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RESUMO

MOREIRA, Leandra Oliveira. Atividade in vitro do Oleo Essencial de Ocimum
gratissimum L. sobre Ctenocephalides felis felis (Bouché, 1835) e Rhipicephalus
sanguineus (Latreille, 1806). 2022. 76p Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias, Biotecnologia e Inovacdo Tecnologica em Medicina Veterinaria) Instituto
de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

A pulga Ctenocephalides felis felis e o carrapato Rhipicephalus sanguineus
S80 0s principais ectoparasitas que acometem cées e gatos, por serem espécies presentes
por todo o mundo, e com capacidade vetorial de uma série de doengas tanto para 0s
animais, quanto para ao homem. O controle de infeccbes por ectoparasitas de
importancia veterindria ainda depende muito do uso de substdncias quimicas que
atinjam o sistema nervoso dos artropodes. Tais compostos sofreram de uma série de
inconvenientes, tais como o desenvolvimento de resisténcia e preocupagdes com a
seguranca do animal, humana e ambiental. Por isso, a busca por produtos e tecnologias
mais seguras e eficazes tem sido um desafio para a indUstria, € nesse contexto, que 0s
estudos e o desenvolvimento de produtos de origens naturais ganham relevancia. Na
area na medicina veterinaria, temos estudos no controle de carrapatos e pulgas com o
6leo essencial de Ocimum sp que exibem uma gama de atividades bioldgicas como
inseticida, acaricida e repeléncia de insetos. Diante disso, esse trabalho teve como
objetivo avaliar o potencial do 6leo essencial de Ocimum gratissimum L. no controle de
formas imaturas e adultos da pulga C. felis felis e do carrapato R. sanguineus. Dentre 0s
objetivos especificos estdo a obtencdo e caracterizacdo quimica do 6leo essencial das
folhas de Ocimum gratissimum L., a avaliagdo da atividade in vitro em diferentes fases
do ciclo da pulga C. felis felis (ovo, larva, pupa e adultos) e do carrapato R. sanguineus
(larva, ninfa e adultos), e a determinacdo através da analise de probito da CLsoe a CLgo
do 6leo essencial das folhas de Ocimum gratissimum L. em diferentes fases do ciclo da
pulga C. felis felis e do carrapato R. sanguineus. Observamos que o éleo essencial de
Ocimum gratissimum L. apresentou 100% de mortalidade em todos o0s estagios
analisados da pulga. Para o carrapato podemos observamos que na fase de larva
atingimos 100% de mortalidade, enquanto que o méaximo atingido de mortalidade para
ninfas foi de 80,8%, e na fase adulta ndo atingimos mortalidade. A analise da
composicdo quimica do Oleo essencial de O. gratissimum mostrou que 0s principais
compostos encontrados foram Eugenol (77,7%) e Pineno (5,26%). Determinamos
através da andlise de probito as CLso e a ClLgo a seguir: ovo (CLsop = 10,54; CLgo =
22,00), larva 24h (CLso = 21,06; CLgo = 59,79), larva 48h (CLso = 13,20; CLgo = 38,56),
pupa (CLso = 18,69; CLgo = 69,26), adulto 24h (CLso = 20,24; CLgo = 55,90), adulto 48h
(CLso= 15,72; ClLgo = 44,72) e ID (CLso= 2,00; CLgo = 5,18). Foi possivel obter,
caracterizar, avaliar o potencial inseticida e acaricida e determinar através da anélise de
probito a CLso e CLgo do 0leo essencial de Ocimum gratissimum L. em todas as fases do
ciclo da pulga C. felis felis (ovo, larva, pupa e adultos) e do carrapato R. sanguineus
(larva, ninfa e adultos).

Palavras-chaves: Ocimum gratissimum L.. Ectoparasitas. Inseticida.



ABSTRACT

MOREIRA, Leandra Oliveira. In vitro activity of Ocimum gratissimum L. Essential
Oil on Ctenocephalides felis felis (Bouché, 1835) and Rhipicephalus sanguineus
(Latreille, 1806). 2022. 76p Dissertation (Master in Veterinary Science, Biotechnology
and Technological Innovation in Veterinary Medicine). Veterinary Institute, Department
of Animal Parasitology, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2022.

The flea Ctenocephalides felis felis and the tick Rhipicephalus sanguineus are the
main ectoparasites that affect dogs and cats, as they are species present all over the
world, and with vector capacity of a series of diseases for both animals and humans.
The control of infections by ectoparasites of veterinary importance still depends a lot on
the use of chemical substances that reach the nervous system of arthropods. Such
compounds have suffered from a number of drawbacks, such as the development of
resistance and concerns for animal, human and environmental safety. Therefore, the
search for safer and more effective products and technologies has been a challenge for
the industry, it is in this context that the studies and development of products from
natural origins gain relevance. In the area of veterinary medicine, we have studies in the
control of ticks and fleas with the essential oil of Ocimum sp that exhibit a range of
biological activities such as insecticide, acaricide and insect repellency. Therefore, this
work aimed to evaluate the potential of the essential oil of Ocimum gratissimum L. in
the control of immature and adult forms of the flea Ctenocephalides felis felis and the
tick R. sanguineus. Among the specific objectives are the obtaining and chemical
characterization of the essential oil from the leaves of Ocimum gratissimum L., the
evaluation of the in vitro activity in different phases of the cycle of the flea C. felis felis
(egg, larva, pupa and adults) and the tick R. sanguineus (larva, nymph and adults), and
the determination through probit analysis of the LC50 and LC90 of the essential oil of
the leaves of Ocimum gratissimum L. in different phases of the cycle of the flea
Ctenocephalides felis felis and the tick R. sanguineus. We observed that the essential oil
of Ocimum gratissimum L. presented 100% mortality in all analyzed flea stages. For the
tick we can observe that in the larval stage we reached 100% mortality, while the
maximum mortality reached for nymphs was 80.8%, and in the adult stage we did not
reach mortality. The analysis of the chemical composition of the essential oil of O.
gratissimum showed that the main compounds found were Eugenol (77.7%) and Pinene
(5.26%). We determined by probit analysis the following LC50 and LC90: egg (LC50 =
10.54; LC90 = 22.00), larva 24h (LC50 = 21.06; LC90 = 59.79), larva 48h (LC50 =
13.20; LC90 = 38.56), pupa (LC50 = 18.69; LC90 = 69.26), adult 24h (LC50 = 20.24;
LC90 = 55.90), adult 48h (LC50 = 15.72; LC90 = 44.72) and ID (CL50 = 2.00; CL90 =
5.18). It was possible to obtain, characterize, evaluate the insecticidal and acaricidal
potential and determine through probitus analysis the LC50 and LC90 of the essential
oil of Ocimum gratissimum L. in all phases of the flea cycle C. felis felis (egg, larva,
pupa and adults) and the tick R. sanguineus (larva, nymph and adults).

Key words: Ocimum gratissimum L. Ectoparasites. Insecticide.
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1. INTRODUCAO

Desde o principio da civilizacdo, o homem é o principal agente responsavel
pelas modificacBes ocorridas na natureza devido a evolucdo da sua espécie e da
crescente busca por espaco e alimentos. Ainda no século X1V, os chineses comecaram
a desenvolver métodos de controle de pragas, incluindo o uso de ervas, 6leos e cinzas,
para tratar sementes e grdos armazenados. A nicotina é um exemplo de inseticida
natural organico extraida das folhas de fumo (Nicotiana tabacum), que comecou a ser
utilizada no século XVII para controlar insetos em jardins, cuja pratica ainda é utilizada
na atualidade.

O Brasil abriga em seu territorio uma diversidade de insetos e plantas devido as
peculiaridades e pluralidade climaticas e geograficas. Além das espécies nativas,
historicamente muitas espécies vegetais foram introduzidas por colonizadores e
imigrantes, sendo responsaveis pela introducdo de espécies exoticas de predadores
fitéfagos. Durante décadas a economia brasileira foi baseada no setor primario de
producdo e, ainda hoje, ocupa uma posicdo privilegiada no abastecimento mundial de
cereais, frutas e outros produtos de origem vegetal sendo, portanto, o controle de pragas
nativas ou exoticas um desafio que persiste e tem se agravado com o passar dos anos.

Atualmente, o Brasil possui a segunda maior populagdo mundial de cées, gatos,
aves canoras e ornamentais, e o quarto maior do mundo em populacdo total de animais
de estimagdo. A pulga Ctenocephalides felis felis e o carrapato Rhipicephalus
sanguineus sdo 0s principais ectoparasitas que acometem cdes e gatos, por serem
espécies presentes por todo o mundo, e com capacidade vetorial de uma série de
doencas tanto para 0s animais, quanto para ao homem.

Os carrapatos R. sanguineus sdo vetores conhecidos de patdgenos, como
Babesia canis, Ehrlichia canis e Rickettsia conorii, e sua interagdo com 0s humanos
pode ser mais comum do que se reconhece, pois, 0 aumento de casos de parasitismo
humano é crescente. O uso indiscriminado de acaricidas e inseticidas € um problema
emergente em todo 0 mundo e levou a selecdo de cepas resistentes, agravando desse
modo o0 combate a essas zoonoses.

A pulga C. felis felis também é um importante vetor de doengas, e acomete
injurias aos animais como a dermatite alérgica e anemia por deficiéncia de ferro no caso

de infestagdes intensas em animais jovens. Mais de vinte tipos diferentes de



endossimbiontes ou patégenos foram encontrados associados a  espécies
de Ctenocephalides como vetores biologicos ou hospedeiros intermediarios, incluindo
bactérias, protozoarios e helmintos, representando assim um potencial risco a satde do
homem. A pulga do gato também aloja outros organismos monoxénicos como
microsporideos e tripanossomatideos.

O uso e a comercializacdo de ectoparasiticidas para o controle de parasitas
artropodes de animais domésticos constituem um setor importante do mercado global de
salde animal, e devido aos problemas de salde publica por causar das doencas
zoondticas. O controle de infeccBes por ectoparasitas de importancia veterinaria ainda
depende muito do uso de substdncias quimicas que atinjam o sistema nervoso dos
artropodes. Tais compostos sofreram de uma série de inconvenientes, tais como o
desenvolvimento de resisténcia e preocupacdes com a seguranga do animal, humana e
ambiental. Por isso, a busca por produtos e tecnologias mais seguras e eficazes tem sido
um desafio para a inddstria, € nesse contexto, que os estudos e o desenvolvimento de
produtos de origens naturais ganham relevancia.

O Ocimum gratissimum é da familia Lamiaceae, originario da Asia e
comumente encontrado em regides de temperaturas tropicais e quentes, Oriente e paises
tropicais. E subespontanea em todo o Brasil, sendo principalmente encontrado na regi&o
Nordeste, e conhecida popularmente como alfavaca, alfavacéo, alfavaca-cravo, favacao
e quioio-cravo.

O oleo esencial de Ocimum gratissimum L. ja foi relatado como fonte de
eugenol. A mortalidade e repeléncia de eugenol por inseticidas tem sido descrita contra
Sitophilus zeamais, Dinoderus bifloveatus, Ixodes ricinus, C. Maculatus, e é listado pelo
FDA (Food and Drug Administration) como “seguro” quando consumido por via oral.

Os oOleos essenciais tém se mostrado com alto potencial promissor, devido
apresentam efeitos mais especificos e provavelmente com menos danos colaterais ao
meio ambiente e espécies ndo alvo e sdo considerados como uma nova classe de
produtos ecoldgicos para o controle de insetos para uso industrial e doméstico. Além
disso, sua obtencdo mesmo que possua baixo rendimento, quando comparada aos
produtos sintéticos € mais econdmica e de facil obtencdo, podendo causar menos
impacto ao meio ambiente.

Vale ressaltar, que 0 método de bioensaio é necessario para realizar uma pré-
triagem de varios Oleos essenciais, contribuindo de modo, para a selecdo de 6leos

essenciais potenciais para o desenvolvimento de produtos para o controle de



ectoparasitas, inclusive, porque € a partir dele que se é possivel determinar a CLso e
CLgo que sdo cruciais para determinagdo das dosagens das futuras formulagdes.

Diante disso, esse trabalho teve como objetivo avaliar o potencial do dleo essencial de
Ocimum gratissimum L. no controle de formas imaturas e adultos da pulga C. felis felis
e do carrapato R. sanguineus. Dentre os objetivos especificos estdo a obtencdo e
caracterizacdo quimica do Oleo essencial das folhas de Ocimum gratissimum L., a
avaliacdo da atividade in vitro em diferentes fases do ciclo da pulga C. felis felis (ovo,
larva, pupa e adultos) e do carrapato R. sanguineus (larva, ninfa e adultos), e a
determinacdo através da analise de probito da CLso e a CLgo do Oleo essencial das folhas
de Ocimum gratissimum L. em diferentes fases do ciclo da pulga C. felis felis e do

carrapato R. sanguineus.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ectoparasitos que acometem os Pets

Os animais que compde 0 grupo pets, também denominados animais de
estimacdo, sdo representados pelos cdes, gatos, aves ornamentais, peixes ornamentais,
pequenos anfibios e pequenos mamiferos (INSTITUTO PET BRASIL, 2022), sendo 0s
caes 0 e gatos os mais difundidos em todo mundo (OLIVEIRA, et al., 2021).

Os ectoparasitos podem parasitar uma série de organismos, oferecendo danos
diretamente ao hospedeiro ou indiretamente, através da transmissdo de patdgenos
(MCNAIR, 2015).

Entre os ectoparasitos, os artropodes hematdfagos, incluindo os carrapatos e as
pulgas, sdo capazes de parasitar um grande numero de hospedeiros vertebrados,
incluindo animais domésticos, animais selvagens e humanos (OLIVEIRA, et al., 2021).

Muitos desses ectoparasitos atuam como vetores de varias doencas, globalmente
distribuidas e disseminadas, importantes aos animais de companhia. Além disso, eles
também podem causar lesbes cutaneas e induzirem respostas imunopatoldgicas
(CVEJIC et al., 2017; ESCCAP, 2022). Além de sua importancia veterinéria, alguns dos
patégenos transmitidos por esses vetores também podem afetar a populacdo humana,
devido ao seu potencial zoonético (CVEJIC et al., 2017), interferindo no vinculo
humano-animal ESCCAP, 2022).

Os patdgenos e as doencas transmitidas por vetores sdo importantes porque
podem ser altamente patogénicos em cdes e gatos. A transmissdo deles é muitas vezes
imprevisivel, seu diagndstico e controle sdo dificeis, 0s sinais clinicos sdo variaveis,
podendo se aparecer apOs longos periodos de incubacdo e raramente sdo
patognomonicos. Os animais podem ter infecgdes persistentes, atuando como
reservatorios. Além disso, varios desses patdgenos Sd0 responsaveis por zoonoses
importantes como: leishmaniose, borreliose, riquetsiose, bartonelose, anaplasmose e
dirofilariose (ESCAAP, 2019).

Os cées e 0s gatos podem ser acometidos por diversos artropodes que vivem
como ectoparasitas, como acaros e piolhos, no entanto, a pulga e o carrapato sdo os mais
prevalentes em todo mundo (CVEJIC et al., 2017; ZARDO et al., 2019).

Os carrapatos apresentam grande importancia meédica e veterinaria, pois séo

responsaveis por perdas incalculaveis para a industria pecuaria e podem causar danos
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para animais de companhia e popula¢Ges humanas em todo o mundo (DANTAS-
TORRES, 2018).

As pulgas sdo um dos grupos de insetos mais comuns, podem transmitir seus
patdgenos através das fezes contaminadas, regurgitagdo do contetdo intestinal e da
saliva (RUST, 2017; MALEKI-RAVASAN et al., 2017).

Dentre as principais espécies de ectoparasitas que acometem 0s cédes e gatos,
podemos destacar a pulga da subespécie Ctenocephalides felis felis e o carrapato da
espécie Rhipicephalus sanguineus (CVEJIC et al., 2017). Essas espécies estdo
amplamente distribuidas em todo mundo (DANTAS-TORRES, 2008; CVEJIC et al.,
2017), por isso, medidas de controle para fins de tratamento ou prevencdo das

infestacBes sdo extremamente necessarias (ZARDO et al., 2019).

2.1.1 Ctenocephalides felis felis (Bouché, 1835)

As pulgas sdo insetos hematdfagos de grande importancia tanto na area médica
guanto na veterinaria devido a sua capacidade de transmitir diversas doencas infecciosas
e parasitarias que acometem animais e humanos (SHAKYA et al., 2019; TAVARES et
al., 2020).

No Brasil, as principais espécies de pulgas encontradas sdo Xenopsylla cheopis
(Rothschild, 1903), Pulex irritans (Linnaeus, 1758), Ctenocephalides canis (Curtis,
1826) e Ctenocephalides felis felis (Bouché, 1835) (TAVARES et al., 2020).

O género Ctenocephalides (Classe Insecta, Ordem Siphonaptera, Familia
Pulicidae), inclui 13 espécies e subespécies de pulgas, mas apenas duas, a
Ctenocephalides canis (Curtis, 1826) e Ctenocephalides felis felis (Bouche, 1835), sdo
espécies cosmopolitas (LINARDI; SANTOS, 2012; RUST, 2017). A subespécie C. felis
felis € mais adaptavel do que C. canis, pois infesta mais espécies hospedeiras e,
portanto, se estabeleceu em &reas mais extensas. A distribuicdo dessas espécies estéd
relacionada a fatores ambientais que influenciam na sua sobrevivéncia,
desenvolvimento e reproducdo (LINARDI; SANTOS, 2012).

A C. felis felis, também denominada pulga do gato, é a principal subespécie
encontrada em animais de estimacdo devido a sua ampla distribuicdo e capacidade de
parasitar diversas categorias de hospedeiro (LINARDI; SANTOS, 2012; RUST, 2017,
TAVARES et al., 2020), incluindo humanos e outros animais (ZHANG et al., 2021).



O ciclo da pulga C.felis felis inclui quatro estagios: ovo, larva (trés instares
larvais), pupa e a fase adulta (ALMEIDA et al., 2019). O ciclo de vida da pulga C. felis

felis esta representado na Figura 1.

Figura 1 - Ciclo evolutivo da pulga Ctenocephalides felis felis. 1 — Pulga adulta. 2 —
Fémea realizando postura dos ovos. 3 — Larva em desenvolvimento. 4 — Larvas
tornando-se pupa (Adaptado de ESCCAP, 2022).

O ciclo biol6gico médio da C. felis felis ocorre entre 25 a 30 dias, embora isso
possa variar de acordo a temperatura, umidade e disponibilidade de alimento nas fases
larvares (TAVARES et al., 2020).

A sequir estdo descritos 0s numeros correspondentes a cada estagio do ciclo de
vida da pulga C. felis felis de acordo com a Figura 1. 1 - Uma vez emergidas da pupa, as
pulgas adultas masculinas e femininas comegam a procurar ativamente um hospedeiro.
Ja no hospedeiro, as pulgas alimentam-se diariamente de sangue podendo sobreviver
por até 5 meses. 2 — A producdo e deposicdo de ovos (uma pulga fémea é capaz de
colocar uma média de 20 ovos) ocorrem no hospedeiro, no entanto, apds a deposic¢ao 0s
0vos caem no ambiente. 3 - Apds alguns dias e no maximo de 96 horas (se ultrapassar
esse tempo, provavelmente o ovo ndo estara mais viavel para eclodir), em condi¢cbes

ideais, as larvas eclodem e se alimentam de detritos como caspa e sangue contendo



fezes de pulgas no ambiente e desenvolvem-se através de trés estagios larvais. 4 — Ao
atingir o terceiro instar larval, as larvas tecem um casulo e formando a pupa. A pupa
pode-se manter viavel no ambiente por até 1 ano, isso para assegurar que o adulto sé ira
emergir na presenca de um hospedeiro. Apds o desenvolvimento, o adulto emerge do
pupario e imediatamente inicia-se um novo ciclo (ESCAAP, 2022).

Altas cargas de infestacdes por pulgas, especialmente em animais jovens, podem
ocasionar anemia por deficiéncia de ferro, devido a hematofagia, inflamacGes
localizadas, prurido e reacGes de hipersensibilidade tipo | e IV devido as picadas
(ALMEIDA et al., 2019; DAHM et al., 2021).

Diferentes patogenos estdo associados a espécies de Ctenocephalides como
vetores bioldgicos ou hospedeiros intermediarios, incluindo bactérias, protozoéarios e
helmintos (LINARD; SANTQOS, 2012). Dentre os patdgenos transmitidos pela C. felis
felis podemos destacar as bactérias intracelulares gram-negativas Rickettsia typhi,
responsavel pelo tifo, Rickettsia felis, responsavel pela febre maculosa transmitida por
pulga e a Bartonella henselae, responsavel pela doenca da arranhadura de gato
(PAROLA, 2011; RUST, 2017; RENNOLL et al., 2018). Tanto as Rickettsias quanto a
Bartonella séo bactérias patogénicas que possuem distribuicdo mundial e suas infec¢des
sdo zoonoticas podendo causar doengas graves em humanos (AZRIZAL-WAHID et al.,
2021).

Dentre os helmintos, a pulga C. felis felis é hospedeiro intermediario do
Dipylidium caninum e o Achantocheiilonema reconditum. Acredita-se que as larvas das
pulgas de gato se infectam a partir do consumo do ovo desses parasitos e a transmissao
provavelmente ocorra através da ingestdo de pulgas infectadas pelos gatos (RUST,
2017; NAPOLL, et al., 2014).

O controle de pulgas em animais de companhia geralmente depende do uso de
inseticidas para eliminar os parasitas adultos em associacdo com a implementacéo de
métodos higiénicos para evitar a reinfestacdo do ambiente (DAHM et al., 2021).

O pupario € o estagio que confere uma barreira de protecdo contra a aplicacdo de
ectoparasiticidas o0 que o torna tao resistente quanto ao adulto. Poréem, o adulto é o Gnico
estadgio parasitario, os demais (ovo, larva e pupa) sdo formas evolutivas que se
desenvolvem no ambiente (ndo parasitam), mas o0 seu controle é de extrema importancia
para impedir a continuacao do ciclo, evitando desse modo, a infestagcdo dos hospedeiros
pelo parasita adulto (RUST, 2020; HALOS et al., 2014). Por isso, os animais infestados

devem sempre que possivel ser tratados antes que as pulgas iniciem a reproducéo pois,
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além de prevenir doencas, controle de pulgas visa preservar o conforto e bem-estar geral
do hospedeiro devido ao severo estresse causado por suas picadas (TAVARES et al.,
2020).

2.1.2 Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806)

Os carrapatos sdo artropodes de grande relevancia médica e veterindria. Como
sdo parasitas hematofagos, podem causar danos direto ao hospedeiro ou também atuar
como vetores de agentes de varias doencas, podendo afetar animais de companhia e
populacGes humanas em todo o mundo e levando a perdas incalculdveis para a inddstria
pecuaria, (DANTAS-TORRES, 2008; DANTAS-TORRES, 2018).

O carrapato Rhipicephalus sanguineus (Acari: Ixodidae) foi descrito pela
primeira vez por Latreille (1806) como Ixodes sanguineus e posteriormente colocado no
género Rhipicephalus (Koch, 1884) (GRAY et al., 2013). O complexo Rhipicephalus
sanguineus inclui pelo menos 12 espécies de carrapatos, R. camicasi, R. guilhoni, R.
leporis, R. moucheti, R. pumilio, R. pusillus, R. rossicus, R. schulzei, R. sulcatus, R.
turanicus, R. sanguineus s. s e R. afranicus, amplamente distribuidos em todo mundo
(NAVA et al., 2015).

O R. sanguineus € também conhecido como carrapato marrom do cdo, tem
ampla distribuicdo geografica, sendo mais prevalente em regides tropicais e subtropicais
(GRAY et al., 2013). Estudos envolvendo essa especie tém demonstrado diferencas
morfoldgicas entre as populacBes desse carrapato (NAVA et al., 2018). Por meio de
biologia molecular foi possivel identificar a existéncia de multiplas linhagens, entre as
quais se destacam as linhagens de regides tropicais (R. sanguineus sensu lato) e
temperadas (R. sanguineus sensu stricto) (NAVA et al., 2018; SANCHEZ-MONTES et
al., 2021).

O céo doméstico € o principal hospedeiro do R. sanguineus, tanto em areas
urbanas quanto rurais. No entanto, ocasionalmente, R. sanguineus pode infestar outros
hospedeiros domeésticos e selvagens, incluindo gatos, roedores, passaros e humanos
(DANTAS-TORRES, 2010).

Os carrapatos possuem um ciclo de vida complexo, uma vez que, sdo
ectoparasitas obrigatorios, apresentando fases parasitarias de alimentacdo sanguinea e
também etapas de vida livre longe do hospedeiro, onde realizam a ovoposicao e ecdiase
(muda) (BRITO et al., 2006).



O R. sanguineus € um carrapato de ciclo de vida trioxeno, ou seja, precisa ir ao
ambiente realizar a ecdiase, 0 que acaba se tornando um grande problema, pois toda vez
gue um estagio vai para 0 ambiente, por uma caracteristica de espécie, eles se dirigem a
locais altos (geotropismo negativo) e procuram abrigo. Portanto, essas caracteristicas
sdo as que mais dificultam o controle, pois esses locais sdo de dificil acesso dos
antiparasitarios desse modo ocorrem constantes reinfestacdes. (DANTAS-TORRES,
2008).

Em seu ciclo estdo presentes as fases evolutivas, ovo, larvas, ninfas e adultos
(DANTAS-TORRES, 2008). O ciclo de vida do carrapato R. sanguineus esta

representado na Figura 2.

Figura 2 - Ciclo evolutivo do carrapato Rhipicephalus sanguineus. 1 — Fémea adulta se
alimentando do sangue do hospedeiro. 2 — Fémea ingurgitada realizando a postura dos
ovos. 3 — Larvas eclodidas se alimentando. 4 — Larvas transformando-se em ninfas no

ambiente. 5 — Ninfas se alimentando. 6 — Ninfas transformando-se em adultos
(Adaptado de ESCCAP, 2022).

A seguir estdo descritos os numeros correspondentes a cada estagios do ciclo de
vida do carrapato R. sanguineus de acordo com a Figura 2. 1 - As fémeas adultas se

alimentam de uma unica refeicdo de sangue, por aproximadamente 5 a 14 dias, de um



hospedeiro mamifero. 2 — A fémea ingurgitada se desprende do hospedeiro, realiza a
postura dos ovos e morre. 3 - No ambiente, 0s ovos eclodem para larvas de seis patas
que imediatamente procuram um hospedeiro para se alimentarem (2 - 3 dias). 4 - As
larvas retornam ao ambiente e mudam para ninfas de oito patas. 5 - As ninfas de oito
patas procuram um hospedeiro para se alimentarem (4 - 6 dias). 6 - As ninfas retornam
ao ambiente e mudam para adultos que irdo em busca de um hospedeiro para o inicio de
um novo ciclo (DANTAS-TORRES, 2008; ESCCAP, 2022).

Devido a hematofagia em todas as fases do seu ciclo de vida, o carrapato R.
sanguineus é responsavel por varios tipos de dermatoses e lesdes na pele do hospedeiro,
como inflamacdo, dor e inchaco que servem de porta de entrada para infeccbes
secundérias (NICHOLSON et al., 2019).

Outro problema associado a infestacdes por R. sanguineus em cdes € paralisia do
carrapato, que ocorre devido a capacidade de producédo de neurotoxinas, pelas fémeas de
carrapatos ingurgitadas, que interferem na liberacéo de acetilcolina induzindo a paralisia
(OTRANTO et al., 2012).

Além desses fatores, sua importancia médica e veterinaria estd diretamente
relacionada com o fato desses ectoparasitos serem vetores de varios patdgenos que além
de infectar os animais possuem potencial zoondtico, tornando-se assim um problema de
salde publica (GRAY et al., 2013; NICHOLSON et al., 2019).

Dentre os patdgenos caninos podemos destacar Ehrlichia canis, Babesia vogeli,
de Anaplasma platys e Hepatozoon canis, e dentre os humanos Rickettsia conorii e
Rickettsia rickettsii (OTRANTO et al., 2012; DANTAS-TORRES et al., 2013; ALVES
etal., 2017).

Tanto a babesiose como a erliquiose podem apresentar quadros subclinicos ou
seguirem um para um curso agudo ou crdnico. Essas doengcas podem apresentar
sintomas graves podendo levar o animal a 6bito (ESCCAP, 2019).

Em relagéo aos patdgenos que acometem os humanos, a Rickettsia conorii causa
a febre maculosa do Mediterraneo e a Rickettsia rickettsii causa a febre maculosa das
Montanhas Rochosas (GRAY et al., 2013; NICHOLSON et al., 2019).

Diante disso, o controle e tratamento de carrapatos em cdes sdo de grande
importancia. Uma vez que 0s carrapatos sdo extremamente resistentes e parte de seu
ciclo de vida ocorre no ambiente, este também deve ser tratado para combater os
ectoparasitas indesejaveis (OLIVEIRA et al., 2017).
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2.2 Populagdes de Pets no Brasil e no mundo

A criacdo de animais de estimacdo (pets) é uma caracteristica universal nas
sociedades humanas. O relacionamento entre homens e animais € uma entidade
complexa iniciada nos primordios da historia da humanidade com a domesticacdo dos
animais e mantida até hoje gracas a sentimentos muito peculiares (ALMEIDA et al.,
2009).

Como o passar dos anos e as modificagdes ocorridas na sociedade, os animais de
estimacéo estdo assumindo grande importancia. Para a maioria dos donos, os animais de
estimacdo sdo parte integrante de suas familias. Os vinculos e relacionamentos Unicos,
intimos e emocionais que as pessoas compartilham com seus animais ddao um
significado importante as suas vidas (CAVANAUGH et al., 2008; TATIBANA,;
COSTA-VAL, 2009).

Dentro do grupo denominado animais pets estdo 0s cées, gatos, aves
ornamentais, peixes ornamentais, cavalos, pequenos anfibios e répteis e pequenos
mamiferos, como os coelhos, por exemplo, (APPA, 2018; INSTITUTO PET BRASIL,
2022; ABINPET, 2021).

De acordo com dados do ano de 2018, os cées se destacaram mundialmente
como o principal tipo de animal de estimacéo. Foi estimado que a populacdo mundial de
cées e gatos estaria em torno 471 e 373 milhdes, respectivamente (STATISTA, 2022a).

Dados da Associacdo Americana de Produtos para Animais de Estimacéo
(APPA), estimaram que nos Estados Unidos da América (EUA), entre os anos de 2017
e 2018, pelo menos 84,6 milhGes de residéncias (68%) haviam animais de estimacao,
onde os cées correspondiam a 48 %, gatos 38 %, peixes 12 %, aves 6 %, répteis 4 % ,
cavalos 2 % e outros pequenos animais 5% (APPA, 2018).

Ainda segundo a APPA, a combinacao de cées e gatos nos domicilios é o mais
comum. Estima-se que, em 2016 nos EUA, havia cerca de 89,70 milhdes de cées e
94,20 milhdes de gatos (APPA, 2018).

Os gatos e os cdes também sdo os animais favoritos das familias europeias,
embora escolhas mais ndo convencionais, como répteis e pequenos mamiferos, também
sejam opcdes. Em 2020, a populacdo de gatos de estimacdo na Europa foi superior a
110 milhdes e de cdes a 89 milhdes. Paises como Alemanha e Franga foram as
populacdes de gatos que se apresentaram maiores (STATISTA, 2022b).
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Levantamentos em relacdo a populacdo de animais pets no Brasil relataram que
0S cdes e 0s gatos correspondem a maior parcela da populagdo assim como em outros
locais do mundo, segundo a Associacdo Brasileira da Industria de Produtos para
Animais de Estimacdo (ABINPET, 2021). Dados referentes a esses nimeros podem ser
observados na Figura 3.

POPULACAO DE ANIMAIS NO BRASIL
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Figura 3 — Populacdo de animais Pets no Brasil (Fonte: ABINPET, 2021).

De acordo com Pesquisa Radar Pet de 2020, realizada pela Comissdo de
Animais de Companhia (COMAC), cada domicilio brasileiro possui aproximadamente
em média dois cdes ou gatos, totalizando mais de 37,60 milhGes de domicilios com a
presenca desses animais (SINDAN, 2021).

Os animais de estimacdo sdo criados para convivio com seres humanos por
razdes afetivas (ABINPET, 2021). No entanto, em alguns casos, os cdes desempenham
papéis utilitarios ajudando as pessoas a realizarem tarefas consideradas trabalho como,
auxiliar pessoas deficientes, pastorear gado, fornecer seguranca ou farejar bombas e
drogas (CAVANAUGH et al., 2008).

A posse de um cdo pode oferecer muitos beneficios a saude humana, incluindo
oportunidade de praticar exercicio, reducdo do impacto de eventos estressantes e
desenvolvimento da capacidade de empatia, especialmente em criangas. No entanto, as
infestacGes de carrapatos e pulgas ameacam diretamente a salde humana e canina,
tornando-se um incbmodo para o0 cdo e para 0 dono, que muitas vezes é desencorajado
de ter o animal de estimagdo ou manté-lo dentro de casa (LITTLE, 2017).

Devido a esse aumento da relacdo entre os donos e os animais de companhia
existe uma preocupacdo com a saude dos animais, 0 que inclui a prevencdo e o

tratamento de infestagdes por parasitas como pulgas e carrapatos bem como a reducéo
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do potencial de intoxicacGes acidentais por praguicidas de uso doméstico (BAUER et
al., 2015).

2.3 Ectoparasiticidas atualmente utilizados e seus inconvenientes

O controle seguro e eficaz de carrapatos e pulgas é extremamente importante
para a saude e o bem-estar dos animais de companhia e das pessoas com quem eles
compartilham suas vidas (LITTLE, 2017).

Medidas de controle sdo necessarias para fins de tratamento ou prevencdo das
infestacOes por ectoparasitas. Para que essa protecao seja devidamente eficaz, conhecer
os diferentes medicamentos veterinarios disponiveis, bem como o seu respectivo modo
e espectro de atuacao antiparasitaria sdo de suma importancia (ZARDO et al., 2019).

Existe uma série de principios ativos com acdo ectoparasiticida que apresentam
niveis de eficacia e seguranca satisfatorios em diversas apresentacbes, como xampu,
sabonete, talco, “spray”, coleira, pipeta (“spot-on”’) e comprimidos (MARCHIONDO et
al., 2013; ZARDO et al., 2019).

Esses compostos agem de forma sistémica, apos a absorcdo nos tecidos dos
hospedeiros, ou por contato direto com o0s parasitas-alvo ap0s aplicacdo externa
(TAYLOR, 2001).

O controle de pulgas e carrapatos a partir desses compostos quimicos é
amplamente praticado, embora o0 uso indiscriminado e exclusivo desses produtos possa
levar a contaminacdo ambiental. Além disso, as populacdes de parasitos se adaptem as
mudancas ap0s a exposicdo a esses produtos quimicos para sobreviver levando a
resisténcia (RUST, 2017; ALVES et al., 2017, REMNANT et al., 2014).

Como tais compostos sofreram de uma série de inconvenientes, tais como o
desenvolvimento de resisténcia e preocupa¢des com a seguranca do animal, humana e
ambiental. Por isso, a busca por produtos e tecnologias mais seguras e eficazes tem sido
um desafio para a industria, € nesse contexto, que os estudos e o desenvolvimento de
produtos de origens naturais ganham relevancia (TAYLOR, 2001).

Os principais grupos quimicos usados no controle de ectoparasitos sao:
formamidinas, piretrinas e piretroides, fenilpirazéis, lactonas macrociclicas,
oxadiazinas, spinosinas, reguladores de crescimento de insetos, neonicotinoides, e
isoxazolinas (TAYLOR, 2001; ARMSTRONG et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017;
ZARDO et al., 2019).
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2.3.1 Formamidinas

O amitraz é o principal membro das formamidinas com utilidade na medicina
veterinaria (TAYLOR, 2001). Ele possui acdo acaricida e inseticida e € bastante
utilizado na agropecuaria, desde 1975, como um agente antiparasitario (BARRETO et
al., 2017).

Nos ectoparasitas, 0 amitraz atua em sitios receptores de octopamina resultando
em hiperexcitabilidade neuronal e morte (TAYLOR, 2001). Suas apresentacdes no
mercado encontram-se como solucdo para banhos (e uso no ambiente), spot on e
impregnado em coleiras (ZARDO et al., 2019).

Embora ainda seja bastante empregado, atualmente esta molécula ja ndo é tdo
efetiva, tendo em vista que os parasitos adquiriram resisténcia (BARRETO et al., 2017).
Além disso, é tdxico para humanos e ndo deve ser manipulado sem protecdo apropriada
(ZARDO et al., 2019).

2.3.2 Piretrinas e Piretroides

As piretrinas sdo substancias ativas naturais contidas nos extratos de flores de
crisantemo ou piretro (Chrysanthemum cinerariaefolium) Foram identificadas no inicio
do século XX e isoladas como ésteres dos acidos crisantémico e pirétrico. Os seis
principais ésteres que constituem os extratos sdo as piretrinas | e Il, as jasmolinas I e 1l e
as cinerinas | e 11 (RODRIGUES, 2010).

Os piretrdides sdo produtos quimicos sintetizado modelados a partir molécula de
piretrina natural (TAYLOR, 2001). Os piretrdides sintéticos sdo sollveis na maioria dos
solventes organicos, sdo biodegradaveis, possuem a vantagem de serem estaveis quando
expostos ao ar e a luz e ttm uma poténcia mais alta do que as piretrinas naturais
(TAYLOR, 2001; FIDELIS JUNIOR et al., 2014).

Os piretroides atuam no sistema nervoso central (SNC) do inseto, modulando a
cinética de abertura dos canais de sodio. Esta acdo resulta em descargas repetitivas ou
na despolarizagdo da membrana e subsequente morte do artropode alvo (TAYLOR,
2001; FIDELIS JUNIOR et al., 2014). Pesquisas recentes também indicam que 0s

inseticidas piretréides suprimem os complexos acido y-aminobutirico (GABA),
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receptores de glutamato e canais de Ca?* ativados por voltagem (FIDELIS JUNIOR et
al., 2014).

As piretrinas e os piretroides sdo moléculas lipofilicas que geralmente sofrem
rapida absorcdo, distribuicdo e excre¢do (TAYLOR, 2001).

Alguns dos piretréides mais comuns usados em medicina veterinaria incluem
bioalletrina, cipermetrina, deltametrina, fenvalerato, flumetrina, lambda-cialotrina,
fenotrina e permetrina (TAYLOR, 2001).

Foram identificados alguns padrfes de resisténcia de carrapatos para 0S
piretroides que envolvem a insensibilidade do sitio de acdo do ativo por mutacdes
génicas e também através de mecanismos de resisténcia metabdlica (FIDELIS JUNIOR
etal., 2014).

2.3.3 Fenilpirazois

Os principais ativos inseticidas e acaricidas da familia do fenilpirazois,
utilizados na medicina veterinaria, sdo o fipronil e o piriprol (REMNANT et al., 2014).

O fipronil é usado mundialmente no controle de pragas agricolas e domésticas,
incluindo espécies de gafanhotos, formigas, baratas, pulgas e carrapatos (ROMERO et
al., 2016). Seu mecanismo de acdo envolve principalmente o bloqueio dos canais de
cloreto dos receptores regulados por GABAA (4cido y-aminobutirico) (subunidade B3),
interferindo na neuromodulacdo, levando a paralisia e morte do inseto por
hiperexcitacdo neural (ISLAM; LINCH, 2012). Outra forma de acdo ocorre sobre 0s
canais ativados por glutamato, que existem especificamente em invertebrados, mas nao
em mamiferos (ZHAO et al., 2004).

Comercialmente, o fipronil estd disponivel nas formas em “spray” e “spot-on”
para cédes e gatos, € em “pour-on” e “spray” para animais de produgdo. Pode ser
encontrado também em associacdo com metoprene e também em associagdes com
amitraz, permetrina e piriproxifen (TAYLOR, 2001; BOUSHIRA et al., 2011; GUPTA,
ANADON, 2018; DOS SANTOS et al., 2020).

O piriprol atua pelo mesmo mecanismo de agdo do fipronil e é encontrado no
mercado sob a forma de “spot-on” para cdes (EMA, 2011).

Existe preocupacéo, devido a sua toxicidade, ao uso indiscriminado do fipronil
que pode levar & contaminagdo ambiental, danos a organismos aquaticos, passaros,
mamiferos e a saide humana (MAGALHAES et al., 2018; WANG et al., 2019).
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2.3.4 Lactonas macrociclicas

Derivados macrociclicos da lactona, as avermectinas e as milbemicinas, sdo
compostos estruturalmente semelhantes. S&o produtos de fermentacdo macrociclica de
Streptomyces avermilitis e Streptomyces cyanogriseus, respectivamente (TAYLOR,
2001; ALMEIDA; AYRES, 2006).

As avermectinas diferem umas das outras quimicamente nas substitui¢cfes de
cadeias laterais no anel de lactona, enquanto as milbemicinas diferem das avermectinas
pela auséncia de uma porcao de acucar do esqueleto da lactona (TAYLOR, 2001).

O mecanismo de acdo das lactonas macrociclicas é potencializar a acdo inibidora
neuronal mediada pelo GABA, promovendo hiperpolarizacdo neuronal do parasito e,
portanto, inibindo a transmissdo nervosa (FIDELIS JUNIOR et al., 2014). Em
artrépodes, possui alta afinidade por receptores glutamato em nivel neuromuscular,
provocando hiperpolarizacéo por influxo de ions cloro e consequente paralisia flacida e
morte (ZARDO et al., 2019).

Dentre os compostos disponiveis para uso em medicina veterinaria das
avermectinas estdo a ivermectina, abamectina, doramectina, eprinomectina e
selamectina. E das milbemicinas estdo a milbemicina e moxidectina. Esses compostos
sdo ativos contra uma ampla gama de nematoides e artropodes e sdo frequentemente
chamados de endectocidas (TAYLOR, 2001; ALMEIDA; AYRES, 2006).

Mecanismos de resisténcia as lactonas macrociclicas tém sido descritos
mundialmente em varias espécies de nematodides e artrépodes. O uso intensivo de
agrotoxicos aliado a falta de detec¢do precoce do aumento do nimero de individuos
resistentes tem sido caracteristico de muitos casos de resisténcia no campo (KLAFKE et
al., 2010).

2.3.5 Oxadiazinas
O Indoxacarbe € a uma nova molécula inseticida representante do grupo das
Oxadiazinas (ABBAS et al., 2020). Ela atua através do bloqueio dos canais de Na*

voltagem-dependente dos insetos, causando inibicdo da atividade nervosa e paralisia
letal (BEUGNET; FRANC, 2012).

16



O indoxacarbe é considerado um pro-inseticida que € bioativado pelas enzimas
esterase e amidase dentro do inseto para um metabolito mais ativo, N-
descarbometoxilado do indoxacarb (DRYDEN et al., 2013).

E usado no controle de pulgas em cdes e gatos na forma de “spot on”. Pode ser
encontrado também associado a permetrina para controle de carrapatos (BEUGNET;
FRANC, 2012).

2.3.6 Spinosinas

As spinosinas sdo macrolideos de ocorréncia natural derivados da fermentacéo
da bactéria Saccharopolysapora spinosa (YANO et al., 2002). Elas representam classe
de inseticidas denominada Naturalyte (ZARDO et al., 2019). Os componentes mais
ativos da familia de compostos das espinosinas sdo as espinosinas A e D que se diferem
estruturalmente e, quando combinadas, formando o Spinosad (MADDURI et al., 2001;
YANO et al., 2002).

A acdo das spinosinas é baseada na ativacdo de receptores de acetilcolina,
induzindo o impulso nervoso continuamente e, de maneira secundaria, age nos
receptores do GABA, interrompendo sua funcdo e prolongando o tempo do impulso, o
que leva a hiperexcitacdo e morte do inseto (HEIRTLEN et al., 2011; SPARKS, et al.,
2012).

O Spinosad € encontrado disponivel em comprimidos mastigaveis para cées e
gatos, confere protecdo contra pulgas (C. felis) por pelo menos 30 dias, produz efeito
adulticida e reduz a producdo de ovos, ideal no tratamento e controle da DAPE
(Dermatite Alérgica a Picada de Ectoparasitas) (ZARDO et al., 2019).

Desde o seu lancamento, em 1997, varios casos de resisténcia ao spinosad em
espécies de insetos, que resultaram em eficacia reduzida, vém sendo investigados
SPARKS, et al., 2012).

2.3.7 Reguladores de Crescimento
Os reguladores de crescimento de insetos (IGRs), também chamados de

inseticidas de terceira geracdo, sdo moléculas que interferem sistemas fisioldgicos

especificos de insetos que ndo existem em vertebrados, inibindo a reproducéo em
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adultos de insetos ou bloqueando a organogénese de estagios imaturos (BEUGNET;
FRANC, 2012; GAD et al., 2021).

Os IGRs usados em cées e gatos podem ser classificados em dois grupos:
analogos de horménios juvenis e inibidores da sintese de quitina (BEUGNET; FRANC,
2012).

Os andlogos do hormonio juvenil sdo absorvidos pela cuticula do inseto e
previnem a ativacdo de sequéncias genéticas que determinam o desenvolvimento de
oOrgdos e tecidos dos insetos imaturos. E os inibidores da sintese de quitina, também
conhecidos como inibidores do desenvolvimento de insetos, atuam interferindo no
desenvolvimento normal da cuticula e outras estruturas quitinosas (SCOTT et al.,
2002).

A maioria dos inibidores da sintese de quitina sdo derivados de
benzoilfenilureia. Dentre as principais substancias pertencentes a esse grupo podemos
destacar: diflubenzuron, fluaruzon, flufenoxuron, triflumuron e lufenuron. E as
principais substancias pertencentes ao grupo dos analogos do hormonio juvenil:
hidroprene, metoprene, piriproxifen e fenoxicarb (GRAF, 1993, OLIVEIRA et al.,
2012; RUST; HEMSARTH, 2016; GAD et al., 2021).

2.3.8 Neonicotinoides

Os neonicotindides constituem um grupo de inseticidas desenvolvidos a partir da
molécula de (S)-(-)-nicotina isolada como um alcaloide de espécies do género Nicotiana
sp. Foram desenvolvidos e registrados no inicio da década de 1990, sendo a
imidacloprida o primeiro composto neonicotindide comercializado em 1991. Devido ao
sucesso comercial da imidacloprida, outros pesticidas desenvolvidos a partir da
molécula de (S)-(-)-nicotina foram criados, como: nitempiram, acetamiprida,
tiametoxam, tiaclopride, clotianidina e dinotefuran (QUEIROZ; SILVA, 2021).

Os neonicotindides atuam através da ligacdo, seletivamente, aos receptores
nicotinicos de acetilcolina no SNC do inseto, levando a inibicdo da transmissao
resultando em paralisia e morte (TAYLOR, 2001).

A imidacloprida é encontrada disponivel para comercializagdo como pipeta na
forma de “spot on” para aplicacdo mensal em cdes e gatos, de forma isolada ou
associada a moxidectina. Ainda, pode ser encontrado na forma de coleiras em

associacdo com flumetrina com durabilidade de 8 meses (ZARDO et al., 2019).
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O nitempiram, assim como a imidacloprida, atua nos receptores nicotinicos da
acetilcolina dos insetos, sendo encontrado disponivel na forma de comprimidos que sao
rapidamente absorvidos, eliminando pelo menos 95% das pulgas 6 horas apos a ingestéo
(ZARDO et al., 2019).

Estudos envolvendo os neonicotindides demonstraram que efeitos negativos
sobre o comportamento, reproducdo e o sucesso das coldnias de abelhas. Além disso,
outros estudos tém apontado a presenca de neonicotindides em corpos hidricos que tem
como consequéncia a reducdo da biodiversidade destes ambientes, afetando espécies e
populagGes de animais ndo-alvo em &guas superficiais contaminadas determinando

assim a preocupacao quanto ao seu uso (QUEIROZ; SILVA, 2021).

2.3.9 Isoxazolinas

As isoxazolinas sdo uma familia de substancias quimicas utilizadas desde 2013
como antiparasitarios no controle de pulgas e carrapatos em cées e também como
antiparasitarios contra outros artropodes que afetam a pecuaria e a agricultura.
(OTRANTO, 2014).

As isoxazolinas atuam bloqueando os canais de cloro dependentes de ligante
tanto dos receptores de GABA como de glutamato dos insetos (PFISTER,;
ARMSTRONG, 2016).

As principais substancias que compdem essa classe terapéutica, sdo: fluralaner,
afoxolaner, sarolaner e lotilaner (BURGIO et al., 2016; RODRIGUEZ-VIVAS et al.,
2020).

Essas substancias sao administradas por via oral em comprimidos mastigaveis, e
também através de formulacGes tdpicas para cdes e gatos, sendo absorvidas no trato
digestivo e atingindo niveis terapéuticos no sangue que sao distribuidos por todo o
corpo do animal, proporcionando excelente eficdcia contra pulgas e carrapatos
(RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2020).
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2.4 O uso de plantas medicinais na medicina veterinaria

A associacdo de humanos e animais com plantas se originou com o inicio da
vida na Terra, quando as plantas forneceram grande parte do abrigo, oxigénio, alimento
e remédios necessarios as formas de vida superiores. Com o passar do tempo e com 0
surgimento das sociedades, o ser humano aprendeu a reconhecer e categorizar 0s
materiais vegetais para uso no atendimento das necessidades da vida. Dessas
necessidades, o uso de ervas e extratos de ervas por seus poderes de cura pode ser
atribuido aos mais antigos mitos, tradicdes e escritos usados para codificar as plantas
que podem aliviar a dor e tratar doengas (MAMEDOQV, 2012).

Na agricultura, os 0leos essenciais e extratos vegetais vém sendo empregados
como um método alternativo para o controle de inseto-praga e de doencas causadas por
fungos, nematoides, virus ou bactérias. As medidas atuais de controle de insetos
envolvem o uso de defensivos de origem sintética. Estes, além de apresentarem um
elevado custo, persistem no meio ambiente de maneira deletéria e o seu tempo de uso
continuo e prolongado vem induzindo a formacdo de espécies resistentes (LIMA,
CARDOSO, 2007).

As terapias de medicina alternativa, incluindo produtos herbaceos naturais ou
derivados de plantas para cuidados com a salde animal ganharam destaque
recentemente. (GENOVESSE, 2012).

Isso, devido a origem dos recursos serem de fontes renovaveis, e portanto,
menos danoso ao meio ambiente, ao homem e por apresentarem efeitos mais especificos
nos pacientes animais com menos danos colaterais para espécies ndo-alvo (SU et al.,
2014) e sdo considerados como uma nova classe de produtos ecoldgicos para o controle
de insetos para uso industrial e doméstico.

2.4.1 Técnica de extracéo do 6leo essencial: Hidrodestilagdo

As plantas aromaticas possuem tricomas glandulares, local de onde sdo extraidos
0s Oleos essenciais. O método de extracdo € escolhido conforme a necessidade de
caracteristicas especificas do produto final desejado e as particularidades de cada 6leo
essencial. Os métodos de extracdo mais utilizados séo: hidrodestilacdo, extracdo por
solventes orgénicos, destilacdo a vapor, extracdo por fluido supercritico, enfloragéo,
prensagem a frio, dentre outros (NAVARRETE et al., 2011).
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O termo hidrodestilagdo pode ser empregado para diferentes métodos:
hidrodestilacdo com agua, hidrodestilacdo com agua e vapor e hidrodestilacdo por
vapor. Atualmente estes termos foram substituidos por hidrodestilagdo, no caso de
utilizacdo de agua, e arraste a vapor para extragdes utilizando agua e vapor ou apenas
vapor (BIASI; DESCHAMPS, 2009).

Devido os 0leos essenciais ser muito volateis, eles vaporizam de acordo com o
aumento da temperatura, por isso, a extracdo por destilacdo é a técnica de escolha
quando o 6leo é extraido das folhas (PINHEIRO, 2003).

A destilacdo nada mais é que a separacdo de componentes de uma mistura
devido a diferenca da pressdo de vapor. Toda substancia com determinado ponto de
ebulicdo é volatil e possui um determinado valor de pressdo de vapor, que por sua vez é
dependente da temperatura. Portanto, os constituintes do 6éleo essencial do material
vegetal, em contato com a &gua aquecida, receberdo pressdo das moléculas de vapor
d’4gua entrando em ebuli¢do. No estado voldtil, estes constituintes serdo condensados e
separados da agua (BIASI; DESCHAMPS, 2009).

A hidrodestilagdo € um método no qual o material vegetal permanece em
contato com a agua em ebulicdo, o vapor forca a abertura das paredes celulares e ocorre
a evaporacdo do 6leo que estd entre as células da planta. O vapor, que consiste na
mistura de Oleo e &gua, passa por um condensador, onde ocorre seu resfriamento
(SILVA, 2011) e, como os componentes volateis e a agua sdo imisciveis, ocorre a
formacdo de duas fases liquidas que podem ser separadas (SATOR, 2009).

O método de hidrodestilacdo é empregado com o uso de aparelho tipo Clevenger
(BIASI; DESCHAMPS, 2009). A importancia desse método reside no fato que as
informacdes coletadas na extracdo servem de base para o desenvolvimento do processo
industrial. Porém, essa metodologia pode gerar degradacdo de componentes presentes
nos Oleos essenciais, uma vez que a matéria-prima permanece em contato direto com a

agua quente por longos periodos de tempo (SERAFINI et al., 2002).
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Figura 4 — Aparelho de Clevenger utilizado para extracdo por hidrodestilagdo
(Fonte: Adaptado de BOONE, 2011).

2.5 O uso de 6leos essenciais como ectoparasiticidas

Os oleos essenciais sao liquidos volateis e apolares que podem ser extraidos de
todos os 6rgdos da planta, através de técnicas por arraste a vapor na maioria das vezes e
sua composicdo é baseada principalmente em terpenos (mono e sesquiterpenos) e / ou
fenilpropandides, que sdo metabdlitos que conferem suas caracteristicas organolépticas
(B1ZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

Oleos essenciais extraidos de plantas receberam atencdo especial para o
controle de ectoparasitas veterinarios, pois apresentaram alta eficacia, mdaltiplos
mecanismos de acdo e baixa toxicidade em vertebrados ndo-alvo, incluindo aquaticos.
(ELLSE; WALL, 2014)

O uso de Oleos essenciais no controle de ectoparasitos veterinarios ja foi
revisado por Ellse e Wall (2014). Oleos essenciais, como de Cinamomum sp., Mentha
sp., Laurus sp., Cymbopogon sp. e Ocimum sp. ja sdo conhecidos por suas inimeras
propriedades de controle de pragas. A acdo acaricida foi descrita usando o oleo
essencial, como o Cinamomum spp. (NA et al., 2011;), Mentha sp., Laurus sp.
(MACCHIONI et al., 2006) e Cymbopogon sp. (MAGI et al., 2006). O controle de
carrapatos usando o 6leo essencial de Mentha sp. (KOC et al., 2012) e Ocimum sp.
(MARTINEZ-VELASQUELZ et al., 2011) também foi descrito. A Mentha sp. tem sido
utilizada para o controle de moscas (MOREY; KANDAGLE, 2012) e o éleo essencial
de Cymbopogon nardus tem sido utilizada por muitos anos como repelente de insetos
(ZARIDAH et al., 2003).
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Nosso grupo vem trabalhando com otimizacdo e padronizacdo de métodos de
ensaios in vitro para avaliacdo de atividade pulicida e carrapaticida com diversos 6leos
essenciais frente a pulga C. felis felis e os carrapatos R. sanguineus, Rhipicephalus
microplus e A. sculptum. A atividade pulicida dos extratos e 6leos essenciais de Schinus
molle L. (BATISTA et al., 2016) que avaliou a atividade contra ovos e adultos da pulga
C. felis felis, alem de determinar a composicdo quimica de extratos e 6leos essenciais de
S. molle L.. Foram avaliados os 6leos de Ocimum gratissium, Cinnamomum spp.
Mentha sp., Cybopogon nardus, Laurus nobilis nos estagios de ovo, larva e pupa e
adulto contra a C. felis felis (DOS SANTOS et al, 2020), Syzygium aromaticum que
avaliou a atividade contra pulgas adultas e sua acdo na maturagéo de ovos de C. felis
felis. (LAMBERT et al., 2020), Cinnamomum spp., Thymus vulgaris L. e Origanum
vulgare (CONCEICAO et al., 2020) e lllicium verum e Pelargonium graveolens
(FREITAS et al., 2021) onde em geral, as amostras apresentaram atividade inseticida
tanto para os estdgios de pulgas imaturas quanto para pulgas adultas. Além disso, a
atividade acaricida dos 6leos essenciais de Rosmarinus officinalis em teledginas dos
carrapatos R. sanguineus e Rhipicephalus microplus (BATISTA et al., 2013), Schinus
molle L. frente diferentes formas evolutivas de Rhipicephalus microplus (AVELAR et
al., 2016), O. gratissium foi avaliado contra as larvas dos carrapatos Amblyomma
sculptum, Rhipicephalus microplus e R. sanguineus (FERREIRA et al., 2019) e S.
aromaticum contra contra larvas de R. sanguineus (LAMBERT, 2021) também ja foram
evidenciadas.

O 6leo esencial de Ocimum gratissimum L. ja foi relatado como fonte de
eugenol (NAKAMURA et al., 1999). A mortalidade e repeléncia de eugenol por
inseticidas tem sido descrita contra Sitophilus zeamais (HUANG et al., 2002), Ixodes
ricinus (BISSINGER; ROE, 2010), C. maculatus (AJAY1 et al., 2014) e é listado pelo
FDA (Food and Drug Administration) como “seguro” quando consumido por via oral
(THOMPSON et al., 1998). Vale ressaltar, que 0 método de bioensaio € necessario para
realizar uma pré-triagem de varios 6leos essenciais, contribuindo de modo, para a
selecdo de Oleos essenciais potenciais para o desenvolvimento de produtos para o
controle de ectoparasitas, inclusive, porque é a partir dele que se € possivel determinar a

CLso e CLgo que sdo cruciais para determinacéo das dosagens das futuras formulagdes.
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2.6 Familia Lamiaceae

As plantas da familia Lamiaceae pertencem a ordem Tubiflorae Lamiales,
abrangem pelo menos 236 géneros e mais de 7.173 espécies, distribuidas em todo o
mundo (LIMA; CARDOSO, 2007; MARTINEZ-GORDILLO, et al., 2017).

Dentre algumas espécies podemos destacar a Thymus vulgaris (tomilho),
Ocimum basilicum (manjericdo), Mentha spp. (menta), Lavandula spp. (lavanda) e
Origanum vulgare (orégano) (LUO et al., 2019). Além de a Leonurus sibiricus L.
(macaé), Hyptis suaveolens L. (alfavacdo), Melissa officinalis L. (cidreira), Rosmarinus
officinalis L. (alecrim), Salvia officinalis L. (salvia), entre outras (LIMA; CARDOSO,
2007).

Em todas as plantas podem ser encontrados principios ativos importantes,
sintetizados pelo metabolismo secundario, que dao origem a uma série de substancias
conhecidas como alcaldides, flavondides, cumarinas, saponinas, taninos, Oleos
essenciais entre outras (LIMA; CARDOSO, 2007).

Estas plantas vém sendo muito exploradas para extracdo de Oleos essenciais
devido a sua composicdo rica em monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e
terpendides volateis. Os principais compostos encontrados nos 6leos essenciais destas
plantas sdo cariofileno, a-pineno, B-pineno, mentol, limoneno, timol e carvacrol.
(HORST, 2020).

2.6.1 Ocimum gratissimum

O Ocimum gratissimum ¢é da familia Lamiaceae, originario da Asia e
comumente encontrado em regides de temperaturas tropicais e quentes, Oriente e paises
tropicais. E subespontanea em todo o Brasil, sendo principalmente encontrada na regio
Nordeste, e conhecido popularmente como alfavaca, alfavacdo, alfavaca-cravo, favacéo
e quioio-cravo (MINISTERIO DA SAUDE BR, 2015).

As folhas de O. gratissimum L. possuem em média de 4 a 8 cm de
comprimento, 3 a 5 cm de largura curtamente pecioladas, limbo 6valo-eliptico, base
simetrica e atenuada, apice acuminado, margem denteada, nervagdo peninérvia e
peciolo lateral. As flores sdo brancas, pequenas, irregulares, agrupadas em espigas de 10
a 15 cm de comprimento, situada na extremidade dos ramos. Os frutos possuem um

formato de pequenas capsulas abertas na extremidade apical com sementes marrons
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(FELIX-SILVA et al, 2012). Na Figura 5, observa-se o Ocimum gratissimum L. por

partes da planta.

Figura 5 — Ocimum gratissimum L. (A) Fruto; (B) Planta inteira; (C) Flores; (D) Flores;
(E) MNustracao.

(A):http://www.zimbabweflora.co.zw/speciesdata/image-display.php?species_id=150360&image_id=1;
(B):http://plants.usda.gov/java/largelmage?imagelD=ocgr_001_avp.tif;
(C):http://plants.usda.gov/java/largelmage?imagelD=ocgr_002_avp.tif;
(D):http://pt.wikipedia.org/wiki/Ocimum_gratissimum#mediaviewer/File:Manjericao_Ocimum_gratissim
um.JPG;

(E): Ocimum gratissimum L. (plantgenera.org)

Na Figura 6, encontram-se as estruturas quimicas de alguns constituintes
majoritarios do O. gratissimum L..

CH3

OH

HO HsC™ TCHs

(A) (B) (C) (D)

Figura 6 - Estruturas quimicas de alguns constituintes principais do O. gratissimum.
(A)Eugenol; (B) 1,8-Cineol; (C) Quercetina (D) Timol.
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No Brasil, a espécie € amplamente utilizada em todo territdrio nacional tanto
para fins culinarios quanto na medicina popular objetivando o tratamento dos mais
diversos problemas, como: afeccdes respiratorias, tosse, paralisia, nervosismo, vémitos,
tuberculose, diabetes, antisséptico bucal e antigripal (MARTINS et al., 2010).
Em doencas como de pele, reumatismo, doencgas venéreas, tumores, Ulcera do Utero,
diarreia e artrite (COUTINHO et al., 2011). Sua infusdo € utilizada no tratamento de
pneumonia, contra malaria, dor de estbmago e repelente de mosquitos (GAKUYA et al,.
2013). E usado como antisséptico pulmonar, antitussigeno e antiespasmadico
(NGASSOUM et al,. 2003). Compressas sdo realizadas para as narinas obstruidas,
febre, dores abdominais, dor nos olhos, infec¢bes de ouvido, esterilidade, convulsdes e
gargarejo para os dentes, regulacdo da menstruacdo, prolapso retal, conjuntivite e
epilepsia (MATASYOH et al., 2008). A decoccdo das folhas ou da planta toda é
utilizada como antitérmico, diaforético, problemas estomacais, laxantes e até como anti-
helmintico (MINISTERIO DA SAUDE BR, 2015).

Foi demonstrado que o vapor do 6leo de Ocimum gratissimum possui acao
antiprotozoaria. (PEREIRA; MAIA, 2007) Também ha registro de seu uso em casos de
gripe, insonia, calmante, (ALBERTASSE et al., 2010; COSTA; MAYWORM, 2011)
para frio e dor no corpo, (CUNHA; RODRIGUES; ALVES, 2012) pressdo alta,
bronquite, colesterol alto, colica menstrual, problemas digestivos, expectorante, lavar
feridas, flatuléncia, gonorreia, influenza, problemas no sistema nervoso, diarreia,
(DJEUSSI; NOUMEDEM; SEUKEP, 2013; DE MEDEIROS; LADIO;
ALBUQUERQUE, 2013) como diurético (DUARTE et al., 2005) e para doencas
associadas ao trato digestério (DUARTE et al, 2007).

Seu 06leo essencial € comumente utilizado para tratamento de muitas doencas,
infeccdes respiratdrias, diarreia, dor de cabeca, febre, problemas nos olhos, doencas de
pele, e pneumonia, potente agente antidiabético e agente antimicrobiano (NGUEFACK;
BUDDE; JAKOBSEN, 2007).

Na area na medicina veterinaria, temos estudos no controle dos carrapatos
Amblyomma sculptum, Rhipicephalus microplus e Rhipicephalus sanguineus com o
0leo essencial de Ocimum sp que exibem uma gama de atividades biologicas como
inseticida, acaricida e repeléncia de insetos (FERREIRA et al., 2019). Nesse estudo, foi
avaliada a atividade in vitro do estagio larval dos carrapatos e estabelecida a CL50 do

6leo essencial do Ocimum gratissimum, que apresentou grande atividade acaricida
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contra todas as larvas testadas na faixa de concentracdo avaliada. A atividade larvicida
foi mais pronunciada para R. microplus (FERREIRA et al., 2019).

Estudos envolvendo o controle de pulgas Ctenocephalides felis felis avaliou-se a
atividade in vitro dos 6leos de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R. M. Sm,
Cinnamomum spp, Laurus nobilis L., Mentha spicata L., Ocimum gratissimum L. E
Cymbopogon nardus (L.) Rendle contra os estagios de ovo, larva e adulto. Nesse estudo
de triagem, o Ocimum gratissimum foi o mais eficaz frente os estagios testados obtendo
CL50 mais baixas, ressaltando que o estagio de pupa de C. felis felis ndo foi avaliado
nesse estudo (DOS SANTOS et al., 2020).

2.7 A importancia da avaliagéo in vitro

Técnicas in vitro sdo frequentemente usadas nas descobertas pré-clinicas do
desenvolvimento de potenciais produtos inseticidas e/ou acaricidas (MARCHIONDO,
2013). O meétodo de bioensaio é necessario para realizar uma pré-triagem de varios
Oleos essenciais, contribuindo para a selecdo de Oleos essenciais potenciais para o
desenvolvimento de produtos para o controle de parasitos, inclusive, porque é a partir
dele que se é possivel determinar a CLso e CLgo que s&o cruciais para determinacéo das
dosagens das futuras formulacBGes assim como suas possiveis associacdes para efeitos
sinérgicos. Além disso, também ¢é utilizado para avaliacdo da eficécia e efeito residual
das formulagdes (MARCHIONDO, 2013).

Os testes in vitro, que sdo reconhecidos e utilizados no meio cientifico sdo
estudos realizados com base em protocolos padronizados e controlados em laboratdrio.
Desse modo, consequentemente, esses estudos devem possuir reprodutibilidade em
qualquer laboratério e analista (ASSUNCAO et al., 2020). As utilizacBes desses
métodos permitem que esses testes sejam realizados sem o uso direto em animais, 0 que
garante uma série de beneficios como menor tempo, custo e variabilidade
(CERQUEIRA, 2008).

Entretanto estudos in vitro possuem limitacOes e esta sujeito a diversos tipos de
interferéncias, porém, sdo de extrema importancia para estudos preliminares a fim de
direcionar futuros testes in vivo (ASSUNCAO et al., 2020).
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2.7.1 Teste de pacote de larvas (LPT)

O teste LPT (“Larval packet test”) ¢ o teste padrao pela FAO (Organizagdo das
Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura) para avaliacdo de diversos ativos
acaricidas e da resisténcia desses, frente a populac@es de carrapatos (FAO, 2004).

Em 1962, Stone e Haydock desenvolveu esse método que ainda é amplamente
utilizado, apenas com algumas modificacdes, por autores como Novato et al. (2018) e
Shakya et al. (2020).

Esse teste é realizado com papel filtro com o tamanho de 850 mm x 750 mm
impregnado com o volume de 670 pL da solugdo que ird ser analisada, diluida na
proporcdo de 1:2 de azeite extra virgem e tricloroetileno (ASSUNCAO et al., 2020). O
tempo de secagem e evaporacao do diluente no papel filtro pode variar de 2 a 24 horas
dependendo dos pesquisadores (CASTRO-JANER et al., 2009; RECK et al., 2014).
Ap0s a secagem, o papel filtro é dobrado e fechado com clipes em cada lado, dando
origem ao um pacote onde as larvas sdo colocadas. A mortalidade das larvas € analisada
apos um periodo de 24 horas, sendo consideradas vivas aquelas que apresentem
qualquer movimento minimo (ASSUNCAO et al., 2020).

O diluente utilizado no bioensaio, também deve ser o mesmo utilizado para o
controle negativo, e de acordo com a FAO (2004), se no grupo controle a mortalidade
for superior a 10%, os resultados devem ser descartados por possuir possiveis erros na
realizacdo do bioensaio. Nos testes com carrapatos, a mortalidade de 0 a 10% no grupo
controle sdo consideraveis normais, e entre 5 e 10% deve-se utilizar a formula descrita
por Abbott (1925) a partir do nimero de vivos na testemunha (T) e no tratamento (Tr),
descrita a seguir para a mortalidade corrigida:

E%=(T-Tr)/Tx100

A formula de mortalidade descrita por Chagas et al. (2002), deve ser usada
para casos com percentuais de mortalidade até 5%:

Mortalidade (%): larvas mortas x 100 / larvas totais.

Modificagdes desse teste foram realizadas por Monteiro et al. (2012) para analisar
a atividade acaricida do eugenol contra as larvas do carrapato Rhipicephalus microplus. O
tamanho do papel filtro foi alterado para 6 x 6 cm , e 0 nimero de larvas de
aproximadamente 100 unidades, impregnando o volume de 90 uL e realizando 10

repeticOes para cada grupo testado. Os grupos foram acondicionados em camara
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climatizada a 27° C e umidade de aproximadamente de 80%, sendo a mortalidade

calculada ap6s 24 horas.

2.7.2 Avaliagéo por contato para pulgas

Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando com a padronizagdo de métodos de
ensaios in vitro para avaliacdo da atividade pulicida frente a pulga C. felis felis em todos
0s estagios de desenvolvimento do ciclo (ovo, larva, pupa e adulto). Essa avaliacdo é
chamada “por contato”, pois a pulga C. felis felis em seus diversos estagios evolutivos
entra em contato direto com a superficie do papel filtro onde se adiciona o ativo a ser
avaliado. Estudos como (BATISTA et al.,, 2016), (DOS SANTOS et al, 2020),
(LAMBERT et al., 2020), (CONCEICAO et al., 2020) e (FREITAS et al., 2021)
demonstram esse método de avaliacdo para os estagios imaturos e adultos frente a pulga
C. felis felis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagéo do Estudo

Os experimentos foram realizados nas dependéncias do Laboratério de
Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV), pertencente ao
Departamento de Parasitologia Animal (DPA) do Instituto de Veterinaria (IV) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) em parceria com o Laboratério
de Quimica de Bioativos Naturais (LQBioN) - Departamento de Ciéncias

Farmacéuticas, do Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude, da mesma universidade.

3.2 Obtencao do material vegetal

O material vegetal foi adquirido através do cultivo da planta de O. gratissimum
L. de um produtor rural, localizado no CEP 26373-190, Rua Conquista - no
bairro Campo Alegre, do municipio de Queimados, estado do Rio de Janeiro, regido
Sudeste do Brasil com as respectivas coordenadas geogréficas: latitude -
22.7106685 e longitude -43.5522256. O material vegetal foi colhido durante o
Inverno no més de Agosto de 2019, cuja temperatura média geral em Queimados varia
entre 23°C e 34°C.

3.3 Obtencao 6leo essencial das folhas de Ocimum gratissimum L.

Foi realizado o beneficiamento da planta separando as folhas, flores e sementes

para adquirir somente as folhas, cuja parte € de interesse para posterior secagem. As

folhas foram secas em uma estufa com recirculacéo de ar, e temperatura entre 40 °C a

45 °C durante o periodo de 72 horas.
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Figura 7 — Processo de beneficiamento do Ocimum gratissimum L. Para obtenc¢édo do
6leo essencial. A — Planta de Ocimum gratissimum L.. B — Separacéo das folhas e
sementes. C — Acondicionamento das folhas para secagem. D — Processo de secagem
finalizado. (Arquivo Pessoal)

O oleo essencial foi extraido a partir 50 gramas de material vegetal para 500
mL de &gua destilada por hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger (adaptado) por
aproximandamente 2 horas com a temperatura de 50°C.

Com o volume recolhido da extracdo, foi realizada a particdo da agua
utilizando o solvente orgénico Cloroférmio na proporcéo de 1:2 em relagdo ao volume
da amostra. A secagem foi realizada no evaporador rotativo com a presséo de 200 mBar,
rotacdo de 72 rpm e com a temperatura do banho de 27°C. O tempo de secagem foi de

aproximadamente 40 min e o rendimento de 1,9 mL de 6leo essencial de dleo essencial.
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Figura 8 — Processo de extracdo do 6leo essencial do Ocimum gratissimum L. A —
Folhas secas e trituradas Ocimum gratissimum L.. B — Hidrodestilagdo em aparelho de
Clevenger adaptado. C — Processo de separacgdo do 6leo/agua com solvente organico. D

— Secagem do solvente orgénico no evaporador rotativo. E — Obteng&o do 6leo essencial
de Ocimum gratissimum L.. (Arquivo Pessoal)

3.4 Caracterizacdo quimica do 6leo essencial das folhas de Ocimum gratissimum L.
A andlise foi realizada Cromatografia Gasosa (CG) equipado com detector de
ionizacao por chama (FID), e um injector split / split-less para separar e detectar os
constituintes do 6leo essencial de Ocimum gratissimum L. (OEOG).
As substancias foram separadas em uma coluna capilar de silica fundida HP-
(30 m x 0,25 mm d.i., espessura do filme 0,25 m, Agilent J & W). As temperaturas do
forno, injetor e detector foram programadas conforme relatado por Adams (2007). O gas
transportador utilizado sera He (1 mL / min). O volume injetado foi de 1 pl numa razédo
de divisdo de 1:20. A percentagem dos compostos do Oleo essencial foi calculada a

partir da area relativa de cada pico analisado por GC-FID. O éleo essencial também foi
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analisado em um GC / MS QP-2010 Plus (Shimadzu, JPN). O fluxo de gés de arraste, a
coluna capilar e as condicbes de temperatura para a analise de GC / MS foram os
mesmos descritos para GC / FID e relatados por Adams (2007). As condicdes de
operacdo do espectrometro de massa foram a tenséo de ionizacdo a 70 eV e a faixa de
massa 40-400 m / z e 0,5 scan / s. O indice de retencdo de compostos foi calculado com
base na co-injecdo de amostras com uma mistura de hidrocarbonetos C8-C20, conforme
relatado por Van Den Dool e Dec. Kratz (1963). Os constituintes foram identificados
por comparagdo de seus espectros de massa com a biblioteca NIST (2008) e com
aqueles relatados por Adams (2007).

3.5 Origem dos ectoparasitas

Os experimentos seguiram os padrdes estabelecidos pela Comisséo de Etica para
0 Uso de Animais do Instituto de Veterinaria (CEUA/IV). As pulgas (CEUA / IV n°
4313110419) e os carrapatos R. sanguineus (CEUA/IV n° 4667181218) utilizados no
experimento foram obtidos nas coldnias mantidas no Laboratorio de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (LQEPV/UFRRJ).

3.6 Atividade in vitro do 6leo essencial de Ocimmum gratissimum contra formas

imaturas (ovo, larva e pupa) e adultos de Ctenocephalides felis felis

Os bioensaios foram realizados por meio de diluigcdes diretas do 6leo essencial
de Ocimum gratissimum (OEOG) tendo a acetona como diluente e controle negativo, e
como controle positivo uma solugdo de fipronil 400ug-mL™. Com isso, obteve-se 10
solucBes com concentracdes variadas para OEOG, de acordo com o estagio da pulga a
ser analisado. Fase ovo concentragdo (ug-cm?): 0,50; 1,00; 2,00; 4,00; 8,00; 12,00;
16,00; 20,00; 24,00; 30,00. Fases larva, pupa e adulto concentragdo (pg-cm™): 1,0;
3,00; 5,0; 10,00; 20,00; 30,00; 50,00; 100,00; 150,00; 200,00.

O experimento seguiu a técnica de impregnacdo de papel filtro, sendo realizado
em sextuplicata, com fitas de 10 cm? para adultos e discos de papel de filtro com 23,76
cm? para as fases imaturas. As tiras foram impregnadas com 200uL e os discos com

475ul de suas respectivas diluicdes, obtendo-se concentragdes finais para OEOG na
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faixa de 0,5 a 200 pg-ecm?. Apos impregnacdo, as fitas e os discos sdo secos a
temperatura ambiente por aproximadamente 1 hora.

Foram utilizados adultos de C. felis felis ndo alimentados obtidos na coldnia do
laboratorio. As tiras impregnadas e secas sdo inseridas em tubos de vidro contendo 10
pulgas adultas, sendo cinco machos e cinco fémeas, que sdo posteriormente lacrados
com gaze e elasticos e mantidos em camara climatizada a 28 £ 1 ° C e 75 + 10% de
umidade relativa. Avaliou-se a motilidade das pulgas, em que estas sdo consideradas
vivas ao apresentarem um minimo movimento, contabilizando o nimero médio de
pulgas adultas vivas por concentracdo no periodo de 24 e 48 horas utilizando-se

microscopio estereoscopico.

Figura 9 — Bioensaio com as pulgas adultas de Ctenocephalides felis feli.s A — Tubos
de ensaio com as tiras e pulgas adultas. B — Parte superior do tubo fechado com gaze.
(Arquivo Pessoal)

Foram utilizados ovos, pupas e larvas de C. felis felis obtidas na colénia do
laboratorio, analisando-se também a inibicdo do desenvolvimento das pulgas, todos em
sextuplicata. Os discos impregnados e secos foram inseridos em placas de petri
contendo 10 ovos, larvas ou pupas (sem dieta) de C. felis felis. Ap6s lacradas, as placas
de petri sdo mantidas em uma cadmara climatizada a 28 + 1 ° C e umidade relativa de 75
+ 10% de umidade relativa.
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Figura 10 — Bioensaio com ovos, larvas e pupas de Ctenocephalides felis felis A —
Impregnacao dos discos de papel filtro. B,C e D — Eppendorf com ovos, larvas e pupas
respectivamente. E — Placas de petri com o0s discos secos e com ovos, larvas e pupas.
(Arquivo Pessoal)

A avaliacdo da atividade ovicida, larvicida e pupicida foi realizada com base na
ecloséo dos ovos, a motilidade e a emergéncia de pulgas adultas, respectivamente. Na
avaliacdo da inibicdo do desenvolvimento, 10 ovos recém-coletados sdo incubados em
uma placa de petri juntamente com o disco impregnado e com o substrato necessario
para o desenvolvimento destes, consistindo em areia, farelo de trigo e material fecal de
pulgas adultas, avaliando-se a emergéncia de pulgas adultas. Os resultados do teste
ovicida foram avaliados ap6s 72 horas, assim como o teste de inibicdo do
desenvolvimento; enquanto o teste pupicida é avaliado apds 15 dias e o larvicida apds
24 e 48 horas.

3.7 Atividade in vitro do 6leo essencial de Ocimmum gratissimum contra formas

imaturas (larva e ninfa) e adultos de Rhipicephalus sanguineus

Os bioensaios foram realizados a partir de uma solucdo estoque do OEOG na
concentracio de 200 mg-mL™, utilizando uma mistura de azeite: tricloroetileno (2:1)
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como diluente e controle negativo. Fipronil a 400 mg-mL™ foi usado como controle
positivo para garantir a viabilidade da colonia. Dilui¢Bes diretas foram realizadas a
partir de solucdes estoque, permitindo dez solucdes em uma faixa de concentracao
variando de 13,1 a 1051,0 ug-cm™. Os testes de bioensaios foram realizados através do
pacote de larva (FAO, 2004). Os papéis de filtro no tamanho de 7,5 cm x 8,5 cm foram
impregnados com 0,67 mL da solugdo em teste. Apds a secagem e evaporacdo do
tricloroetileno foram adicionadas as respectivas quantidades de acordo com cada estagio
evolutivo: aproximadamente 100 larvas ndo alimentadas do carrapato com 21 dias de
idade, 70 ninfas e 10 adultos (5 machos e 5 fémeas) foram depositados dentro de um

envelope de papel filtro devidamente vedado com grampos.

Figura 11 — Bioensaio com larvas e ninfas de Rhipicephalus sanguineus A - Larvas e
ninfas para realizacdo do teste. B — Pacotes de larvas e ninfas ja impregnados com a
solucdo e vedados. C — Pacotes acondicionados em camara climatizada para posterior
avaliacdo. (Arquivo Pessoal)

Os pacotes foram mantidos em cadmara climatizada a 27 £ 1 °C e umidade relativa
de 80 + 10% por 24 h para posterior avaliacdo da mortalidade. O critério para avaliacao
foi a motilidade, qualquer larva, ninfa e adulto que apresentassem movimento minimo
foram considerados vivos. Os numeros médios de larvas, ninfas e adultos por
concentragdo foram avaliados no periodo de 24 horas com o auxilio de um microscépio
estereoscopico. Os testes foram realizados em triplicata para cada concentracdo e a

mortalidade foi calculada de acordo com a seguinte formula:

) ectoparasitas mortos
Porcentagem de mortalidade = - - 100
total de ectoparasitas
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3.8 Avaliacédo da eficacia e determinacgédo da CLsge a CLgo do 0leo essencial das

folhas de Ocimum gratissimum L. através da analise de probito

A eficécia foi calculada usando a formula de Abbott (1987):

Porcentagem de eficacia

n? ectoparasitascontrole — N° ectoparasitastratados

= - , 100
n? ectoparasitascontrole

A estimativa da CLsp (concentracéo letal que matou 50% da populacéo tratada) e
da CLgo (concentracdo letal que matou 90% da populacéo tratada), para a pulga C. felis
felis (ovo, larva, pupa e adultos) e para o carrapato R. sanguineus (larva, ninfa e
adultos), foram realizadas por analises de probit usando o RStudio Team (2020,
RStudio: Integrated Development Environment for R. RStudio, PBC, Boston, MA),

com significancia estatistica de 5% (P < 0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencdo, rendimento e caracterizacao quimica do 6leo essencial das folhas de

Ocimum gratissimum L.

O rendimento da extracdo foi calculado em uma relacdo de peso de material
vegetal pelo volume de 6leo recolhido na extracdo. Por isso, na extracdo que utilizamos
50 g de material vegetal e obtivemos 1,9 mL de 6leo essencial de Ocimum gratissimum
L. recolhido, calculamos o rendimento da seguinte maneira:

1,9 mL/50 g x 100 = 3,8%

Sabemos que o género Ocimum apresenta composi¢cdes quimicas muito
variadas, produzindo 6leos essenciais com composicGes diferentes. Sdo conhecidos trés
quimiotipos do O. gratissimum, sendo eles: timol, geraniol e o eugenol (FERREIRA et
al., 2019).

A analise da composicdo quimica do 6leo essencial de O. gratissimum mostrou
que os principais compostos encontrados foram Eugenol (77,7%) e Pineno (5,26%), ou
seja, possui 0 quimiotipo eugenol que é composto majoritario. Assim como o0 OEOG
relatado por FERREIRA et al., 2019, que identificou o eugenol como o composto
majoritario (74,5%), exceto pelo segundo composto encontrado cujo foi o eucaliptol
(1,8-cineol).
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Figura 12 — Cromatograma do 6leo essencial de Ocimum gratissimum L..
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4.2 Atividade in vitro do 6leo essencial de Ocimmum gratissimum contra formas

imaturas (ovo, larva e pupa) e adultos de Ctenocephalides felis felis

Tabela 1- Mortalidade (%) nas fases de larva, pupa e adulto da pulga Ctenocephalides

felis felis.
Mortalidade (%0)
Concentracao Larva Larva Pupa Adulto Adulto
(ng-em?) 24 horas 48 horas 15 dias 24 horas 48 horas
1,00 0,00 1,67 9,26 10,00 10,00
3,00 0,00 3,33 14,81 6,67 8,33
5,00 6,67 10,00 24,07 3,33 3,33
10,00 10,00 28,33 38,89 8,33 18,33
20,00 53,33 78,33 42,59 41,67 50,00
30,00 68,33 83,33 57,41 63,33 81,67
50,00 88,33 95,00 85,19 100,00 100,00
100,00 95,00 98,33 100,00 100,00 100,00
150,00 98,33 100,00 100,00 100,00 100,00
200,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Analisando os resultados apresentados, pode-se observar que o 6leo essencial de
Ocimum gratissimum L. apresentou 100% de mortalidade nas concentracGes testadas
em todos os estagios analisados de acordo com a tabela 1. Em 50 (ug-cm™) foi a menor
concentragdo que obtivemos 100% de mortalidade, essa na fase adulta. E na
concentragdo de 200 (ng-cm™) foi onde obtivemos 100% de mortalidade, tanto em 24
horas como em 48 horas, para todas as fases testadas (tabela 1). O perfil de
susceptibilidade na fase adulta, geralmente é menor, em relacédo as fases imaturas. Mas
nesse caso, observamos que os adultos foram mais susceptiveis, seguido pela pupa e
larva nas mesmas concentracdes testadas. Dos Santos et al. (2020), analisou 0 OEOG
frente as formas (ovo, larva e adulto) e obteve um perfil de susceptibilidade diferente,
no qual o estagio mais susceptivel foi o de larva, seguido do ovo e adulto. Podemos
correlacionar essas diferencas do perfil de susceptibilidade encontrado do OEOG, a
fatores como diferentes origens do material vegetal, técnicas de extracdo e condigdes de

anélises diferentes.
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Tabela 2— Mortalidade (%) na fase ovo e avaliagdo da inibicdo de crescimento da pulga
Ctenocephalides felis felis.
Mortalidade (%0)

Concentracdo (ng-cm™) Ovo (72 horas) IGR (72 horas)
0,50 12,50 0,0
1,00 6,25 28,6
2,00 27,08 36,7
4,00 29,17 87,8
8,00 37,50 95,9

12,00 50,00 98,0
16,00 79,17 100,0
20,00 85,42 100,0
24,00 91,67 100,0
30,00 100,00 100,0

Na tabela 2, observa-se que as concentracOes testadas s&o muito menores em
relacdo as da tabela 1, pois a fase ovo e avaliacdo da inibi¢do de crescimento (IGR) séo
muito mais susceptiveis que as demais (larva, pupa e adulto). Observamos que na fase
de ovo, a mortalidade de 100% s6 foi alcancada na maior concentracao testada de 30
(ng-em?). Enquanto o teste para avaliagdo da inibicdo de crescimento, a eficacia
maxima foi atingida na concentracdo de 16 (ug-cm?), ou seja, quase a metade da
concentracdo necessaria para atingir 100% de mortalidade no ovo, sendo a avaliacdo da
inibicdo de crescimento mais susceptivel que o ovo. Lambert et al. (2020), avaliou a
atividade do OE do cravo-da-india e do eugenol frente ao estagio adulto e quanto ao
IGR, os resultados corroboram com o perfil de susceptibilidade encontrado nesse

estudo, sendo o adulto menos susceptivel que a avaliacdo do IGR.
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4.3 Atividade in vitro do 6leo essencial de Ocimmum gratissimum contra formas
imaturas (larva e ninfa) e adultos de Rhipicephalus sanguineus

Tabela 3 — Mortalidade (%) nas fases de larva e ninfa e adulto do carrapato de
Rhipicephalus sanguineus.

Mortalidade (%0)

Concentracdo (ng-cm) Larva Ninfa Adulto
13,0 1,7 0 0
26,0 0,9 1,0 0
52,5 1,4 1,1 0
105,0 2,1 1,3 0

210,0 39,6 3,6 0
420,0 72,5 29,4 0
631,0 93,8 56,6 0
841,0 100,0 75,0 0
946,0 100,0 77,1 0
1051,0 100,0 80,8 0

Com os resultados apresentados na tabela 3, podemos observar que na fase de
larva atingimos 100% de mortalidade a partir da concentracdo de 841 (ug-cm™),
enquanto que na maior concentragdo de 1051 (ug-cm™?), 0 maximo atingido de
mortalidade para ninfas foi de 80,8%, engquanto que na fase adulta ndo atingimos
mortalidade na faixa de concentragio testada (13 a 1051,0 pg-cm™). Ja para os estagios
testados do carrapato R. sanguineus, o perfil de susceptibilidade que encontramos foi
larva mais susceptivel que a ninfa. Ferreira et al. (2019), analisou 0 OEOG no estagio
larval do Rhipicephalus sanguineus, Rhipicephalus microplus e Amblyomma sculptum,
0 qual o menos susceptivel foi 0 R. sanguineus seguido pelo A. sculptum e R. microplus.
Lambert, et al. (2021), testou as larvas de R. sanguineus com o 6leo essencial de cravo-
da-india e eugenol e encontrou mortalidade acima de 90% para o OE de cravo-da-india

e 0 eugenol nas concentragdes superiores a 5 e 10 mg.mL™?, respectivamente.
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4.4 Avaliacdo da eficacia e determinacdo da CLsg e a CLgo do Oleo essencial das
folhas de Ocimum gratissimum L. através da analise de probito

Tabela 4 - Andlise de probit dos dados de mortalidade obtidos a partir dos
bioensaios do 6leo essencial de Ocimum gratissimum L..

OIeo_ Fase 95% CI Slope 2 X?
essencial CLso (ug-cm?)  CLoo (ug-cm?) (SE) (p-valor)
éﬂtﬁ')m (15.8210;2;5.49) (40.7??5-'280.46) 29.046  0.98%8  1,0000
(Azlgl#)to (11.9175;7129.82) (33.14747724.57) 28.283  0.9707  1,0000
Lo (8.1;0_'51’; ) (18.2222;0??&30) 40099 09767 0.8653
3 Larva (24n) (18.0231;0264 9 48.9599:7?7.33) 28283 08131 05145
[a
st Larva (48h) (11.1173;2105. 1) (312?;18;55607 p 27538 07562 09944
gratissimum Pupa (12.7%8;6294 %) 48.22??21. 41) 22529  0.9473  0.9947
ID (1.63'_02.39) (4.12'_1303) 31.004 08235 09792
1294.89
éNinfa(Mh) (539.58‘}.328.94) (iéiég) 3207(1’2)9 0.9809  0.2281
% Larva (24h) (101.%31-'1\%32.12) (423.;122-%89.64) 2(043%3 08902 1,0000

De acordo com a tabela 4, para adultos em 24 e 48 horas, e larvas 24 e 48 horas
valores encontrados nas CLs 50 e CLs 90 ndo possuem diferenca de poténcia, visto que
a razdo das CLs é menor que 2. Nao possuir diferenca de poténcia entre as fases é
desejavel, para uma possivel formulacao futura.

Dos Santos et al. (2020), apresentou para adulto de C. felis felis em 24 horas
CLso de 5,85, em 48 horas CLso de 4,49, para ovo CLso de 1,79 e larva CLso de 1,21.
Todos os valores abaixo das CLs 50 encontradas nesse presente trabalho. Lambert et al.
(2020), observou as CLs 50 e CLs 90 para o 0leo essencial de cravo-da-india e eugenol
frente aos adultos e IGR do C. felis felis, concluindo que a poténcia do eugenol é maior
que a do cravo-da-india. Resultando nas seguintes CLs com o eugenol: adulto 24h CLso
2,40 e CLgo 8,10, adulto 48 h CLsp 1,40 e CLgo 3,70. Quanto ao IGR, CLsp 0,10 e CLgo

0,68. Todos os valores bem menores que os encontrados com o OEOG.
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Ferreira et al. (2019), encontrou a CLso de 6,2 mg.mL™ para o0 OEOG frente a
larva de R. sanuineus. E Lambert et al. (2021), avaliou a poténcia do OE de cravo-da-
india e eugenol frente as larvas do R. sanguineus. Concluindo-se em CLs 50 e 90

menores para o eugenol, CLso 1,4 e CLgo 6,4 mg.mL™.
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5. CONCLUSAO

Foi possivel realizar a obtencdo e caracterizacdo quimica do 6leo essencial das
folhas de Ocimum gratissimum L.

Foi avaliada a atividade in vitro do 6leo essencial das folhas de Ocimum
gratissimum L. em todas as fases do ciclo da pulga Ctenocephalides felis felis (ovo,
larva, pupa e adultos) e do carrapato Rhipicephalus sanguineus (larva, ninfa e adultos).

Foi possivel determinar através da analise de probito a CLsp e a CLgo do 6leo
essencial das folhas de Ocimum gratissimum L. em todas as fases do ciclo da pulga C.
felis felis (ovo, larva, pupa e adultos) e do carrapato R. sanguineus (larva, ninfa e

adultos).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Esse trabalho avaliou o potencial do 6leo essencial de Ocimum gratissimum L.
no controle de formas imaturas e adultos da pulga Ctenocephalides felis felis e do
carrapato Rhipicephalus sanguineus.

Apesar do oleo essencial de Ocimum gratissimum L. ter apresentado resultados
promissores contra as todas as fases do ciclo da pulga C. felis felis (ovo, larva, pupa e
adultos) e do carrapato R. sanguineus (larva e ninfa), desenvolver formulacbes
farmacéuticas a partir do OEOG possa ter inconvenientes. Como por exemplo, o fato de
ndo ter até 0 momento produto comercial do OEOG, sendo assim necesséria a extragao
do OE a partir do processo inicial desde o beneficiamento da planta, desse modo
ficando sujeito a varios lotes e quimiotipos diferentes ja relatados no género Ocimum
sp.

Por isso, 0 nosso grupo de pesquisa tem como foco desenvolver possiveis
formulagBes com ag¢Bes inseticidas e acaricidas, a partir do constituinte majoritario do
OEOG encontrado nesse trabalho que é o eugenol, e buscar possiveis efeitos sinérgicos
do eugenol com outros ativos, a fim de determinar CLs menores do que as relatadas

atualmente.
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