra adultos de C. felis felis, foi observada
superioridade da bioatividade do 6leo essencial frente ao cinamaldeido, o que sugere o efeito
sinérgico entre o constituinte majoritario e demais constituintes no o6leo essencial,
potencializando sua acdo a inseticida (CONCEICAO et al., 2020).

Os resultados de acdo frente C. felis felis encontrados no presente trabalho corroboram
com os achados na literatura e mostram que o 0leo essencial do anis estrelado tem propriedades
inseticidas que podem ser exploradas também no campo de controle de ectoparasitas de
interesse veterinario.

Atualmente entre os principais 6leos essenciais pesquisados in vitro para controle de
pulgas adultas estédo os extraidos de Schinus molle, Ocimum gratissimum, Cinnamomum cassia
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e Zygium aromaticum (BATISTA et al.,, 2016;RUST, 2020; LAMBERT et al., 2020;
CONCEICAO et al., 2020). O 6leo de Ocimum gratissimum é rico em eugenol e apresentou
boa eficacia quando comparado a 6leos provenientes de outras espécies, com 100% de
mortalidade para o controle de pulgas adultas, na concentragio de 25 pug cm 2 (SANTOS et al.,
2020). Este composto tem ampla atividade inseticida verificada, € um monolignol, do grupo
dos fenilpropanoides, assim como o (E)-anetol que é o composto majoritario do 6leo essencial
do Illicium verum, e que representa 79,96% da composicdo do 6leo utilizado neste trabalho
(VALE, 2018; SOUZA; RIBEIRO; SILVA, 2019; CHENG; SUN, 2020).

Os resultados de acdo inseticida do anis estrelado, sobre diversas espécies de artropodes,
encontrados na literatura, impulsionam a avaliacdo de sua bioatividade através dos testes de
eficacia com Ctenocephalides felis felis, e sdo consonantes com os resultados de eficacia
pulicida encontrados no presente trabalho. Existem diversas formas de acdo dos metabdlitos
secundarios das plantas no corpo dos insetos, estas interacfes podem estar relacionadas a
mecanismos como inibicdo de atividades enzimaticas e acfes sobre neuromoduladores
presentes nos invertebrados (GUSMAO et al., 2013; ZHOU et al., 2016). As diferencas de taxas
de mortalidade, concentracdes e eficacia relacionada ao periodo de exposicdo sao
caracteristicos de estudos conduzidos com produtos provenientes do metabolismo secundario
de plantas.

Analisando os resultados expostos tanto para CLso quanto para CLgo observou-se que
ndo sdo significativas as diferencas encontradas nas atividades apresentadas pelo 6leo essencial
em 24 e 48 h de exposigéo.

Embora existam muitos trabalhos na literatura relacionados a atividade inseticida do
6leo essencial de Illicium verum, carecem estudos relativos a sua eficacia sobre ectoparasitas
de importancia veterinaria como Ctenocephalides felis felis.

Matos et al. (2020) avaliaram a composi¢do quimica bem como atividade inseticida do
6leo essencial proveniente dos frutos e sementes de Illicium verum sobre o gorgulho do feijdo,
Callosobruchus maculatus, e atestaram o efeito fumegante do composto atuando como
alternativa de inseticida botanico no controle desde inseto que acarreta prejuizos sobretudo no
armazenamento de gréos, neste estudo a CLso e CLgo foram respectivamente 9,62 ¢ 32,78 puL/L,
demonstrando o aumento da mortalidade relacionado ao aumento das concentragdes, 0 mesmo
foi observado neste trabalho, esta caracteristica é desejavel na busca por compostos com
propriedades inseticidas.

Um estudo conduzido por Lima (2014), onde avaliou —se a toxicicidade de diferentes
6leos essenciais para Schizaphis graminum (pulgdo verde), mostrou que dependentemente do
tipo da superficie contaminada, elevadas taxas de mortalidade sdo encontradas quando 0s
pulgdes S. graminum entram em contato com o oleo essencial de I. verum, caracterizando-o
como promissor inseticida. Em tal estudo, o 6leo essencial de 1. verum demonstrou ser toxico
em concentraces mais elevadas, com CLso de 51,80 e 40,50 pL dleo/cm? (24 e 48 h) quando a
superficie utilizada foi composta de folhas de sorgo, e de 51,80 ug 6leo/cm? (24 h), com a
utilizacdo de discos de papel-filtro como superficie, no mesmo estudo a CL90 foi de 110,00 e
109,00 pL dleo/cm? (24 e 48h) em folha de sorgo e 109,00 pL dleo/cm? (24h) em papel filtro,
a toxicidade foi atribuida ao composto majoritario (E)-anetol. Os resultados encontrados pelo
autor corroboram com os obtidos no presente trabalho.

Matos et al. (2020) observaram tanto o efeito fumegante quanto toxicidade por contato,
do oleo essencial de Illicium verum, contra adultos de Callosobruchus maculatus, conhecido
popularmente como gorgulho do feijdo caupi. Neste estudo o efeito letal do 6leo, por fumegacao
foi obtido em concentragdes consideradas baixas, tendo sido alcangada a CLsg € CLgs nas
concentracgoes de 23,36 e 180,06 uL/L de 6leo essencial respectivamente. Também foi avaliada
a toxicidade por contato, as CLso e CLgs obtidas foram respectivamente nas concentragdes 9,62
e 32,78 ulL/L de 6leo essencial, a toxicidade de contato também foi através dos resultados
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encontrados no presente estudo com C. felis felis. Além disso, o resultado observado através
das analises de Matos et al. (2020) ampliam o entendimento relativo ao modo de acéo do 6leo
de anis estrelado e explicitam a versatilidade do 6leo como inseticida, demonstrando que a
mesma substancia atuou de formas diferentes sobre os insetos.

A atividade fumegante do o6leo essencial de Illicium verum contra insetos adultos de
Callosobruchus chinensis foi relatada por Park, Shin e Kin (2016), que encontraram a CLso na
concentracdo de 6,68 mg/L de dleo essencial, para este estudo, inicialmente foi testada a
atividade inseticida de 0leos essenciais de 20 espécies vegetais, o Illicium verum se destacou
frente a maioria e sua eficécia foi atribuida a concentracdo do composto majoritario (E)-anetol,
que representou 91% da composicao do Oleo.

O oleo essencial de Illicium verum também atuou como larvicida e inibidor da
alimentacéo de larvas de Spodoptera exigua (lagarta do cartucho da beterraba), como larvicida
a CLso encontrada foi na concentracdo de 0,438 v/v, considerada baixa, sendo que a na
concentracdo de 0,750v/v foi observada 100% de mortalidade em apenas 24h (PASSARA;
INSUNG, 2021). Estes resultados apontam o potencial da utilizacdo deste composto atuando
sobre insetos em diferentes estagios evolutivos, o que é desejavel para o desenvolvimento de
produtos que visam o controle de infestacGes, principalmente se tratando do controle de pulgas
Ctenocephalides felis felis, visto que em infestacGes estima-se que 95% da populagéo esteja no
ambiente, sendo a maior parte em fases larvais (1°, 2° e 3° instar) (DRYDEN, 2009;
KRASNOQOV, 2008; RUST, 2017).

N&o foram encontrados estudos sobre a atuacdo do 6leo essencial de Illicium verum na
interrupcdo do ciclo de Ctenocephalides felis felis ou contra individuos adultos, no entanto
Santos et al. (2020), testaram a bioatividade de diferentes dleos essenciais sobre adultos e
formas imaturas de Ctenocephalides felis felis, a CLso em 24 e 48h observada no presente estudo
foi mais promissora do que a maioria dos 6leos essenciais testados pelos autores.

Batista et al. (2016) testaram os Gleos essenciais provenientes de frutos e folhas da
espécie Schinus molle contra ovos e adultos de Ctenocephalides felis felis, neste estudo o 6leo
essencial proveniente das folhas apresentou resultados relevantes com CLso de 12,02 e 9,10
ug-cm 2 em 24 e 48h respectivamente. No entanto a CLso do 6leo essencial de frutos de Illicium
verum mostrou efeito mais toxico contra as pulgas, quando comparada a avaliacdo do 6leo de
frutos de Schinus molle, que obteve CLso nas concentrages de 353,95 e 138,22 pug-cm?em 24
e 48h respectivamente. Schinus molle ndo apresentou bioatividade sobre ovos de pulgas.

Os resultados da acdo inseticida do 6leo essencial de Illicium verum contra diferentes
espécies de artropodes encontrados na literatura coincidem com a atividade observada contra
adultos de Ctenocephalides felis felis.

As concentragcOes de CLso e CLgo reveladas no presente estudo indicam o potencial deste
composto e a competéncia do 6leo essencial de Illicium verum em eliminar as pulgas adultas,
foi observada ainda a bioatividade inseticida do 6leo essencial de Illicium verum ao longo 18
dias, refletindo bons resultados de eficacia residual, ja que no 7° dia foi observada mortalidade
de 80% das pulgas.

O dleo essencial de Illicium verum na concentracdo de 800,00 ug-cm™, apresentou
rapido inicio de atividade, tendo resultado de eficacia em 24 h, a bioatividade foi sustentada
pelo periodo de 22 dias com resultado satisfatério que perdurou ao longo de 7 dias. A queda
linear de sua acdo, & um resultado interessante para o estudo de substancias que permitam a
prevencéo de reinfestacGes de pulgas.

Dentre as caracteristicas dos principais inseticidas utilizados mundialmente esta a
persisténcia e a longevidade de sua eficacia € o caso dos neonicotindides e fenilpirazéis (PISA
et al., 2015). No entanto esta propriedade vem acompanhada da baixa degradabilidade, que no
ponto de vista ambiental e ecoldgico representa uma desvantagem e aumenta a necessidade de
busca por compostos naturais que tenham continuacgdo de sua ac¢do contra os insetos alvo por
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um periodo consideravel apds o momento da aplicacdo (RUKESH PRAMOD; ACHARYA,
RODE, 2019; YEWHALAW et al., 2017; PISA et al., 2015; ISMAN, 2020).

A baixa persisténcia € normalmente uma caracteristica atribuida aos inseticidas
botanicos (ISMAN, 2020), no entanto Silva et al. (2020) avaliaram a bioatividade e o efeito
residual do Oleo essencial de Croton blanchetianus sobre Callosobruchus maculatus no
armazenamento de feijdo caupi, neste estudo constatou-se a persisténcia do efeito inseticida do
6leo essencial por 60 dias com reducgdo de sua eficiéncia ao longo do tempo, no presente
trabalho a eficécia residual foi observada em taxas satisfatorias, com mortalidade de 80% das
pulgas no 7° dia, assim como Silva, observou-se a reducédo da eficiéncia ao longo do tempo.

Nove diferentes inseticidas sintéticos tiveram seu efeito residual avaliado, contra
Liriomyza trifolii, uma importante praga agricola, as concentracfes utilizadas basearam-se na
recomendacdo de cada produto, no sétimo dia todos 0s inseticidas apresentaram taxas de
mortalidade inferiores a 70% (RUKESH PRAMOD; ACHARYA,; RODE, 2019), a eficécia
residual do 6leo essencial de Ilicium verum sobre pulgas C. felis felis no sétimo dia foi superior
aos inseticidas sintéticos avaliados neste estudo.

Mekhlif (2017), testou nove extratos vegetais contra larvas do mosquito Culex pipiens
molestus, ao avaliar a eficacia residual identificou boa persisténcia na maioria dos extratos, com
destaque para Achelia fragrantissima e Tanacetum cantolinoides que apresentaram 100% de
mortalidade até o 12° dia de avaliacdo. Embora sejam escassos, estudos de eficacia residual de
inseticidas botanicos sobre ectoparasitas de importancia veterinaria, estes dados reforcam a
importancia destes produtos como boas alternativas do controle de insetos alvo.

A combinacdo entre inseticidas organicos e sintéticos € uma discussao antiga e foi
proposta por Murphy (1940) como uma alternativa para compensar a curta agéo residual dos
inseticidas botanicos em comparacdo aos sintéticos, atualmente inseticidas desenvolvidos a
partir de produtos botanicos tem sido cada vez mais vistos como solucGes de controle quimico,
com perspectivas no desenvolvimento de formulacbes que podem ser em formas gasosas,
liquidas, em gel, espumas ou sélidas que possam promover vantagens da atuacdo destes
compostos em condi¢Ges ambientais (STEJSKAL et al., 2021).

Além disso, a predilecdo pelo uso de compostos quimicos sintéticos no controle de
ectoparasitas de importancia veterinaria gera consequéncias indesejadas ja que se tratam de
principios ativos classificados como agrotdxicos ou pesticidas, (de acordo com a definicao dada
pela legislacdo seguindo o registro de cada produto) com efeitos nocivos ndo s6 para 0 ambiente
como também para a saude humana (LAWRENCE et al.,2015; CYCON; MROZIK;
PIOTROWSKA-SEGET, 2017) ja que a maior parte dos agrotoxicos utilizados pode ser
encontrados depositados em diferentes profundidas de amostras de solos, causando prejuizos
para a fauna edafica, alem de terem grande potencial de lixiviacdo, acarretando na
contaminacgédo de aguas subterraneas (BHANDARI et al., 2020).

Os oleos essenciais mesmo quanto tem bons resultados de efeito de contato, como foi
ocaso do presente estudo, podem apresentar rapida biodegradacdo em condi¢fes ambientais, no
entanto esta caracteristica, geralmente considerada como entrave, pode ser superada atraves do
desenvolvimento de formulagbes que aumentem a persisténcia no ambiente, como
encapsulamento, nanoemulsdes e biofilmes, permitindo estabilidade eprotecdo dos compostos
de forma que sua bioatividade possa ser sustentada por periodos maiores (PAVONI et al., 2019;
FENG et al., 2020).

Neste sentido, os resultados de bioatividade e eficécia residual do 6leo essencial de
Ilicium verum sobre pulgas Ctenocephalides felis felis permitem prospectar o desenvolvimento
de produtos que tenham como caracteristicas a maior seguranca, seletividade e biodegrabilidade
com viabilidade econémica e menor impacto ambiental e que atendam os requisitos de eficéacia,
seguranca e seletividade.
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7 CONCLUSAO

O oleo essencial de Illicium verum teve sua acdo inseticida comprovada contra pulgas
Ctenocephalides felis felis com boa persisténcia de sua acgdo in vitro no controle das pulgas
adultas, este estudo € pioneiro na investigacdo desta espécie vegetal atuando sobre ectoparasitas
de importancia veterinaria, e os resultados obtidos fundamentam a conducéo de novos estudos
com formas imaturas da pulga do gato.

A alta taxa de mortalidade observada em 24h, aliada a persisténcia, sdo propriedades
que indicam este composto como promissor para o controle de C. felis felis, contribuindo
também no tratamento e prevencdo de outras patologias relacionadas a presenca das pulgas,
como a DAPP (Dermatite Alérgica a Picada de Pulga) e a Dermatite por Hipersensibilidade a
Pulga.

A baixa persisténcia observada na maioria dos inseticidas botanicos € muitas vezes
considerada um fator limitante da sua utilizag&o in vivo sobretudo por ser atributo que sofre
alteracdes de acordo com as condi¢cGes ambientais, portanto, compostos que apresentam
resultados satisfatorios de eficicia residual podem ser promissores para o futuro
desenvolvimento de formulacGes que possibilitem a melhoria de seu desempenho a campo.

O (E) —anetol é descrito como composto majoritario do 6leo essencial de IHlicium verum
em diversos trabalhos encontrados na literatura, sendo encontrado sempre em altas taxas frente
os demais constituintes, no entanto em concentracdes que podem variar, 0 que € esperado se
tratando de compostos provenientes do metabolismo secundario de plantas. Estas variaces
podem ser resultantes de influencias ambientais e de cultivo (época e horario de colheita, tipo
de solo, adubacdo, sazonalidade, herbivoria, stress hidrico), bem como podem estar
relacionadas a metodologia utilizada para a obten¢do do 6leo, o que reforca a necessidade e de
estudos gue elucidem melhor estas dinamicas e permitam a padronizacdo das etapas, visando o
estabelecimento de pardmetros de controle de qualidade e constancia dos teores de principio
ativo.
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Abstract

The essential oils (EOs) of /llicium verum and Pelargonium graveolens were evaluated for lethality, inhibition of
development and residual efficacy against the flea Ctenocephalides felis felis. Their chemical composition was
characterized by means of gas chromatography with a flame ionization and mass spectrometry detection. Mortality
at different immature stages and among adult fleas was measured through in vitro filter paper tests at different
concentrations of EOs. The chemical characterization of I. verum volatile oil showed that E-anethole (79.96%) was
the major constituent, while the major compounds in P. graveolens were citronellol (29.67%) and geraniol (14.85%).
Insecticidal activity against both immature and adult flea stages were observed. The EO of /. verum had insecticidal
activity for approximately 18 days, while the EO activity of P. graveolens lasted for 13 days. The pulicidal activity
of I. verum remained above 70% for up to 9 days, while the activity of P. graveolens was 41.7% for up to 2 days.
Essential oils, especially that of /. verum, showed insecticidal activity for flea control at different life cycle stages
and have potential for the development of ectoparasiticides (biopesticides) for veterinary use.

Keywords: Flea, volatile oil, phenylpropanoid, terpenes, geranium, gas chromatography.

Resumo

Os 6leos essenciais (OE) de /llicium verum e Pelargonium graveolens foram avaliados quanto a letalidade, inibi¢do
do desenvolvimento e eficicia residual contra a pulga Ctenocephalides felis felis. Sua composicdo quimica foi
caracterizada por meio de cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de chama e espectrometria de
massas. A mortalidade entre os diferentes estagios imaturos e pulgas adultas foi avaliada por meio de testes
in vitro em papel filtro, contendo diferentes concentra¢es de OEs. A caracteriza¢do quimica do éleo volatil de
I. verum mostrou que o E-anetol (79,96%) foi o constituinte majoritario, enquanto os principais compostos de P.
graveolens foram citronelol (29,67%) e geraniol (14,85%). Foi observada atividade inseticida contra os estégios
imaturos e adulto da pulga. O OE de . verum teve atividade inseticida por aproximadamente 18 dias, enquanto o
de P. graveolens durou 13 dias. A atividade pulicida de /. verum permaneceu acima de 70% até o 9° dia, enquanto
a atividade de P. graveolens foi de 41,7% até o 2° dia. Os dleos essenciais, principalmente de /. verum, apresentam
atividade inseticida para o controle de pulgas em diferentes estagios do ciclo de vida e tém potencial para o
desenvolvimento de ectoparasiticidas (biopesticidas) de uso veterinario.

Palavras-chave: Pulga, dleo volétil, fenilpropandide, terpenos, geranio, cromatografia gasosa.
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Introduction

Ownership of pets such as dogs and cats is increasing, causing rising concern over methods to control infestations
caused by ectoparasites such as fleas. Ctenocephalides felis felis is the most prevalent flea subspecies parasitizing
companion animals worldwide. They are responsible for causing blood loss and irritation of parasitized animals
(Rust, 2020). Saliva inoculation can lead to the development of flea allergy dermatitis, which represents a large part
of dermatological care in dogs and cats (Streicher, 2019). Furthermore, they are responsible for the transmission
of several pathogens such as: Bartonella species, Coxiella burnetii, Hemoplasmas, Rickettsia species and Yersinia
pestis (Lappin et al., 2020).

Essential oil are complex mixtures originated from the secondary metabolism, produced by the glandular
trichomes, and in different secretory structures. Then can be compose of terpenes (mainly mono and sesqui) and/
or phenylpropanoids. These can be applied by industry, food and pharmaceuticals (Dawood et al., 2021). Activity of
essential oils against fleas has been reported (Lambert et al., 2020; Dos Santos et al., 2020; Conceicao et al., 2020).
It is believed that these oils can act by means of several mechanisms, since the chemical composition of essential
oils is complex, possibly including mono and sesquiterpenes and/or phenylpropanoids.

lllicium verum, known as star anise, has shown activity against several insects of agricultural and veterinary
importance (Matos et al., 2020). Its major compound is the phenylpropanoid £-anethole. Pelargonium graveolens,
known as rose geranium, is also toxic to various insects (Saraiva et al., 2020). Its oil is rich in the monoterpenes
citronellol and geraniol (Saraiva et al., 2020).

The aim of the present study was to conduct an in vitro evaluation on the insecticidal activity of the essential
oils of star anise and rose geranium against the different immature stages and residual efficacy against the adult
form of the flea Ctenocephalides felis felis.

Material and Methods

Essential oils

Essential oils of /llicium verum L. (Schisandraceae) (star anise) - and Pelargonium graveolens L'Hér. ex Aiton
(Geraniaceae) (rose geranium) were purchased commercially (Via Aroma®). The EOs were kept protected from the
light and were stored at -20 °C until the time of the chromatographic and biological analyses.

Dereplication of chemical constituents

The analysis was performed by means of a gas chromatography (GC) device equipped with a flame ionization
detector (FID) and a split/split-less injector to separate and detect the constituents of the volatile oils of /.
verum and P. graveolens. The compounds were separated using a fused silica capillary column (5% phenyl; 95%
dimethylpolysiloxane), of dimensions 30 m x 0.25 mm (i.d.) x 0.25 pym (film thickness). Helium was used as the
carrier gas at a flow rate of 1 mL/min. The column temperature was programmed as follows: 60 °C for 2 min
followed by heating at 5 °C/minto 110 °C, followed by heating at 3 °C/min to 150 °C and, lastly, followed by heating
at 15 °C/min up to 290 °C and holding this constant for 15 min. The injector temperature was 220 °C and the
detector temperature was 290 °C. To separate and identify the substances, 1 pL of volatile oils samples diluted
in dichloromethane (10 pl/ml) was injected at the times defined, into the gas chromatograph coupled to a mass
spectrometer (GC-MS) QP-2010 Plus (Shimadzu, Japan). The flow of the helium carrier gas, the capillary column and
the temperature conditions for the GC-MS analysis were the same as described for the GC. The temperature of
the injector was 220 °C and the interface temperature was 250 °C. Mass spectra were obtained with a quadrupole
detector operating at 70 eV, with a mass range of 40-400 m/z and a scanning rate of 0.5 scan/s.

The chemical identification of the essential oil was based on linear retention indices (LRI) and mass spectra of
the samples. These were compared with authentic standards injected under the same conditions, and using the
NIST database (2008) and the Kovats index (KI) (Adams, 2007). The LRI was calculated based on co-injection of
alkane series (van Den Dool & Kratz, 1963).

Flea origin

Different stages (adults, eggs, larvae and pupae) of Ctenocephalides felis felis (Bouché, 1935), obtained from
a laboratory colony maintained in cats without introduction of external specimens and without exposure to
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insecticides since 1998, were used in this study. This species is registered in the National System of Genetic Heritage
Management and Associated Traditional Knowledge (SisGen) under number A710DC4 and the flea colony was
approved by the Ethics Committee for Animal Use of the Veterinary Institute, Federal Rural University of Rio de
Janeiro, under protocol number 4313110419.

Essential oil activity against Ctenocephalides felis felis in vitro

The technique using filter paper was used for the bioassays. Dilutions of the essential oils of /. verum and P.
graveolens were made using acetone as diluent and as a negative control. For positive control, a solution of fipronil
(400 pg.mL") was used. Direct dilutions of the essential oil were made, to obtain 10 solutions at concentrations
ranging from 40,000 pg.mL" to 100 pg.mL" for /. verum and from 12,000 pg.mL" to 50 pg.mL" for P. graveolens,
according to the flea stage under analysis. The bioassays were performed in sextuplicate, with filter paper strips
of 10 cm? and filter paper discs of 23.76 cm?, for adult fleas and immature phases, respectively. The strips were
impregnated with 200 pL and the discs with 475 pL of their respective dilutions, so that the final concentrations for
I. verum and P. graveolens were in the range of 800.00 to 100.00 pg.cm and 240.00 to 120.00 pg.cm™ respectively.
After impregnation, the tapes and discs were dried for 1 h before the bioassay procedure.

The in vitro activity of the essential oils against immature stages of C. felis felis was evaluated using filter paper
tests against (Conceicdo et al., 2020) eggs, larvae and pupae. The inhibition of flea development was also analyzed.
The dried impregnated discs were inserted in petri dishes containing 10 eggs, larvae or pupae of C. felis felis. After
sealing, the petri dishes were kept in a climatized chamber (Eletrolab® Model: 102FC, Serie: 970603) at 28 + 1 °C
and relative humidity of 75 + 10%.

The evaluation criteria for ovicidal, larvicidal and pupicidal tests were the hatching, motility and emergence of
adult fleas, respectively. In the evaluation of developmental inhibition, 10 newly collected eggs were incubated
in a petri dish with the impregnated disc, and the emergence of adult fleas was evaluated. The results from the
ovicidal test were evaluated after 72 h, as was also the development inhibition test, the larvicidal test after 24 and
48 h, while the pupicidal test was evaluated after 15 days. All tests were performed in sextuplicate.

In vitro insecticidal activity against C. felis felis adults was evaluated using the impregnated filter paper technique
(Conceicdo et al., 2020) against unfed fleas obtained from the laboratory colony. The impregnated and dried
strips were inserted into glass tubes containing 10 unfed adult cat fleas (five males and five females). After sealing
with non-woven tissue and rubber bands, the tubes were kept in a climatized chamber at 28 + 1 °C and relative
humidity of 75 + 10%. Insecticidal activity was evaluated according to the motility of the fleas, which were deemed
to be alive at the slightest movement observed. The tests were performed in sextuplicate for each concentration.
The mean number of live adult fleas per concentration was evaluated after 24 and 48 h using a stereo microscope
(Wild Heerbrugg, M5-52796).

Efficacy evaluation and establishment of LC_, and LC, and Statistical analysis

To calculate the efficacy, Abbott's formula (Abbott, 1987) was used: percentage efficacy = [(mean number of
fleas (corresponding flea stage) of the control group - mean number of fleas (corresponding flea stage) of the
treated group)/ (mean number of fleas (corresponding flea stage) of the control group)] x 100. LC,; and LC,, were
established through Probit analysis using the RStudio Team software (2020, RStudio: Integrated Development
Environment for R. RStudio, PBC, Boston, MA, USA). Statistical significance was set at 5% (P < 0.05).

To compare the mortality means between the different concentrations, the Shapiro Wilks test was performed
to determine the normality of the data. The comparison of means was performed using the ANOVA test followed
by the T-test (LSD). The BioEstat version 5.3 program was used for the statistical analysis of the data, considering
a significance level (a) 5%.

Residual efficacy

The residual efficacy of the essential oils against adults of C. felis felis was assessed by means of the filter paper
impregnation technique (Conceicdo et al., 2020) against unfed fleas. The impregnated and dried strips were inserted
into glass tubes containing 10 unfed adult cat fleas (five males and five females). After sealing with non-woven tissue
and rubber bands, the tubes were kept in a climatized chamber at 28 + 1 °C and relative humidity of 75 + 10%.
Every 24 h, live fleas were counted and the fleas in the tubes were replaced with 10 new fleas. The impregnated
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tape was maintained to assess the durability of the insecticidal activity of the essential oils in a single application.
The tests were performed in sextuplicate, using the concentration responsible for 100% mortality: 800 pg.cm?and
240 pg.cm?, for . verum and P. graveolens, respectively. Insecticidal activity was evaluated according to the motility
of the fleas, which were deemed to be alive at the slightest movement observed.

Results

Chemical analysis

The gas chromatography analysis (Table 1) led to identification of 15 compounds in /. verum EO, among which the
phenylpropanoid (£)-anethole was the major compound (79.96%) and the other constituents were in a concentration
lower than 10% (Figure 1a). In turn, the P. graveolens EO was found to contain 27 compounds, among which the
major ones were the class of monoterpene oxygenated as citronellol (29.67%) and geraniol (14.85%) (Figure 1b).

Efficacy and LC_, and LC,,

The essential oil of /. verum caused 100% mortality of adult fleas at a concentration of 400.0 pg.cm2 after 48 hours.
This same total mortality was observed for concentrations of 80.0 pg.cm™, 20.0 pg.cm™2 and 140.0 pg.cm2 against
the egg, larval and pupal stages, respectively. The concentration of 40.0 pg.cm? totally inhibited development from
egg to adult. In turn, the essential oil of P. graveolens caused 100% mortality at lower concentrations after exposure
for 48 hours: 240.0 pg.cm™ against adult fleas; 100.0 pg.cm™ against pupae; and 35.0 pg.cm™ for inhibition of the
biological cycle. On the other hand, the concentrations causing 100% mortality were greater for ovicidal activity
(60.0 pg.cm) and larvicidal activity (40.0 pg.cm™2) (Table 2).

Comparison of the estimated lethal concentration values revealed that the immature stages were more
susceptible when measured using the LC, values, ranging from 7.9 to 12.4 pug.cm™ for inhibition of the biological
cycle, 18.8 to 36.9 pg.cm against eggs, 12.1 to 16.3 pg.cm versus larvae, and 35.4 to 67.6 pg.cm™2 against pupae.
The same pattern was observed for the estimated LC,; values, ranging from 20.4 to 30.1 pg.cm™ for inhibition of the
biological cycle, 54.5 to 55.6 pg.cm™ against eggs, 16.8 to 32.3 pg.cm™ against larvae and 85.4 to 87.9 ug.cm=versus
pupae. Both essential oils presented similar LC.; and LC,, values for inhibition of the biological cycle and egg
stage, while for larvicidal activity, the /. verum essential oil presented relative potency (LC, ) 2-fold higher. For adult
fleas, the insecticidal activities measured by LC, and LC,; ranged from 119.1 to 164.6 pg.cm™ and from 209.5 to
258.1 pg.cm, respectively (Table 3).

Residual efficacy

The residual efficacy of the essential oils was measured to assess the longevity of insecticidal activity
(Figure 2a and 2b). The EO of I. verum retained its insecticidal activity for approximately 18 days, while the OE
activity of P. graveolens lasted for 13 days. The EO of /. verum caused 80% mortality on the 7™ day of exposure,
decreasing to approximately 50% on the 10" day of analysis. On the 13" day, it was still able to kill 36.7% of the
fleas and this went down to 1.7% activity on the 18" day. Although the EO of Pelargonium graveolens had the lowest
concentration capable of causing 100% mortality, its effectiveness did not last long. On the 3™ day of exposure,
the pulicidal activity of the P. graveolens EO declined to approximately 50% mortality, falling to just under 30% on
the 5" day, 9.5% on the 12" day and no activity on the 13" day of exposure.

Discussion

This is the first study to show the insecticidal activity of essential oils from /. verum and P. graveolens against
adult fleas and their immature stages, as well as their residual activity. The chromatographic analysis showed a
total of 16 substances in . verum and 27 in P. graveolens. GC/MS identified that monoterpenes were the major class
in P. graveolens (63.01%) and phenylpropanoids formed the majority in /. verum (86.34%). As described by other
authors, E-anethole (1) was the major compound of star anise essential oil, but other phenylpropanoids, such as
(2)-anethole (2) and estragole (3), were also abundant (Yu et al., 2021). E-anethole has already been described
as the major constituent of /. verum essential oil in some studies that report insecticidal activity (Nilprapat et al.,
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Table 1. Chemical characterization of /llicium verum and Pelargonium graveolens essential oils.

Compounds AIT IVEO PGEO
Monoterpenes hydrocarbons
a-pinene 932 0.97 -
a-phellandrene 1002 0.57 -
Carene 1008 0.36 -
Limonene 1024 2.05 0.80
B-phellandrene 1025 0.43 -
Monoterpenes oxygenated
1,8-cineol 1026 0.42 -
Linalool 1095 - 5.00
(E)-rose oxide 1122 - 2.58
B-terpineol 1140 3.58 -
(+)-menthone 1148 - 2.50
(-)-menthone 1148 - 572
4-terpineol 1174 0.29 -
a-terpineol 1186 - 1.29
Citronellol 1223 - 29.67
Neral 1235 - 0.77
Geraniol 1249 - 14.85
Geranial 1264 - 0.45
Citronellyl formate 1271 - 9.41
Neryl formate 1280 - 4.13
Sesquiterpenes hydrocarbons
a-cubebene 1348 - 0.40
Ylangene 1373 0.31 -
a-ylangene 1375 - 0.96
B-elemene 1389 - 0.34
(2)-farnesene 1440 - 3.37
6,9-guaiadiene 1442 - 1.62
(E)-Muurola-3.5-diene 1451 - 0.71
a-clovene 1452 - 0.55
a-humulene 1452 - 0.35
Sesquiterpenes oxygenated
B-thujaplicin 1475 0.39 -
Geranyl propanoate 1476 - 2.02
y-himachalene 1481 1.20 -
Citronellyl butanoate 1532 - 0.84
2-phenyl ethyl tiglate 1584 - 1.86
y-eudesmol 1630 - 2.32
a-eudesmol 1637 - 0.48
Citronellyl angelate 1656 - 0.66
Geranyl tiglate 1696 - 1.65
Phenylpropanoid
Estragole 1195 5.75 -
Anisaldehyde 1247 2.49 -
(2)-anethole 1249 0.63 -
(E)-anethole 1282 79.96 -
Monoterpenes hydrocarbons 4.38 1.98
Monoterpenes oxygenated 4.29 61.83
Sesquiterpenes hydrocarbons 1.51 8.30
Sesquiterpenes oxygenated - 4.45
Phenylpropanoid 86.34 -
Total 95.92 95.75

The chemical composition was analyzed by GC-MS and organized in the table by order of elution (EO) in the chromatographic column. The
concentration (%) was calculated based on the total area of the peak by GC-FID. Tabulated arithmetic index (AIT). Not detected (-). IVEO - /llicium
verum essential oil. PGEO - Pelargonium graveolens essential oil.
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Figure 1. Major compounds identified in the (a) /llicium verum and (b) Pelargonium graveolens essential oil.

Table 2. Mortality (%) and life cycle inhibition of /llicium verum and Pelargonium graveolens volatile oils against different stage
of the flea.

Hlicium verum

Larva Larva

Egg* Pupae* ID*

Conc. Conc. z8h) (g8h) Conc. Conc. Conc. Adult Adult
-2 - - 2 .

(ug.cm?) Mortality (pg.cm?) Mateatity (a1 (ug.cm?) Mortality (pg.cm?) Mortality (pg.cm?) (24h) (48h)

(%) (%) (%)
Cont. neg. 11.7°+36.7 Cont. neg. 0°+0 0°+0 Cont.neg. 13.3°+12.1 Cont.neg. 21.7°+11.7 Cont. neg. 0°+0 0°+0
Placebo  15.0°+10.5 Placebo 0°+0 02+0 Placebo 13.3'+11.6° Placebo 21.7°+10.6 Placebo 0°+0 0°+0

30.0 26.7°18.2 10.0 21.7°t11.7 26.7°:10.3 20.0 25.0°+8.4 2.0 4.3°17.5 100.00 40.0°+25.0 41.7°t19.4

40.0 61.7°+14.7 12.0 38.3°+11.7 45.0°+5.5 40.0 58.3v+24.0 5.0 41.7°+147  200.00 75.0°+21.8 75.0°+18.7
50.0 78.3°+29.3 14.0 53.3°+17.5 75.0°422.4 60.0 66.7°+25.8 10.0 78.3°+14.7 240.00 85.0¢17.6 85.0¢17.6

60.0 93.348.2 16.0 71.7°421.4 80.0°+46.4 80.0 85.0°¢10.5 20.0 85.0¢16.4  300.00 90.0¢11.0 93.3%5.2

70.0 98.344.1 18.0 86.7<t13.7  95.0¢45.5 100.0 93.3<48.2 30.0 95.048.4 400.00 96.7¢5.2  100.0°45.5
80.0 100.0°¢0.0 20.0 98.3+4.1 100.0°+0 140.0 100.0°+0 40.0 100.0°+0 800.00 100.0°+0 100.0°+0
Pelargonium graveolens
Larva Larva Adult Adult
Egg* Pupae* ID*
Conc. Conc. {29h) {azh) Conc. Conc. Conc. zsh) Geh)
(H8M?)  \iortali (pg.cm?) (pg.cm?) (pg.cm?) N (pg.cm?)
ity : Mortality Mortality 5
Mortality (%, Mortality (%
(%) Y (%) (%) (%) ity (%)
Cont.neg. 11.7¢°+10.6 Cont. neg. 0:+0 0340 Cont.neg. 11.7°+12.1 Cont.neg. 11.7+7.5 Cont. neg. 040 0:+0
Placebo  13.3'+10.3  Placebo 0'+0 0°+0 Placebo 13.3'+8.6 Placebo 11.6+8.2 Placebo 0'+0 0°+0
10.00 26.7°+11.7 11.6 15.0410.5 21.7°+11.7 50.0 36.7°+12.1 1.0 4.8+7.5 120.00 10.2°+21.9 13.2°422.2

20.00 55.0°£12.1 20.0 23.3°+37.8 33.3°:13.7 60.0 55.0°+15.2 10.0 28.719.8 140.00 18.3°:13.3 23.3°t16.3
30.00 60.0°+10.5 25.0 53.3°+10.3 70.0°+6.3 70.0 70.0°+12.6 20.0 63.7+16.7 160.00  38.3°+11.7 41.7°+14.7
40.00 75.0°£11.0 30.0 70.0°£11.0 86.7+12.1 80.0 83.3°+16.3 25.0 75.1+8.9 180.00 53.3°+17.5 65.0°+25.1
50.00 90.0°45.5 35.0 93.348.2  98.3%4.1 90.0 91.74¢7.1 30.0 85.1£11.7 200.00  70.0°t15.5 83.3°:10.3

60.00 100.0:£0 40.0 100.0°0 100.0£0 100.0 100.0°+0 35.0 100.0£0 240.00 96.7¢8.2 100.0°0

*Corrected mortality. ID = inhibition of development; h hours; Conc. = concentration; Neg. Cont. = negative control. Note: ANOVA test followed
by the T-test (LSD). Different letters a b c indicate statistical difference.
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Table 3. Lethal concentrations [LC,, and LC,, (ug.cm™)] and slopes for /llicium verum and Pelargonium graveolens essential oils
against different immature stages and adults of Ctenocephalides felis felis.

(95% Cl)
Essential oil Flea stage Slope (SE) R? x*
LC,, (pug.cm?) LC,, (pg.cm?)
IVEO Egg 36.9 (33.4-39.9) 55.6(51.1-62.8) 7.20(0.4) 0.953 0.900
Larvae (24 h) 14.4(13.5-15.3 20.8 (19.2-23.4) 8.1(0.8) 0.951 0.568
Larvae (48 h) 12.1(11.21-12.7)  16.8(15.7-18.5) 8.1(0.9) 0.960 0.562
Pupae 35.4(29.1-41.1) 87.9(75.2-108.4) 3.2(0.3) 0.958 0.707
ID 7.9(3.7-9.3) 20.4 (15.3-30.5) 2.1(0.2) 0.904 0.733
Adult (24 h) 121.7 (82.4- 290.6 (230.5- 3.8(0.4) 0.757 0.067
152.1) 434.1)
Adult (48 h) 119.1 (65.4- 258.1 (194.4- 3.8(0.6) 0.955 0.750
157.4) 494.1)
PGEO Egg 18.8(14.9-22.4)  54.5 (44.1-75.6) 2.8(0.5) 0.989 0.964
Larvae (24 h) 20.1(18.7-23.1)  36.7 (31.7-44.7) 4.2(1.1) 0.970 1
Larvae (48 h) 16.3(14.1-18.4)  32.3(26.8-51.8) 3.6 (0.8) 0.978 1
Pupae 67.6 (62.0-71.4)  85.4(78.1-96.5) 7.4(0.7) 0.970 0.384
ID 12.5(8.9-15.1)  30.1(24.9-41.3) 3.4(0.6) 0.997 0.851
Adult (24 h) 173.0 (163.8- 229.0 (212.3- 10.5(2.4) 0.904 0.337
192.0) 261.1)
Adult (48 h) 164.6 (156.1- 209.5 (196.9- 12.2(1.1) 0.917 0.357
172.1) 232.2)

ID = inhibition of development; h = hours; SE = standard error; Cl = confidence interval. IVEO - lllicium verum essential oil. PGEO - Pelargonium
graveolens essential oil.

2017; Gomes da Rocha Voris et al., 2018). Li et al. (2013). Wang et al. (2021) suggest that its mechanism of action
is through the inhibition of acetylcholinesterase.

The major compounds in P. graveolens were citronellol and geraniol, according to the results of Verma et al.
(2013). According to Gallardo et al. (2015), the main constituents of geranium essential oil showed insecticidal activity
against Musca domestica alone. However, the synergistic effect was not observed when evaluated in combination.
It is not known whether the same profile applies to the pulicidal effect. Therefore, studies with the constituents
isolated and in association against C. felis felis should be encouraged.

The insecticidal activity of crude extract of /. verum fruits has already been reported (Sripongpun, 2008;
Szczepanik & Szumny, 2011; Wei et al., 2014). Its essential oil has insecticidal activity for larvae (LC,, = 39.8 pg.mL")
and adults (LC,; = 10.3 pg.mg.female™) of Aedes aegypti (Gomes da Rocha Voris et al., 2018) and against the insect
of importance for grain storage Tribolium confusum (LC,, = 552 pl.L") (Popovic et al., 2019). Acaricide activity has
also been described for environmental mites Dermatophagoides pteronyssinus (LC,, = 0.032 pug.cm?) (Nilprapat et al,,
2017) and tick nymph Ixodes ricinus (LC,, = 0.2 pl.cm™) (Elmhalli et al., 2018). Added to the results obtained in this
study, star anise essential oil demonstrates to be able to act against different classes of arthropods, hematophagous
or not, making it promising for the development of an ectoparasiticidal formulation.

Other essential oils have already demonstrated in vitro insecticidal activity against the C. felis felis flea. Essential
oils that contain eugenol as their major constituent such as Syzygium aromaticum (Lambert et al., 2020) and Ocimum
gratissimum (dos Santos et al., 2020) have low LC,, values for adults of C. felis felis. regarding the activity against the
immature stages, the essential oils of Cinnamomum spp. (Conceigdo et al., 2020), S. aromaticum (Lambert et al., 2020)
and O. gratissimum (dos Santos et al., 2020) demonstrated to be superior to those found in this study. However, it
is important to highlight that both essential oils evaluated in this study presented satisfactory insecticidal activity,
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Figure 2. Residual efficacy of essential oils of (a) //licium verum (800 pg:cm=2) and (b) Pelargonium graveolens (240 pg-cm™7).

which encourages future studies aiming at their applicability for the control of infestation in animals and in the
environment.

We observed mortality of eggs and pupae in the negative control and placebo groups, as well as inhibition of
development. According to Rust & Dryden (1997) and Rust (2005), the total emergence of adults, in C. felis felis,
during the biological cycle can vary between 70-100%.

Both essential oils showed the same characteristic of susceptibility against different stages of the cat flea, which
is, comparing the LC,; the order of susceptibility was ID<Larva<Egg<Pupae<Adult. The most susceptible was ID
because of the essential oil's chronic exposure to all stages. Adults and pupae are the least susceptible and the
larval stage most susceptible to ectoparasiticides going as described by Rust (2020).

Star anise is traditionally used as a mosquito repellent and can be used for vector control (Tisgratog et al.,
2016). According to the Bio-Pesticides Database (BPDB), use of star anise (70-90% anethole) is authorized in several
countries of the European Union (Lewis et al., 2016), although the threshold of toxicological concern is high (class
I). Anethole and estragole, which are the major compounds, are effective against stored grain pests (Bedini et al.,
2016) and mites (Shin et al., 2013).
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The major compounds of Pelargonium graveolens were citronellol (29.67%) and geraniol (14.85%), which are
both monoterpenes. Their chemical structures are similar, so both compounds can contribute to the effect against
fleas, especially against eggs (LC,, = 20.97 pg.cm?) and for inhibition of development (12.45 pg.cm?). Commercial
use of monoterpenes as repellents and insecticides is promising, such as in the product Fulltec®, a tick repellent
containing 1% geraniol (Khallaayoune et al., 2009).

The residual effect should be highlighted in relation to development of new biopesticides. In the literature, there
are few studies showing the residual effect of essential oils against fleas (Conceigdo et al., 2020). It is important for
EOs to remain active in the environment or on the host after use, to prevent flea reinfestations. Our results showed
that the pulicidal activity of the essential oils evaluated remained above 70% for up to 9 days at a concentration of
800 pg-cm2of /. verum. On the other hand, P. graveolens at 240 pg-cm2 (100% mortality of adult stage) only had a
residual effect of 41.7% after 2 days.

The future of biopesticides using essential oils is promising (Pavela & Benelli, 2016; Mossa, 2016; Raveau et al.,
2020). Essential oils have high effectiveness, several mechanisms of action (good for use against resistant insects)
and low toxicity, including towards humans. Furthermore, to obtain essential oils is generally relatively simple and
cheap, and there is low health risk of intoxication (Pavela & Benelli, 2016).

As shown, both essential oils were able to eliminate both adult fleas and immature stages, in addition to inhibiting
the development of the biological cycle of C. felis felis, showing potential for the development of formulations for
the control of infestations in animals and also for the environmental control of this insect.

Conclusion

Use and application of essential oils requires attention to standardization of the product in order to avoid loss
of activity. There are several websites that claim effectiveness of the essential oils of these species for tick control,
either applied directly on the animal or in collars or in pharmaceutical medicines. The pulicidal activity and residual
efficacy of the essential oils of star anise and rose geranium were demonstrated in the present study for the first
time. This efficacy is attractive to the pharmaceutical and agronomy industry for development of biopesticides for
veterinary medicine, because the essential oils are safe and environmentally friendly.
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