UFRRJ
INSTITUTO DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
VETERINARIAS

TESE

Bioprospeccdo de Compostos Naturais VVolateis Frente a Larvas

de Cochliomyia hominivorax

Monique Taveira Medeiros

2024



GWERSDg
@ A:o
Oz 309

UFRRJ

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA )
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

Bioprospeccao de Compostos Naturais Volateis Frente a Larvas de Cochliomyia

hominivorax

MONIQUE TAVEIRA MEDEIROS

Sob a Orientagdo da Professora
Dra. Katherina Coumendouros
e Coorientacéo do
Dr. Diefrey Ribeiro Campos

Tese submetida como requisito parcial para
obtencdo do grau de Doutora em Ciéncias, no
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Veterinarias

Seropédica, RJ
Agosto de 2024



Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Biblioteca Central / Se¢céo de Processamento Téchico

Ficha catalografica elaborada
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Mi88b

Medei ros, Mbni que, 1986-

Bi opr ospec¢do de Conpostos Naturais Vol ateis Frente
a Larvas de Cochlionyia honinivorax / Monique
Medei ros. - Seropédica, 2024.

73 f.

Ori ent ador a: Kat heri na Counendour os.

Coorientador: Diefrey Ribeiro .

Tese(Dout orado). -- Universidade Federal Rural do
Ri o de Janeiro, PPGCV, 2024.

1. 6leo essencial. 2. quinmica verde. 3. bicheira. 4.
controle. |I. Counendouros, Katherina, 1966-, orient.
Il. Ribeiro, Diefrey , 1988-, coorient. III
Uni ver si dade Federal Rural do Rio de Janeiro. PPGCV.
V. Titul o.




, _ (723 UFRR]
MINISTERIO DA EDUCACAO P

UNIVERSI DAPE FEDERAL BURAL DQ RI10O DE JANEI RQ '
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIASVETERINARIAS

UFRR)
ATA N° 6572/2024 - PPGCV (12.28.01.00.00.00.00.50)

N° do Protocolo: 23083.071741/2024-83
Seropédica-RJ, 20 de dezembro de 2024.

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

MONIQUE TAVEIRA MEDEIROS

Tese submetida como requisito parcial para a obtencdo do grau de Doutora em Ciéncias, no
Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Veterinarias.

TESE APROVADA EM 19/12/2024

(Assinado digitalmente em 20/12/2024 20:31) (Assinado digitalmente em 20/12/2024 20:07)
KATHERINA COUMENDOUROS THAIS RIBEIRO CORREIA AZEVEDO
PROFESSOR DO MAGI STERIO SUPERIOR PROFESSOR DO MAGI STERIO SUPERIOR

DeptPA (12.28.01.00.00.00.00.55) DeptPA (12.28.01.00.00.00.00.55)
Matricula: ###563#6 Matricula: ###298#9

(Assinado digitalmente em 23/12/2024 10:42)
YARA PELUSO CID
PROFESSOR DO MAGI STERIO SUPERIOR
DCFar (12.28.01.00.00.00.47)
Matricula: ###004#7

(Assinado digitalmente em 24/12/2024 08:46)
ISABELLA VILHENA FREIRE MARTINS
ASSINANTE EXTERNO
CPF: it #14. 54T -

(Assinado digitalmente em 20/12/2024 23:31) (Assinado digitalmente em 20/12/2024 15:37)
LIVIO MARTINS COSTA JUNIOR DIEFREY RIBEIRO CAMPOS
ASSINANTE EXTERNO ASSINANTE EXTERNO
CPF: #4#4.#4#4.563-## CPF: #4144 T37-##

Visualize o documento original em https://sipac.ufrrj.br/public/documentos/index.jsp informando seu nimero: 6572, ano: 2024,
tipo: ATA, data de emissdo: 20/12/2024 e o codigo de verificacdo: 3af6377c4d


https://sipac.ufrrj.br/public/jsp/autenticidade/form.jsf

H& uns anos uma pessoa me disse que eu chegaria aqui.

A ela, que acreditou, me amparou, estendeu sua mao nos meus dias mais dificeis e em
momento nenhum me deixou desistir, eu dedico este trabalho.

Minha amada tia, Maria Aparecida Taveira Pereira.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha professora e orientadora, Dr? Katherina Coumendouros, pela
oportunidade de continuar aprendendo e poder chegar até aqui.

Ao meu querido professor, Dr. Fabio Barbour Scott, eu agradeco pelo acolhimento,
pela confianca e por toda ajuda dedicada a mim durante esses anos.

Ao meu co-orientador, Dr° Diefrey Ribeiro Campos, meu amigo, eu agradeco por todos
esses anos em que segurou a minha mao. Agradeco pelo amparo, pela paciéncia, pelo tempo e
pela dedicacdo. Durante toda a trajetdria, sua ajuda e aproximacdo me fizeram admira-lo ainda
mais como profissional e como ser humano. Obrigada para sempre, meu amigo.

A minha amiga, Dr? Gabriela Ferreira de Oliveira, eu agradeco por estar ao meu lado
em mais essa etapa. Todo o aprendizado e todas as conquistas desde que comecei como sua
estagiaria no ano de 2013, me fazem olhar para trds com muito carinho e muita gratiddo por
todos 0os momentos.

Agradeco a minha amiga Jéssica D" Avilla de Assis por toda sua ajuda, companhia, e
organizacdo na col6nia de Cochliomyia hominivorax. Sou grata pelo tempo que passamos
naquela salinha e cada histéria que fizemos aquelas moscas testemunharem. Obrigada, amiga.

Agradeco ao Eduardo Fellipe Melo Santos Soares, pela competéncia e responsabilidade.

Agradeco a toda equipe do Setor de Delineamento e Analises Farmacéuticas do LQEPV,
em especial a professora Dr? Yara Peluso Cid, Thais Paes, Taynara Monsores e Silva e Mathias
Pittizer da Silva.

Agradeco a professora Dr2. Thais Ribeiro Correia Azevedo que sempre me incentivou
e dedicou o0 seu tempo para me ajudar.

Ao Bruno de Toledo Gomes eu agradeco por ter o privilégio de conviver, crescer,
evoluir e caminhar ao lado. Eu agradeco por seu amor, respeito e incentivo para realizar meus
sonhos e seguir adiante.

A minha mée, Léda Taveira Medeiros, eu agradeco por ser aminha maior incentivadora.
Sua confianca e o seu amor me fortalecem, amparam e me encorajam. Obrigada por estar ao
meu lado.

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenacgdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior- Brasil (CAPES) — Codigo de Financiamento 001, agradeco o
financiamento desta pesquisa.



Agradeco FAPUR (Fundacdo de Apoio a Pesquisa da Universidade Rural) pelo apoio
financeiro.

Ter a certeza de estar no caminho certo, no momento certo e no lugar certo. O privilégio
desse sentimento me faz agradecer todos os dias.

Agradeco aos meus mentores espirituais que me protegem e me guiaram até aqui.



BIOGRAFIA

Monique Taveira Medeiros nasceu na cidade de Barra do Pirai, RJ, no dia 26 de janeiro
de 1986, filha de Léda Taveira Medeiros e Claudio Luiz Medeiros (in memorian). Em 2006
ingressou no curso de Medicina Veterinaria da Universidade Severino Sombra - VVassouras, RJ,
onde cursou até o sétimo periodo até o ano de 2009. Em 2010, participou de processo seletivo
de transferéncia externa e ingressou no curso de Medicina Veterinaria na Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro. Durante a graduacao, estagiou no laboratorio de Imunologia da UFRRJ
em 2011, foi monitora da disciplina de Virologia Veterinaria nos anos 2012 e 2013 e estagiéria
do Laboratdrio de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria nos anos de 2013
a 2014. Graduou-se em Medicina Veterinaria em agosto de 2014. Em marco de 2015 ingressou
no Curso de P6s-Graduacdo — Residéncia em Area Profissional da Satde, Programa de
Residéncia em Medicina Veterinaria — Diagndstico em Parasitologia Animal. Em fevereiro de
2017 concluiu o Programa de Residéncia e em margo do mesmo ano ingressou no curso de Pds-
Graduacdo em Ciéncias Veterinarias da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro em nivel
de mestrado. Em fevereiro de 2019 concluiu 0 mestrado, e em mar¢o do mesmo ano foi admitida

em nivel de doutorado.



RESUMO

MEDEIROS, Monique Taveira. Bioprospeccdo de Compostos Naturais Volateis Frente a
Larvas de Cochliomyia hominivorax. 2024. 67p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias).
Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024,

O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro o potencial inseticida de 15 diferentes OESs e 0s
constituintes majoritarios anetol, carvacrol e timol frente a larvas de Cochliomyia hominivorax.
Neste estudo foram utilizadas larvas de terceiro estagio da mosca C. hominivorax mantidas em
uma colénia laboratorial. Foram avaliados a atividade inseticida dos OEs de: Citrus bergamia,
C. paradisi, Cinnamomum cassia, Copaifera reticulata, Cymbopogon flexuosus, C.
winterianus, Eugenia caryophyllus, Illicium verum, Juniperus virginiana, Lavandula hybrida,
Origanum vulgare, Pelargonium graveolans, Rosmarinus offcinalis, Salvia sclarea e Thymus
vulgaris, dos constituintes majoritarios: anetol, carvacrol e timol e o efeito associativo da
combinacdo bindria desses trés constituintes majoritarios. A avalia¢do da atividade bioldgica
foi realizada a partir do contato da L3 com o papel filtro impregnado a diferentes concentragdes
do OE. A primeira etapa foi determinar a atividade inseticida dos 15 OEs expondo a larvas a
uma faixa de concentragio que variou de 2000 — 200 pg/cm?. Para os OEs que apresentaram
percentual de mortalidade de 100% foram determinadas as concentracoes letais (CL) 50 e 90,
assim como seus constituintes majoritarios. Os dados foram tabulados e foi realizado o calculo
do percentual de mortalidade médio para os tempos de 24 e 48 horas apds a exposi¢do. Em
seguida a CLso e CLgo foram calculadas utilizando o programa RStudio Team®. Para o efeito
associativo foram associados na proporcdo de 1:1 os constituintes majoritéarios e o efeito obtido
foi calculado no programa CompuSyn versao 1.0, com o nivel de significancia estatistica de p
< 0,05 e intervalo de confianca (IC 95%). Na primeira etapa, o percentual de mortalidade foi
igual a 100% para os OEs de 1. verum, O. vulgare e T. vulgaris. Apresentaram percentual de
mortalidade variando de 30 a 60% os OEs de C. bergamia, C. paradisi, C.cassia, C. flexuosus,
E. caryophyllus e R. officinalis. Os demais apresentaram percentual de mortalidade inferior a
30%. A CLso foram de 417,9 e 559,4 pg/cm?e a Clgo foi de 913,9 e 1028,1 pg/cm? para o OE
de I. verum e o0 anetol, respectivamente, nas avaliacbes apds 48 horas. Para o OE de O. vulgare
a CLso foram de 540,9 e 253,71 pg/cm? e a CLgo foram de 1819.3 e 1193,9 1 pug/cm? para as
avaliagOes ap0s 24 e 48 horas. Para o carvacrol CLso foram de 970,5 e 931,9 pg/cm? e a CLgo
foram de 1700,2 e 1591,8 pg/cm? para as avaliacdes apds 24 e 48 horas. Para 0 OE de T. vulgaris
a CLso foram de 407,1 e 314,8 pg/cm? e a CLoo foram de 1149,4 e 589,7 pg/cm? para as
avaliacBes ap0s 24 e 48 horas. Para o timol CLso foram de 255,7 e 102,3 pg/cm? e a CLgo 1008,6
e 690,1 foram de pg/cm? para as avaliagdes apos 24 e 48 horas. Na analise do efeito associativo
das combinacBes binarias dos constituintes majoritarios, foi possivel comprovar um efeito
antagbnico do anetol com o carvacrol e o timol e um efeito sinérgico do carvacrol com o timol.
Com base nos resultados expostos, é possivel concluir que OEs podem ser uma alternativa para
o controle de larvas de C. hominivorax, especialmente, os OEs de I. verum, O. vulgare e T.
vulgaris, assim como, seus constituintes majoritarios.

Palavras-chave: 6leo essencial, quimica verde, bicheira, controle



ABSTRACT

MEDEIROS, Monique Taveira. Bioprospecting of Volatile Natural Compounds Against
Cochliomyia hominivorax Larvae. 2024. 67p. Thesis (Doctorate in Veterinary Sciences).
Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024,

The objective of this work was to evaluate the in vitro insecticidal potential of 15 different EOs
and the main constituents of anethole, carvacrol and thymol against Cochliomyia hominivorax
larvae. In this study, L3 of the C. hominivorax fly maintained in a laboratory colony were used.
The insecticidal activity of EOs of: Citrus bergamia, C. paradisi, Cinnamomum cassia,
Copaifera reticulata, Cymbopogon flexuosus, C. winterianus, Eugenia caryophyllus, Illicium
verum, Juniperus virginiana, Lavandula hybrida, Origanum vulgare, Pelargonium graveolans,
Rosmarinus offcinalis, Salvia sclarea and Thymus vulgaris and the major constituents: anethole,
carvacrol and thymol and the associative effect of the binary combination of the three major
constituents. The evaluation of biological activity was carried out by contacting L3 with filter
paper impregnated with different concentrations of EO. The first step was to determine the
insecticidal activity of the 15 EOs by exposing the larvae to a concentration range that varied
from 2000 — 200 pg/cm? For the EOs that presented a mortality rate of 100%, lethal
concentrations (LC) 50 and 90 were determined, as well as their majority constituents. The data
were tabulated, and the average mortality percentage was calculated for 24 and 48 hours after
exposure. Next, LC50 and LC90 were calculated using the RStudio Team® program and the
associative effect was calculated using the CompuSyn version 1.0 program, with a statistical
significance level of p < 0.05 and confidence interval (95% CI). In the first stage, the mortality
percentage was equal to 100% for the EOs of I. verum, O. vulgare and T. vulgaris. The EOs of
C. bergamia, C. paradisi, C. cassia, C. flexuosus, E. caryophyllus and R. officinalis presented
a mortality rate ranging from 30 to 60%. The others had a mortality rate of less than 30%. The
LCso was 417.9 and 559.4 pg/cm? and the LCgo was 913.9 and 1028.1 pg/cm? for 1. verum EO
and anethole, respectively, in the evaluations after 48 hours. For the OE of O. vulgare, the LCsxo
were 540.9 and 253.71 pg/cm? and the LCgo were 1819.3 and 1193.9 1 pg/cm? for evaluations
after 24 and 48 hours. For carvacrol, the LCso was 970.5 and 931.9 pg/cm? and the LCgo was
1700.2 and 1591.8 pg/cm? for evaluations after 24 and 48 hours. For the EO of T. vulgaris, the
LCso were 407.1 and 314.8 pg/cm? and the LCq0 were 1149.4 and 589.7 ug/cm? for evaluations
after 24 and 48 hours. For thymol, LCso were 255.7 and 102.3 pg/cm? and LCg were 1008.6
and 690.1 pg/cm? for evaluations after 24 and 48 hours. In the analysis of the associative effect
of binary combinations of the majority constituents, it was possible to prove an antagonistic
effect of anethole with carvacrol and thymol and a synergistic effect of carvacrol with thymol.
Based on the results presented, it is possible to conclude that EOs can be an alternative for the
control of C. hominivorax larvae, especially the EOs of I. verum, O. vulgare and T. vulgaris, as
well as their majority constituents.

Keywords: essential oil, green chemistry, screwworm, control
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1 INTRODUCAO

A mosca Cochliomyia hominivorax é uma mosca comumente conhecida como
“mosca da bicheira”, “mosca varejeira” ou no inglés com o termo ““SCreewworms ou new
world blowflies”. Este inseto possui um ciclo de vida holomet&bolo e suas larvas séo
biontéfagas, ou seja, sdo adaptadas a se alimentar de tecidos vivos de vertebrados,
sobretudo mamiferos. O parasitismo dessas larvas no tecido do hospedeiro causa um
quadro clinico importante chamado de miiase, que no caso desta espécie € do tipo cutanea
ulcerativa.

Possui sua distribuicdo por todo o continente americano, do sul dos Estados
Unidos, até o extremo sul da América do Sul, com excecédo do Chile. Desde a década de
90 foram gradativamente erradicadas, com a técnica do inseto estéril da América do Norte
e Central e, apesar de surtos esporadicos, ndo ocorrem nesses paises atualmente.

Sua importancia em salde se deve a propor¢ao e gravidade que suas lesées podem
tomar. Para animais de companhia e seres humanos causam lesdes extensas e dolorosas.
No entanto, 0 maior impacto devido ao parasitismo por esse diptero se d& na pecuaria,
sobretudo na criacdo de bovinos. Ja que podem causar grande mortalidade de neonatos
devido a infestacdo de umbigos mal curados. Além disso, feridas causadas por traumas,
cirurgias ou parasitismo por outros artrépodes (como por exemplo Rhipicephalus
microplus e Dermatobia hominis) podem ser porta de entrada para o acometimento
cutaneo que pode levar ao desenvolvimento de feridas extensas que levam a reducgéo da
produtividade e descarte do couro. Atualmente, estima-se que milhdes de dolares sdo
gastos por ano para o controle e prevencdo do parasitismo por larvas deste diptero.

No Brasil, 0 uso de ectoparasiticidas € a principal ferramenta para controle e
diversas classes de inseticidas ja foram descritas apresentando eficécia frente a infestacao
por larvas de C. hominivorax. Dentre elas pode-se destacar: os organofosforados,
piretroides, fenilpirazoles, lactonas macrociclicas, neonicotindides e as isoxazolinas.
Apesar de ainda eficazes, popula¢bes que expressam genes relacionados a resisténcia
parasitaria, principalmente a organofosforados e piretroides, ja estdo sendo descritos em
diversas populacGes na Ameérica, o que pode se tornar um problema futuro para o controle
das larvas desta mosca.

Além do surgimento de populacdes resistentes, uma outra preocupacao mundial é
no impacto ambiental causado pelo uso ostensivo de ectoparasiticidas nos diferentes

ecossistemas e seu impacto na satde humana e de animais.



Com base nesses dois pilares, pesquisas vém sendo desenvolvidas nos ultimos
anos na tentativa de encontrar novos produtos para serem usados em populagdes
resistentes de parasitos e que, a0 mesmo tempo, sejam menos nocivos para 0 ambiente.
Neste contexto, subprodutos vegetais, como extratos e Oleos essenciais, estdo sendo
estudados na tentativa de mitigar esses efeitos.

Oleos essenciais sdo substancias volateis, produzidas pelo metabolismo
secundario de plantas, que possuem diversas atividades biol6gicas, como: antioxidantes,
cicatrizantes, antineoplasicas, analgésicas, bactericidas, fungicida, nematodicidas,
inseticidas e acaricidas. Inicialmente seu uso foi empregado no desenvolvimento de
formas alternativas de controle de artropodes que sdo considerados problemas para o
armazenamento de gréos e, recentemente, seu uso tem sido explorado para o controle de
artropodes de importancia para salide, como mosquitos, moscas, pulgas e carrapatos.

Sdo escassos os trabalhos publicados que demonstram a acdo desses Oleos
essenciais frente a califorideos. A maior parte dos trabalhos publicados sdo frente a
espécies capazes de atuarem como causadores de miiases secundarias, cComo 0s géneros
Calliphora, Chrysomyia e Lucilia.

Por este motivo, os objetivos deste trabalho foram:

e avaliar a atividade inseticida de 15 diferentes OEs frente a larvas de
terceiro instar de C. hominivorax;

e determinar a concentracdo letal 50 e 90 dos 6leos essenciais de Illicium
verum, Origanum vulgare e Thymus vulgaris assim como de seus
constituintes majoritarios o anetol, carvacrol e timol, respectivamente
frente a larvas de terceiro instar de C. hominivorax.

e determinar o efeito associativo do anetol, carvacrol e timol frente a larvas

de terceiro instar de C. hominivorax.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Taxonomia, Morfologia e Biologia Cochliomyia hominivorax

O primeiro registro desta mosca foi em 1858 pelo médico e entomologista francés
Jean Charles Coquerrel, apds coleta de larvas em feridas da narina e do seio frontal de um
homemO detido na prisdo da Ilha do Diabo, em Caiena, na Guiana Francesa. Neste
momento o inseto recebeu 0 nome cientifico de Lucilia hominivorax (Coquerrel, 1858).
No entanto, até o ano de 1930, seu relato passou desapercebido pela comunidade
cientifica e mortes causadas por larvas de dipteros que acometiam lesGes cutaneas de
seres humanos foram atribuidas a outra espécie deste diptero, Cochliomyia macellaria.
Tal erro foi corrigido por Cushing e Patton, que notaram a diferenca a partir de
caracteristicas morfoldgicas, e denominaram a nova espécie de Cochliomyia americana.
Em seguida, foi percebido que se tratava da mesma espécie descrita por Coquerrel e esta
passou a ser denominada de Cochliomyia hominivorax (Cushing; Patton, 1933).

A classificacdo taxonémica corresponde a Dominio: Eukarya, Reino Animalia,
Filo Arthropoda Classe Insecta, Ordem Diptera, Subordem Brachycera, Familia
Calliphoridae, Subfamilia Chrysomyinae, Tribo Chrysomyini, Género Cochliomyia
(Francesconi; Lupi, 2012).

As moscas adultas podem medir de 8 a 10 mm de comprimento. Na cabeca,
apresentam olhos grandes e de coloragdo avermelhada, sendo os machos holopticos e as
fémeas dicoOpticas. Na regido de parafrontalha, possuem cerdas escuras e um par de
antenas divididas em trés segmentos: pedicelo, escalpo e flagelo. No ultimo segmento
antenal esta presente a arista, que € bipectinada, e o aparelho bucal, que € do tipo lambedor
sugador. O torax é de coloracdo metélica, onde estdo inserido trés pares de patas. Na
regido do mesonoto estdo presentes trés linhas negras longitudinais. As asas
mesotoracicas sdo bem desenvolvidas, hialinas, com basicosta com cerdas de cor preta.
Apresenta a nervura alar (M1+2) desviada abruptamente para frente, formando o cotovelo
sem fechar a célula apical. As asas metatoracias sdo pequenas e vestigiais, formando os
halteres ou balancins. O abdome também é de coloragdo metalica com poucas cerdas e
sem pilosidade prateada na parte ventral (Freitas et al., 1978).

Os ovos sdo cilindricos, brancos e brilhantes, medindo aproximadamente 1,04 mm

de comprimento e 0,26 mm de didmetro, sendo arredondados na extremidade posterior e



achatados na extremidade anterior. Sdo fixados por uma substanca gelatinosa expelida
pelo aparelho ovipositor, formando uma massa que lhes da a aparéncia de telhado
(Mastrangelo; Bezerra; Fernandes, 2014; Mastrangelo; Welch, 2012)

As formas larvares possuem um aspecto vermiforme, ou seja, sdo apodas e
acefalas. O corpo é cilindrico, com 12 segmentos corporais. A extremidade anterior é
conica e existe um alargamento progressivo para a regido posterior, a qual é truncada
obliquamente. A cuticula é recoberta por espinhos ao longo de faixas transversais do
corpo, que no final da larva possuem formato de “V”. Apresentam espiraculo circular,
com peritrema incompleto. Os estigmas respiratorios se apresentam com formato de
dedos separados. O nimero de estigmas respiratdrios é correspondente ao instar larvar.
Os troncos tragqueais sdo densamente quitinizados e se prolongam até o terceiro ou quarto
segmentos da larva. As pupas sdao em forma de barril e de cor castanha escura. Tém
aproximadamente 10,2 mm e 4,3 mm de comprimento e largura (Freitas et al., 1978;
Mendonca et al., 2014).

Esses dipteros possuem o ciclo de vida do tipo holometabolo, ou seja, apresentam
metamorfose completa. Os individuos adultos emergem do pupario a partir da expansao
do ptilineo, que rompe uma de suas extremidades. Os adultos recém emergidos abrem as
asas e permanecem proximo ao local de emergéncia durante algumas horas para sua
quitinizacdo. Estdo aptos para se reproduzir alguns dias ap6s a emergéncia do pupario.
Uma fémea realiza a cépula apenas com um macho durante toda a sua vida. Estes
individuos se alimentam de acUcares vegetais, sendo que a fémea pode se alimentar,
ocasionalmente, de exsudato da ferida de seus hospedeiros e possuir uma longevidade de
30 a 60 dias (Name et al., 2012; Rodriguez-Hidalgo et al., 2019).

Apbs a fertilizacdo, sdo atraidas pelo cheiro do exsudato de feridas de animais de
sangue quente, especialmente mamiferos, em que realizam a postura de uma massa de
ovos que possui em média 300 ovos. Em toda a sua vida, uma Unica fémea pode dar
origem a até 3000 ovos. Apesar de ndo ser 0 mais comum, também podem realizar postura
préximo a aberturas corporais que apresentem umidade suficiente para manter as larvas
viaveis (Hammack, 1984; Rubink, 1987).

Apds aproximadamente 24 horas da postura dos ovos, ocorre a eclosdo das larvas
de primeiro instar que irdo se desenvolver no material onde foi realizada a postura. Essas
larvas passam por duas ecdises, para o segundo (L2) e terceiro (L3) instar larvar
respectivamente, em um periodo de 24 horas a até 5 dias. As larvas de C. hominivorax

sdo biontofagas, ou seja, se alimentam do tecido vivo do vertebrado onde foi realizada a



postura, causando miiases primarias, podendo levar a grande leséo tecidual. O periodo de
desenvolvimento total das larvas é de cinco a quatorze dias, dependendo das condi¢fes
ambientais (Hammack, 1984; Mastrangelo; Bezerra; Fernandes, 2014; Mastrangelo;
Welch, 2012).

As L3, apos se alimentarem e terminarem o seu desenvolvimento, deixam a ferida
e procuram locais secos e protegidos para formarem as pupas. Algumas larvas penetram
no solo e tendem a pupar em pequenos buracos escavados na tentativa de fugir de
predadores e garantir a emergéncia de moscas adultas. O periodo de pupa pode durar de
cinco a 14 dias, contudo, em locais com temperaturas mais baixas, esse ciclo pode se
estender por mais tempo (Freitas et al., 1978; Hammack, 1984; Rodriguez-Hidalgo et al.,
2019).

2.2 Epidemiologia

A disseminacdo deste diptero ocorreu por meio do comércio de animais infestados
nas Américas. Atualmente, sé existem relatos de infestacdo por larvas desta mosca no
continente americano. Sua area de abrangéncia vai do sul dos Estados Unidos até a
Argentina, incluindo as ilhas do Caribe, estando presente portanto em todas as areas
subtropicais e tropicais e em todos 0s biomas que compreendem a essa area (Hall; Wall,
1995; King; Bradley, 1935).

Na década de 50, mais precisamente em 1957, foi iniciado o programa de manejo
integrado para a erradicacdo de C. hominivorax, por meio do uso da técnica do inseto
estéril (SIT — do inglés “Sterile Insect Technique”), no estado da Florida, Estados Unidos.
A completa erradicacdo no sudoeste deste pais foi conseguida no ano de 1982. O
programa foi ampliado para 0 México com a erradicacdo em 2001 e na América Central
em 2004 (Mastrangelo; Welch, 2012).

Anos apos a erradicacdo de C. hominivorax nos EUA, em 2016, novos casos de
miiases foram reportados em cervideos selvagens no arquipélago de Florida Keys. Neste
periodo, diversos novos casos foram registrados em animais selvagens e domésticos
(cdes, gatos e suinos). Contudo, foi novamente iniciado um novo programa de erradicagao
nas regides vizinhas, erradicando novamente este diptero em 2017(Skoda; Phillips;
Welch, 2018).

Na década de 1990 relatos de animais e humanos acometidos por C. hominivorax

surgiram na Libia, pais do norte do continente africano (EI-Azazy, 1990, 1992). Ndo se
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sabe ao certo como a introducédo desse inseto ocorreu, mas acredita-se tenha sido trazida
de uma area endémica pelo transporte de animais vivos para o pais. Em seguida, foi
instituido no pais medidas de erradicacdo por meio de SIT (Lindquist, Abusowa; Hall,
1992)

No contexto nacional, o Brasil apresenta registros do parasitismo por larvas deste
inseto em praticamente todos 0s seus estados, com excecdo de Alagoas (Costa-Junior et
al., 2019). Vérios fatores estdo relacionados com o aumento da prevaléncia de miiases
causadas por este diptero, dentre eles: mudancas climaticas, desmatamento constante,
aumento da producdo e concentracdo de animais em pequenas areas. Sua prevaléncia é
maior nos meses com maiores temperaturas e umidade, que coincide com o periodo de
setembro a marco (Barros; Bricarello, 2020). Desde 2013, o Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) inclui infestacdes por larvas de C. hominivorax
(Brasil, 2013)

No que diz respeito a hospedeiros, as larvas de C. hominivorax podem parasitar
qualquer vertebrado de sangue quente. Dentre as espécies domésticas, ja existem relatos
descrevendo o parasitismo em bovinos (Costa-Junior et al., 2019), caprinos (Suassuna;
Bezerra et al., 2010), ovinos (Barros et al., 2024), cdes (Cramer-Ribeiro et al., 2003;
Mufioz; Caceres; Ledn, 2020), gatos (Mendes-De-Almeida et al., 2007; Pezzi et al.,
2019), cavalos, coelhos (Jenkins, 2001) e porcos (Altuna et al., 2021; Siqueira et al.,
2020). Humanos também podem ser acometidos por larvas deste diptero, podendo muitas
vezes estar relacionado a casos de negligéncia (Batista-Da-Silva; Moya-Borja; Queiroz,
2011; Martins; Barbosa; Gama, 2021). Apesar de relatos de aves acometidas por esta
espécie, os relatos sdo escassos, com um relato de um avestruz. Portanto, para aves essas
moscas ndo parecem ter um papel importante como causador de enfermidades parasitarias
(Almeida et al., 2008).

2.3 Contexto no Conceito de “Uma S6 Saude”

2.3.1 Classificacdo das miiases

O termo miiase vem do latim: myia = moscas; ase = doenca, portanto, se refere as
enfermidades parasitarias ocasionadas pela infestagdo por larvas de dipteros em
vertebrados vivos, podendo acometer a pele, cavidades ou 0rgaos, e durante esse periodo
se alimentar de tecidos, liquidos intersticiais ou alimento ndo digerido do hospedeiro

(Francesconi; Lupi, 2012; Guimaraes; Papavero; Prado, 1982; Zumpt, 1965).



Quanto a sua localizacdo anatdmica / clinica, as miiases podem ser classificadas
em: cuténea - furuncular ou ulcerada; cavitaria - acomete boca, narinas, olhos e orelhas;
e organica - acomete cavidade de 6rgdos como estdbmago ou intestino. Quanto a ecologia
das larvas, estas podem ser consideradas biontofagas, ou seja, se alimentam de tecido
vivo do hospedeiro, e necrobiontofagas, que se alimentam de tecido em decomposicao.
Também podem ser classificados quanto a sua etiologia em: especificas (ou primarias);
semi-especificas (ou secundérias) e pseudomiiases (ou acidental). Miiases causadas por
C. hominivorax sdo do tipo especifica, cutanea ulcerativa e com larvas biontdfagas

(Guimaréaes; Papavero; Prado, 1982).

2.3.2 Miiases em animais

O parasitismo causado pelas larvas deste dipteros em animais € responsavel por
um grande impacto econdémico, devido a perda de animais e seus subprodutos (carne,
couro, leite) e ao gasto com medicages para o controle de sua infestacio. E estimado que
na América do Sul exista um impacto econémico de 3,6 bilhdes de délares devido ao seu
parasitismo (Tandonnet et al., 2023; Vargas-Teran et al., 2021), enquanto no Brasil, a
perda econdmica associado a producao de bovinos é de aproximadamente 0,3 milhdes de
dolares (Grisi et al., 2014).

As fémeas sdo atraidas pelo odor do exsudato de feridas para realizar sua postura.
Desta forma, essas moscas precisam de feridas pré-existentes para estabelecer sua
infestacdo (Torr; Hall, 1992). Por este motivo, feridas promovidas pelo parasitismo
intenso de carrapatos, como por exemplo R. microplus, ou pela expulsdo de larvas de D.
hominis podem ser atrativas (Reck et al., 2014; Ruiz-Martinez et al., 1996). Feridas
ocasionadas por brigas, acidentes ou manejo inadequado de feridas cirdrgicas também
podem favorecer a infestacdo por este diptero em animais (Cramer-Ribeiro et al., 2003;
Pezzi et al., 2019).

Na bovinocultura é onde existe maior nimero de relatos de parasitismo por larvas
desse diptero, estando a maior parte deles localizados na regido Sudeste e Centro Oeste
(Costa-Junior et al., 2019). Em bezerros, o principal local de instalagdo sdo os umbigos
mal curados, o que esta diretamente relacionado a alta mortalidade desses animais logo
apos o nascimento (Benitez Usher et al., 1997). Em animais adultos esta relacionado com

a queda de producdo, ou seja, menor ganho de peso e menor producéo de leite. Além de



causar extensas lesdes na pele dos animais, que podem resultar em depreciacao e descarte
do couro (Grisi et al., 2014).

Para animais de companhia, miiases sdo responséaveis por ocasionar feridas
ulcerativas e dolorosas, que podem se tornar de complicado manejo e tratamento. Para
alguns animais pode resultar em cirurgias mutilantes devido a extensdo das lesdes
(Cramer-Ribeiro et al., 2003; Mendes-De-Almeida et al., 2007; Pezzi et al., 2019, 2021).

2.3.3 Miiases em humanos

Para a Organizacdo Mundial da Saude, miiase é uma zoonose grave que exige
rapido tratamento apos o seu diagnoéstico. Em humanos, os casos de miiase por larvas de
C. hominivorax esta relacionado a situacdes em que existam condi¢Oes favoraveis ao
aumento de moscas, como mas condi¢cBes de higiene associado ao baixo nivel
socioecondmico. Pessoas que possuam algum grau de comprometimento motor, pacientes
com doengas cronicas e imunossuprimidos sao mais comumente acometidos (Barros;
Bricarello, 2020; Batista-Da-Silva; Moya-Borja; Queiroz, 2011).

2.3.4 Papel ecoldgico de Cochliomyia hominivorax

E importante ressaltar que, apesar do grande impacto econémico causado por C.
hominivorax na producdo animal, para animais de companhia e para o homem, este
mesmo diptero exerce importantes interacdes ecoldgicas, como parasitismo, predatismo,
comensalismo e até mesmo competicdo, j& descrita para esta mosca, possuindo papel
importante para a manutencao do ecossistema (Etchevers et al., 2022).

Adultos de C. hominivorax se alimentam de agucares vegetais, como por exemplo,
néctar de flores, sendo um importante polinizador nas regifes de sua ocorréncia (Heath,
1982; Oliveira; Rech, 2018). Somado a isso, 0 parasitismo por larvas desta mosca, devido
ao seu hébito alimentar voraz, é responsavel por ocasionar controle da populagdo de
animais selvagens. Um exemplo cléassico desse descontrole é o aumento de nimero de
cervideos no sul dos Estados Unidos ap6s a erradicagdo da mosca, ocasionando
deslocamento desses animais para areas periurbanas e aumentando o numero de acidentes
automobilisticos envolvendo esses animais (Parker et al., 2020; Skoda; Phillips; Welch,
2018).



2.4.3 Impacto ambiental do uso de inseticidas

E crescente a preocupacao global devida a contaminacio ambiental com produtos
destinados ao controle de artropodes, sejam eles utilizados na agricultura ou na medicina
veterinaria (llbeigi et al., 2024). Os efeitos crénicos da exposi¢do a estes produtos, em
altas ou baixas doses, ainda sdo incertos, apesar de sabido que sdo prejudiciais para o
ambiente, seres humanos e animais. Os inseticidas utilizados na agricultura ainda séo os
maiores responsaveis pela contaminacdo ambiental, devido a grande quantidade de
produtos que sdo utilizados para mitigar a destruicdo de lavouras (Gunnarsson et al.,
2008). Contudo, muitos ectoparasiticidas veterindrios sdo oriundos de defensivos
agricolas e, apesar de ndo existirem estudos com a real contribuicdo, ja existem diversos
trabalhos demonstrando que também desempenham importante papel na contaminacéo
do ambiente (Koschorreck; Koch; Ronnefahrt, 2002).

Apesar de, em sua grande maioria, apresentarem alta especificidade frente a
artrépodes, ainda sdo capazes de causar intoxicacfes em mamiferos. No entanto, nao
apresentam seletividade quando € pensado em é&caros e insetos de vida livre (ndo
parasitos), que apresentam importante papel ecoldgico para a manutencéo e dispersao de
diferentes formas de vida (Lumaret et al., 2012). Um exemplo cléssico é o grande risco
que populacdes de abelhas enfrentam depois do uso de inseticidas da classe dos
neonicotinoides (Blacquiére et al., 2012; Van Der Sluijs et al., 2013) e do inibidor de
crescimento de inseto piriproxifen (Chen et al., 2016; Devillers; Devillers, 2020).

A contaminacdo de colecbes de aguas devido ao uso destes inseticidas na
agricultura coloca em risco a sobrevivéncia de organismos aquéaticos (Budd et al., 2015;
Liu et al., 2024). Além disso, a mesma agua é utilizada para consumo e para a irrigacao
de alimentos que serdo destinados a alimentacdo de humanos e animais (Poudel et al.,
2020). Devido a preocupacdo com os efeitos desta contaminacédo a longo prazo, a Unido
Europeia e as agéncias regulatorias dos Estados Unidos tém aumentado a fiscalizacao e
retirado produtos com alto potencial de toxicidade do mercado, como aconteceu
recentemente com a proibicao do uso de organofosforados em paises da Europa (Chupeau
et al., 2020).

2.4 Controle



O controle de C. hominivorax é realizado na maior parte dos paises das Américas
com o uso de inseticidas. Populagdes dessa mosca foram erradicadas no final dos anos
1990 e 2000 na América do Norte e Central com o uso da técnica do inseto estéril,
contudo, nos demais paises 0 uso de antiparasitarios ainda ¢ uma realidade. Devido ao
uso indiscriminado destes produtos, populacBes resistentes desse diptero vém
aumentando, especialmente as classes de organofosforados e piretroides. Nesse contexto,
buscas por alternativas que visem diminuir a resisténcia parasitéria e reduzir os impactos
ambientais vém sendo desenvolvidas, como por exemplo, 0 uso de subprodutos vegetais

e uso de técnicas de biotecnologia no controle desses artropodes (Etchevers et al., 2022).

2.4.1 Controle quimico

Atualmente, diversas classes de antiparasitarios estdo disponiveis para o controle
de larvas de C. hominivorax. Dentre elas podemos citar: organofosforados (Assis De
Carvalho, 2007), piretrdides (Miller; Oehler; Kunz, 1983), fenilpirazoles (Lima et al.,
2004), lactonas macrociclicas (Eddi; Nari; Caracostantogolo, 2002), neonicotinoides
(Correia et al., 2010; Miranda et al., 2020) e isoxazolinas (Do Vale et al., 2023; Oliveira
etal., 2019).

Os organofosforados foram amplamente utilizados na agricultura para o controle
de pragas, até que na década de 1950 seu uso foi aplicado na medicina veterinaria para o
controle de artrépode e, para algumas moléculas especificas, também de helmintos. Essas
moléculas agem no sistema nervoso de artrépodes, atuando como inibidores irreversiveis
da enzima acetilcolinesterase, interrompendo a transmisséo do impulso nervoso e levando
0 parasito a morte (Gupta, 2006). Séo utilizados na forma de banhos de aspersdo, imersédo
ou a partir de formulagdes topicas em “spray”, aerossois ou “pour on” no tratamento de
mifases, sobretudo com indicagBes para grandes animais (Akre, 2016). E a mais antiga
classe de antiparasitarios utilizada para o controle de miiases, sobretudo em animais de
producdo, principalmente bovinos (Cortinas; Jones, 2006). No entanto, é crescente o
namero de relatos de desenvolvimento de resisténcia parasitaria a este grupo (Carvalho
et al., 2009a). Somado a isso, devido ao seu alto efeito residual e potencial toxico, esta
causando danos direto a satude (De Silva; Samarawickrema; Wickremasinghe, 2006).

Os piretroides séo os primeiros produtos sintéticos produzidos a partir de produtos
naturais. Oriundos das piretrinas, que foram originadas de extratos da planta

Chrysanthemum cinerariaefolium (Asteraceae), possuiam excelente atividade inseticida
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e foram a base para a producdo dos piretroides sintéticos (Ensley, 2018a). Com agéo
acaricida e inseticida, estdo disponiveis no mercado com indicacdo para o tratamento de
miiases nas formulagdes de concentrados emulsionaveis e “pour on” (Akre, 2016;
Anaddn; Martinez-Larrafiaga; Martinez, 2009). No controle de miiases causadas por
larvas de C. hominivorax, sdo utilizados principalmente na forma de concentrados
emulsionaveis para aspersdo ou imersdo. Usualmente s&o associados a organofosforados
na composi¢do dos produtos, para aumentar sua eficacia e mitigar a resisténcia ja
demonstrada as duas classes de ectoparasiticidas (De Carvalho et al., 2010).

O fipronil é o principal representante dos fenilpirazoles no mercado mundial
(Gupta; Anaddn, 2018). Esta presente nas formulagdes topicas (aerossol, “pour on” e
“spot on”) (Lima et al., 2004; Lopes et al., 2017), injetavel (Montes et al., 2016) e
comprimido (Dos Santos et al., 2022), No entanto, somente sua formulacdo em aerossol
possui indicacdo para o tratamento de miiases. Seu mecanismo de acéo é por bloqueio
inibitorio sobre o receptor GABA | causando paralisia e morte do artrépode (Gupta;
Anadon, 2018). Sua eficécia frente a larvas de C. hominivorax ja foi comprovada em
testes in vivo (Lima et al., 2004; Lopes et al., 2017).

As lactonas macrociclicas sdo um grupo de antiparasitarios com amplo espectro
de acdo, por possuirem eficacia contra artropodes (acaros e insetos) e helmintos
(nematoides) (Mckellar; Gokbulut, 2012). Estdo divididas em dois grandes grupos, as
avermectinas e milbemicinas (Nolan; Lok, 2012). Atuam de maneira inibitdria sobre os
receptores GABA, causando paralisia do parasito e consequentemente sua morte (Martin;
Robertson; Wolstenholme, 2002). Atualmente estdo presentes nas formulacGes tdpicas
(“spot on” e “pour on”), injetavel e oral para o tratamento de miiases. As lactonas que
possuem eficacia comprovada frente a larvas de C. hominivorax em ensaios in vivo sdo:
ivermectina (Anziani et al.,, 2000; Gealh et al., 2009; Moya-Borja et al., 1997),
doramectina (Moya-Borja et al., 1993; Muniz et al., 1995) e abamectina (Anziani;
Guglielmone; Aguirre, 1996).

Os neonicotinoides pertencem a uma classe de ectoparasiticidas que se destacam
devido a sua excelente atividade inseticida (Ensley, 2018b). Estdo presentes nas
formulagodes topicas (“spot on”) e orais (Mccoy; Broce; Dryden, 2008; Murphy; Ball;
Gross, 2009; Varloud; Fourie, 2015). Possuem mecanismo de acdo atuando como
agonistas da acetilcolina, se ligando constantemente aos receptores nicotinicos pos-
sinapticos e promovendo hiperexcitabilidade do sistema nervoso central e morte dos

insetos (Ensley, 2018b). Exemplos de neonicotinoides utilizados na medicina veterinaria
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no controle de artrépodes sdo: nitempiram, imidacloprid e dinotefuran. No entanto, no
controle de larvas de C. hominivorax, somente existem trabalhos cientificos com o
nitempiram administrado por via oral (Correia et al., 2010; Gealh et al., 2009; Han et al.,
2018).

A classe das isoxazolinas € a mais recente de ectoparasiticidas presente no
mercado mundial. Podem ser administrados por via topica (“spot on” ou “pour on”),
injetavel ou oral. Sdo potentes inibidores do sistema nervoso de artropodes, atuando
diretamente nos receptores do tipo GABA (Zhou; Hohman; Hsu, 2022). Exemplos de
moléculas pertencentes a essa classe que possuem eficacia in vivo frente a larvas de C.
hominivorax sdo: fluralaner (Da Costa et al., 2023), afoxolaner (Cutolo et al., 2021; Han
et al., 2018), sarolaner (Oliveira et al., 2019) e lotilaner (Do Vale et al., 2023).

2.4.2 Resisténcia parasitaria

A resisténcia parasitaria pode ser caracterizada como a capacidade de um
determinado parasito a sobreviver a doses terapéuticas de um antiparasitario. A
capacidade de “resistir” é herdada, pois individuos que sobrevivem a tratamentos podem
transferir essa capacidade para seus descendentes. Os genes que estdo associados a
resisténcia, normalmente, sdo raros e séo selecionados ao longo do tempo. Normalmente,
todo parasito vai desenvolver resisténcia a um produto antiparasitario a longo prazo, o
grande problema é a pressao de selecdo como tratamentos errados que aceleram esse
mecanismo, reduzindo o processo que duraria décadas para poucos anos (Nolan, 1985;
Sangster, 2001).

Diversos parasitos de interesse veterinario ja desenvolveram resisténcia
parasitaria a diferentes classes de antiparasitarios: nematoides (Fleming et al., 2006;
Scott; Bishop; Pomroy, 2015), carrapatos (Guerrero; Lovis; Martins, 2012; KUMAR,
2019), pulgas (Rust, 2016), mosquitos (Hardy, 2020; Liu, 2015) e moscas (Acevedo;
Zapater; Toloza, 2009; Li; Lohmeyer; Miller, 2009; Reissert-Oppermann et al., 2019)

Atualmente, sdo conhecidos trés mecanismos adaptativos de insetos para o
desenvolvimento de resisténcia aos inseticidas, que seriam (Hemingway, 2000;
Hemingway et al., 2004):

1. capacidade de reduzir a penetracdo do inseticida através da cuticula;

2. aumento da expressdo/producdo de enzimas de detoxificacdo de toxinas; e

3. reducéo na sensibilidade do receptor no sistema nervoso.
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Aumento na producdo de enzimas de detoxificacdo € o mecanismo mais eficiente
e que é mais comumente utilizado por insetos resistentes, fazendo com que as
concentragOes de inseticidas rapidamente se reduzam no corpo do artropode. Dentre essas
enzimas, as esterases estdo relacionadas a este processo e ja foram identificadas em
diversas ordens de insetos que apresentam resisténcia, sobretudo a organofosforados
(Oakeshott et al., 2005). Para C. hominivorax, ja foram identificadas mutagcdo nos genes
responsaveis pela producdo de carboxiesterases E3, responsavel pela detoxificacdo de
piretroides e organofosforados (Carvalho et al., 2009; de Carvalho et al., 2010).

Na tentativa de reduzir a selecdo desses insetos, & recomendado o manejo
integrado com o controle quimico de, por exemplo, técnicas de biotecnologia, uso de
produtos naturais ou controle bioldgicos (Sangster, 2001).

2.5 Uso de Subprodutos Vegetais no Controle de Artropode de Importancia em

Salde

Atualmente, 0 uso de inseticidas e acaricidas para promover o controle de
artropodes que causam problemas na agricultura ou veterindria tem favorecido a
contaminagdo de recursos com seus residuos. A maior parte das pesquisas publicadas
atualmente aponta para os efeitos agudos da exposicao destes produtos, no entanto, pouco
se sabe sobre a exposic¢do crénica (Lopes; Albuquergue, 2018).

Na tentativa de tornar o planeta um ambiente sustentavel, surgiu o conceito de
quimica verde, que é definido como um ramo da ciéncia que busca alternativas para
reduzir a degradagéo do ambiente. Uma das formas desta modalidade atingir seu objetivo
é no estimulo a pesquisa de produtos que sejam menos toxicos e danosos ao meio
ambiente e a salde de homens e animais (Li; Anastas, 2012).

Plantas e seus subprodutos sdo utilizados hd muitos anos para o tratamento de
enfermidades em humanos e animais. Algumas destas propriedades ja sdo conhecidas e
comprovadas cientificamente, enquanto outras estdo firmadas apenas na crenga e
sabedoria popular. Neste contexto, temos o surgimento da etnoveterinaria, que é a ciéncia
que estuda a aplicagdo de conhecimentos populares sobre plantas medicinais no
tratamento de enfermidades em animais (Gongalves; Barberini; Furtado, 2022). Nos
ultimos anos tém aumentado a pesquisa para comprovacao da capacidade terapéutica de

plantas e seus subprodutos em diversas areas de conhecimento. No que diz respeito ao
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controle parasitario, seria uma opc¢ao que iria agredir menos o ambiente e ser uma futura
alternativa para populacdes resistentes de parasitos (Strbac et al., 2023).

Dentro dos subprodutos vegetais que atualmente apresentam aplicabilidade no
controle de artrépodes de importancia para animais, podemos destacar 0s extratos
vegetais e 0s 6leos essenciais (Antonio et al., 2015; Ritter et al., 2012).

Extratos vegetais podem ser definidos como um grupo de substancias extraidas de
uma planta, ou parte dela, com o auxilio de um liquido extrator. O liquido utilizado pode
variar de acordo com a sua polaridade e dependendo do tipo de substéncia que se quer
extrair (Sofowora, 1996). Para artropodes de importancia para animais o uso de extratos
vegetais ja demonstrou ser eficaz frente a individuos das ordens Ixodida (Gardulf;
Wohlfart; Gustafson, 2004; Politi et al., 2012), Phthiraptera (Bagavan et al., 2011; Cestari
et al., 2004), Siphonaptera (Banuls et al., 2023; Ribeiro et al., 2008), Hemiptera (Coelho;
Paula; Espindola, 2006) e Diptera (Ridha et al., 2024; Tian et al., 2024).

Os 06leos essenciais, também conhecidos como 6leos voléateis, sdo uma mistura de
substancias que possuem complexidade variavel. S&o lipossoliveis, sdo liquidos,
incolores, em temperatura ambiente podem ser volateis, e em sua maioria possuem
densidade menor do que a da agua (Sell, 2020). Diversas classes quimicas podem fazer
parte da composicdo de 6leos essenciais (alcoois, ésteres, cetonas, lactonas), no entanto,
duas estdo presentes em maior propor¢cdo na sua COMpOoSi¢ao: 0s terpenos e 0s
fenilpropanoides (Manion; Widder, 2017). Terpenos sdo compostos organicos formados
por uma ou duas cadeias isoprénicas (C5). Podem ser classificados como monoterpenos
quando apresentam duas unidades isoprénicas (C10) ou sesquiterpenos quando
apresentam trés unidades isoprénicas (C15). Ja os fenilpropanoides sdo originados a partir
da juncao do aminoacido fenilalanina e uma cadeia radical de trés carbonos (Hanif et al.,
2019).

Essas substancias apresentam diferentes atividades bioldgicas e aplicaces dentro
da medicina e da veterinaria, como: antioxidantes, quimioterapicos, bactericidas,
fungicidas, anti-inflamatdrios, inseticidas, acaricidas e repelente de artropodes (Hanif et
al., 2019; Manion; Widder, 2017; Sell, 2020).

Pesquisas para o uso de Gleos essenciais no controle de artrépodes como uma
possivel substituicdo ou reducdo consideravel no uso de inseticidas / acaricidas sintéticos
vém crescendo em todo mundo (Benelli; Pavela, 2018; Ellse; Wall, 2014; Tavares et al.,
2018). Isso ocorre principalmente devido ao fato de serem produtos biodegradaveis e

permanecerem menos tempo contaminando ambientes (Ferraz et al., 2022).
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Apesar do mecanismo de acdo dos Oleos essenciais ndo serem completamente
elucidados, podem atuar causando danos variados em diferentes sitios dos artropodes,
como por exemplo, inibicdo do citocromo P450, dos receptores GABA, inibicdo da
acetilcolinesterase (AchE) e modulacdo do sistema octopaminérgico (Benelli; Pavela,
2018; Chaaban et al., 2017).

Na medicina veterinaria, para o controle de artropodes, 6leos essenciais tém se
demonstrado possuir atividade inseticida e acaricida em testes in vitro frente a diferentes
grupos de ectoparasitos (Benelli; Pavela, 2018). No entanto, o baixo efeito residual desses
compostos pode limitar seu uso para o controle de forma preventiva para infestacdes
(Ellse; Wall, 2014). Apesar disso, pesquisas para o desenvolvimento de formulagdes que
usam Oleos essenciais ou seus constituintes isolados para controle de ectoparasitos de
animais tém sido desenvolvidas para corrigir suas limitac@es, no entanto, tudo em caréater
in vitro (Oliveira et al., 2022; Tadee et al., 2024).

2.6 Oleos essenciais no Controle de Califorideos

O uso de 0leos essenciais tem demonstrado ser promissor no controle de diversos
dipteros de importancia em salde. A maioria dos trabalhos publicados na literatura
mundial é utilizando esses subprodutos vegetais contra insetos da subordem Nematocera
sendo a familia Culicidae, com os géneros Aedes, Anopheles e Culex sendo os mais
relatados (Hillary; Ceasar; Ignacimuthu, 2024; Kaushik et al., 2023; Mishra, 2024).

Dentre os dipteros pertencentes a subordem Brachycera, 0 maior nimero de
trabalhos publicados com o uso de Oleos essenciais é frente a parasitos da familia
Muscidae, principalmente para a espécie Musca domestica (Cook, 2020; Pavela, 2008).
Dentre os califorideos, foi possivel identificar que 37 Gleos essenciais ja foram avaliados
até o momento frente a larvas de diferentes géneros e espécies desta familia (Tabela 1).
Existem relatos de dois 6leos essenciais, Cymbopogons winterianus e Baccharis
dracunculifolia frente a larvas de C. hominivorax (Bricarello et al., 2021a; Seugling et
al., 2019). Na literatura pesquisada ndo foram encontrados trabalhos demonstrando a

atividade do anetol, carvacrol e timol frente a califorideos.
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Quadro 1. Lista de plantas que demonstraram atividade inseticida do seu dleo essencial testado in vitro frente a larvas de diferentes espécies da
familia Calliphoridae. (continua)

Planta Familia Calliphoridae A
L - . Referéncia
Especie Familia Espeécie
Aloysia citrodora Verbenaceae Calliphora vomitoria (Farina et al., 2021)
Bursera graveolens Burseraceae C. vomitoria (Farina et al., 2021)
Lippia sidoides Verbenaceae Chrysomya megacephala (Santos et al., 2023)
Allium sativum Amar;/‘lalldace C. vomitoria (Bedini et al., 2020)
Artemisia annua Asteraceae C. vomitoria (Bedini et al., 2017)
Artemisia dracunculus Asteraceae C. vomitoria (Bedini et al., 2017)

C. hominivorax e C.

Baccharis dracunculifolia ~ Asteraceae (Chaaban et al., 2018; Seugling et al., 2019)

macellaria
Chrysopogon zizanioides Poaceae Lucilia sericata (Khater et al., 2018)
Cinnamomum camphora Lauraceae L. sericata (Khater et al., 2018)
Cinnamomum zeylanicum  Lauraceae Chrysomya albiceps (Khater et al., 2018; Mikhaiel; Amin, 2013)
Citrus hustrix Rutaceae C. megacsrl)_f?gljg,r%aruflfac|es (Suwannayod et al., 2018)
Clinopodium nubigenum  Lamiaceae L. sericata (Bedini et al., 2019)
Curcuma longa Zingiberaceae L. cuprina (Chaaban et al., 2019a)
Cymbopogon citrates Poaceae C. megaceL;.)IliIE)ar,igé putoria e (Zeneida et al., 2015)
Cymbopogon winterianus Poaceae C. hominivorax (Bricarello et al., 2021a, 2021b)
Lactuca sativa Asteraceae L. sericata (Khater et al., 2011)
Lantana camara Verbenaceae C. megacephala (Maddheshiya; Singh, 2022; Rahul; Deep Mala; Krishna Pal, 2020)
Laurus nobilis Lauraceae C. vomitoria (Maddheshiya; Singh, 2022; Rahul; Deep Mala; Krishna Pal, 2020)
Lavandula angustifolia Lamiaceae L. sericata (Bedini et al., 2019; Khater et al., 2018b; Santos et al., 2023; Shalaby et al., 2016)
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https://www.mdpi.com/search?q=Aloysia+citrodora
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=bb027c1cf1d86ff2&sxsrf=ADLYWIJz8KMhqDgpEvuHqPpohAi2o_OZkw:1716562014477&q=Verbenaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MEouqCx4xGjCLfDyxz1hKe1Ja05eY1Tl4grOyC93zSvJLKkUEudig7J4pbi5ELp4FrFyh6UWJaXmJSanJqYCANsBqnVSAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj4he7ow6aGAxX2mJUCHUnLAJ0QzIcDKAB6BAgrEAE
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=bb027c1cf1d86ff2&sxsrf=ADLYWIJ8WqWVnv8_cBYaPy-w0Fxaf9kOOw:1716561606999&q=Asteraceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVmLXz9U3yDEtesRoxC3w8sc9YSnNSWtOXmNU5uIKzsgvd80rySypFBLlYoOyuKU4uWB6eBaxcjkWl6QWJSanJqYCAKn_139NAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjA08emwqaGAxVPs5UCHZtyCU8QzIcDKAB6BAgiEAE
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=bb027c1cf1d86ff2&sxsrf=ADLYWIJ8WqWVnv8_cBYaPy-w0Fxaf9kOOw:1716561606999&q=Asteraceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVmLXz9U3yDEtesRoxC3w8sc9YSnNSWtOXmNU5uIKzsgvd80rySypFBLlYoOyuKU4uWB6eBaxcjkWl6QWJSanJqYCAKn_139NAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjA08emwqaGAxVPs5UCHZtyCU8QzIcDKAB6BAgiEAE
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=bb027c1cf1d86ff2&sxsrf=ADLYWIJ74Eq9h9trQCt8nnfmFqudA1mSWg:1716561633201&q=Lauraceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MMxOL7F8xGjCLfDyxz1hKe1Ja05eY1Tl4grOyC93zSvJLKkUEudig7J4pbi5ELp4FrFy-iSWFiUmpyamAgB3qftJUAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwje44azwqaGAxUnpZUCHfQDCVkQzIcDKAB6BAgjEAE
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=bb027c1cf1d86ff2&sxsrf=ADLYWIJ8VlEIHAqm3j-rtj3O2zpECqqLJw:1716561933779&q=Asteraceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVmLXz9U3yDEtesRoxC3w8sc9YSnNSWtOXmNU5uIKzsgvd80rySypFBLlYoOyuKU4uWB6eBaxcjkWl6QWJSanJqYCAKn_139NAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi_wrDCw6aGAxUmrJUCHYUcDZ0QzIcDKAB6BAgwEAE
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=bb027c1cf1d86ff2&sxsrf=ADLYWIKSOGgX_ABqag-j2etDtOZZpWPMAQ:1716561715668&q=Verbenaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MEouqCx4xGjCLfDyxz1hKe1Ja05eY1Tl4grOyC93zSvJLKkUEudig7J4pbi5ELp4FrFyh6UWJaXmJSanJqYCANsBqnVSAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj7m7DawqaGAxWpl5UCHQPaBiEQzIcDKAB6BAgmEAE
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=bb027c1cf1d86ff2&sxsrf=ADLYWIKWj2RgUa23HlSM8NtBD105_RfQ-Q:1716561885061&q=Lauraceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MMxOL7F8xGjCLfDyxz1hKe1Ja05eY1Tl4grOyC93zSvJLKkUEudig7J4pbi5ELp4FrFy-iSWFiUmpyamAgB3qftJUAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwitlpOrw6aGAxVbr5UCHR6nBDsQzIcDKAB6BAgpEAE
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=bb027c1cf1d86ff2&sxsrf=ADLYWIKzl7WmZgfUDhiuHQWqGboaJz4qLg:1716561643648&q=Lamiaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLQz9U3MMnKMX_EaMwt8PLHPWEprUlrTl5jVOHiCs7IL3fNK8ksqRQS42KDsnikuLjgmngWsXL6JOZmJianJqYCAKRCBPVOAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiFvYS4wqaGAxXhr5UCHfr8B5YQzIcDKAB6BAgmEAE

Quadro 1. Continuacao.

Lavandula dentata Lamiaceae C. albiceps (Khater et al., 2011)_
Matricaria chamomilla Asteraceae L. sericata (Khater et al., 2011)
Mentha longifolia Lamiaceae L. cuprina (Khater, 2021)
Myristica fragrans Myristicaceae C. albiceps (Cossetin et al., 2021)
Origanum majorana Lamiaceae C. albiceps (Mikhaiel; Amin, 2013)
Origanum vulgare Lamiaceae C. vomitoria (Bedini et al., 2021)
Pelargonium graveolens Geraniaceae L. cuprina (Saraiva et al., 2020)
Peumus boldus Monimiaceae C. megacephala (Viana et al., 2020)
Pimpinella anisum Apiaceae L. sericata (Khater et al., 2011)
Piper gaudichaudianum Piperaceae L. cuprina (Chaaban et al., 2018)
Piper nigrum Piperaceae C. vomitoria (Farina et al., 2022)
Rosmarinus officinalis Lamiaceae C. V;Tigg{;a’ L. (Bedini et al., 2020; Khater, 2021)
Salvia officinalis Lamiaceae C. vomitoria (Bedini et al., 2020)
Simmondsia chinensis Simmondsiaceae C. albiceps (Mikhaiel; Amin, 2013)
Syzygium aromaticum Myrtaceae C. albiceps e L. cuprina (Khater, 2021; Mikhaiel; Amin, 2013)
Tagetes minuta Asteraceae < ma::(lzjeglr?r:;a eL. (Chaaban et al., 2017, 2019b)
Thymus vulgaris Lamiaceae C. albiceps (Mikhaiel; Amin, 2013)
Zingiber officinale Zingiberaceae C. albiceps (Mikhaiel; Amin, 2013)
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https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=bb027c1cf1d86ff2&sxsrf=ADLYWIJLXK6M7PCIQF3RBrTKR6y0qU6TXQ:1716561943429&q=Asteraceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVmLXz9U3yDEtesRoxC3w8sc9YSnNSWtOXmNU5uIKzsgvd80rySypFBLlYoOyuKU4uWB6eBaxcjkWl6QWJSanJqYCAKn_139NAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwih2v3Gw6aGAxVwr5UCHUNpBl4QzIcDKAB6BAgsEAE
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=bb027c1cf1d86ff2&sxsrf=ADLYWIIWrTTm3xVcGv1f0qEsSM8oWWRjwA:1716561705424&q=Lamiaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLQz9U3MMnKMX_EaMwt8PLHPWEprUlrTl5jVOHiCs7IL3fNK8ksqRQS42KDsnikuLjgmngWsXL6JOZmJianJqYCAKRCBPVOAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjJ-77VwqaGAxWxu5UCHV4wD2YQzIcDKAB6BAgrEAE
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=bb027c1cf1d86ff2&sxsrf=ADLYWIIEDs1ZuKjDxVrvDsSlNSEVFBCUNg:1716562071539&q=Myristicaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MK_MtUh_xGjCLfDyxz1hKe1Ja05eY1Tl4grOyC93zSvJLKkUEudig7J4pbi5ELp4FrHy-lYWZRaXZCYnJqcmpgIAZSNWlFQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiS44iExKaGAxWSrpUCHR3FB6IQzIcDKAB6BAgjEAE
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=bb027c1cf1d86ff2&sxsrf=ADLYWIKQbJBTfuoxn2yySvJqzyW1orz7eQ:1716561827353&q=Geraniaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MMwxyyl-xGjCLfDyxz1hKe1Ja05eY1Tl4grOyC93zSvJLKkUEudig7J4pbi5ELp4FrFyu6cWJeZlJianJqYCAJ9OaNdSAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjH-9CPw6aGAxU_rZUCHStiB6AQzIcDKAB6BAgkEAE
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=bb027c1cf1d86ff2&sxsrf=ADLYWIKm5c04LB76HuG_hlh6WBuIWxvQ0Q:1716561676454&q=Monimiaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MEmpzMp5xGjCLfDyxz1hKe1Ja05eY1Tl4grOyC93zSvJLKkUEudig7J4pbi5ELp4FrFy--bnZeZmJianJqYCANwhi1pSAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjK3tbHwqaGAxVSrpUCHXLNAR8QzIcDKAB6BAgsEAE
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=bb027c1cf1d86ff2&sxsrf=ADLYWIImYCBomDCmLQFKBVZRmfPpeTb-5Q:1716561953562&q=Apiaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVmLXz9U3yDEzf8RoxC3w8sc9YSnNSWtOXmNU5uIKzsgvd80rySypFBLlYoOyuKU4uWB6eBaxcjgWZCYmpyamAgDOwXcfSwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjVi-jLw6aGAxUdrJUCHe2mDGEQzIcDKAB6BAgsEAE
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=bb027c1cf1d86ff2&sxsrf=ADLYWIKeEeldIk1_5qS8zcLB8-8lvI-zJQ:1716561752345&q=Lamiaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLQz9U3MMnKMX_EaMwt8PLHPWEprUlrTl5jVOHiCs7IL3fNK8ksqRQS42KDsnikuLjgmngWsXL6JOZmJianJqYCAKRCBPVOAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi68O7rwqaGAxUKppUCHcWvAHMQzIcDKAB6BAgmEAE
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=bb027c1cf1d86ff2&sxsrf=ADLYWIJwVxvCYqvbQmP-DLSFKPog62frwg:1716561768732&q=Lamiaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLQz9U3MMnKMX_EaMwt8PLHPWEprUlrTl5jVOHiCs7IL3fNK8ksqRQS42KDsnikuLjgmngWsXL6JOZmJianJqYCAKRCBPVOAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj_9dbzwqaGAxVLs5UCHb5qAFoQzIcDKAB6BAgmEAE
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=bb027c1cf1d86ff2&sxsrf=ADLYWILXGTSBC-4c6Ys5v273p-NKFppqFA:1716561696757&q=Myrtaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MMxLskx_xGjCLfDyxz1hKe1Ja05eY1Tl4grOyC93zSvJLKkUEudig7J4pbi5ELp4FrFy-lYWlSQmpyamAgBsfVRUUAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiG8q3RwqaGAxWUqJUCHWcrD_IQzIcDKAB6BAgqEAE
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=bb027c1cf1d86ff2&sxsrf=ADLYWIKaeocr4OXhivwvW2gHcg9Zu55uwA:1716561593968&q=Asteraceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVmLXz9U3yDEtesRoxC3w8sc9YSnNSWtOXmNU5uIKzsgvd80rySypFBLlYoOyuKU4uWB6eBaxcjkWl6QWJSanJqYCAKn_139NAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiRnKygwqaGAxWsqJUCHc3WCjEQzIcDKAB6BAgrEAE

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem do Material Biologico

As larvas de terceiro instar de C. hominivorax em sua fase de pré-pupa foram
oriundas da colonia laboratorial mantida nas dependéncias do Laboratorio de
Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV), Departamento de
Parasitologia Animal (DPA), Instituto de Veterinaria (IV) da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (UFRRJ). Com aprovacdo na Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/IV/UFRRJ) com numero de protocolo 8634020223.

Para a realizacao dos testes in vitro, aproximadamente 5 + 2 dias antes do desafio,
as moscas adultas eram estimuladas para a oviposic¢éo, disponibilizando dentro da gaiola
de adultos um meio de postura que consistia em 20 g de carne moida bovina, 10 mL de
sangue bovino e uma tira de papel filtro Whatmann n° 1 dispostos em placa de petri (90
x 15 mm). O meio larval permanecia nas gaiolas por um periodo de 8 a 12 horas até a
recuperacdo das posturas.

Ap0s esse periodo, as massas de ovos eram retiradas das gaiolas e incubadas em
meio larval descrito por (Mastrangelo; Bezerra; Fernandes, (2014), em que se
acompanhava o desenvolvimento diariamente, por um periodo de cinco a sete dias, até
que as larvas atingissem o terceiro instar e deixassem o meio larval para pupar. Durante
esse tempo, adicionava-se diariamente meio larval, a fim de garantir que as larvas se

desenvolvessem em todos os estagios larvais para os testes in vitro.

3.2 Obtencéo dos Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais (OEs) utilizados no presente estudo foram adquiridos
comercialmente e os dados referentes & descricdo das espécies, parte das plantas e
empresa de onde foram adquiridos estdo descritos na Tabela 2.

O armazenamento dos OEs foi feito mantendo-os em frascos de vidro com
coloracdo &mbar, protegidos com batoque e tampa de rosca e acondicionados em freezer
em temperatura de — 20 °C, a fim de retardar a degradacdo dos compostos quimicos

presentes nos mesmos.
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Quadro 2 Lista das principais informac6es acerca dos 0leos essenciais utilizados no
estudo.

Nome Cientifico Nome Popular Parte da Planta Empresa
Salvia sclarea Sélvia Flores e folhas
Citrus bergamia Bergamota Casca do fruto
Citrus paradisi Grapefruit Casca do fruto
Juniperus virginiana Cedro Madeira
Rosmarinus officinalis Alecrim Flores e folhas .
- . , ViaAroma, Porto
Copaifera reticulata Copaiba Folhas Alegre, RS
Lavandula hybrida grosso Lavandin Flores '
[llicium verum Anis Estrelado Frutos
Pelargonium roseum Geranio Rosa Flores
Cymbopogon winterianus Citronela Grama
Cymbopogon flexuosus Capim-liméo Grama
Thymus vulgaris Tomilho Branco Folhas e flores Ferquima
Origanum vulgare Orégano Folhas Industria e
Eugenia caryophyllus Cravo Botbes Comércio Ltda.,
Cinnamomum cassia Canela Folhas, casca e talo Sé&o Paulo, Brasil

A caracterizacdo quimica dos OEs foi realizada por cromatografia gasosa (CG) no
Laboratorio de Plantas Aromaticas e Medicinais da UFRRJ (LABPAM / UFRRJ),
equipado com detector por ionizacdo de chama (FID) e injector split / split-less,
idealizado para separar e detectar os constituintes dos OEs avaliados neste estudo.

Os constituintes presentes na composic¢ao quimica de cada OE foram separados
em uma coluna capilar de silica fundida HP- (30 m x 0,25 mm d.i., espessura do filme
0,25 m, Agilent J & W); as temperaturas do forno, injetor e detector foram programadas
conforme descrito por Adams (2007); o géas carreador foi o He (1 mL / min); o volume
injetado foi de de 1 pL 1:20.

A percentagem dos compostos de cada um deles foi calculada a partir da area
relativa de cada pico analisado por CG/FID. Os OEs também foram analisados em um
CG/MS QP-2010 Plus (Shimadzu, JPN). O fluxo de gas de arraste, a coluna capilar e as
condigBes de temperatura para a anélise de GC/MS foram os mesmos descritos para
GC/FID (ADAM et al., 2007). As condicdes de operacdo do espectrémetro de massa
foram a tensdo de ionizacdo a 70 eV e a faixa de massa 40-400 m/z e 0,5scan/s. O
indice de retencdo de compostos foi calculado com base na co-injecdo de amostras com
uma mistura de hidrocarbonetos C8-C20 (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963). Os
constituintes foram identificados por comparagdo de seus espectros de massa com a
biblioteca NIST (2008) e com aqueles relatados por (Adam et al., 2007).

Os constituintes majoritarios utilizados neste estudo foram: trans-anetol (codigo
de referéncia: W208604), carvacrol 98% (codigo de referéncia: W224502) e timol 98,5%
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(codigo de referéncia: T0501), obtidos da Sigma-Aldrich® e mantido em frascos de vidro
ambar, protegidos com batoque e tampa de rosca, e acondicionados em geladeira em
temperatura de 4°C de acordo com as orientac¢des do fabricante.

3.4 Delineamento Experimental

O delineamento experimental deste estudo foi dividido em duas etapas distintas:
a primeira foi a determinacdo da atividade inseticida; e a segunda, para 0s que
apresentassem mais do que 90% de mortalidade, a determinacéo da CLsge CLgo para 0s

OEs e seus constituintes majoritarios.

3.4.1 Teste de determinacao da atividade inseticida

Nesta etapa foram utilizados quinze OEs que estdo descritos na Quadro 2. Essa
etapa foi realizada como teste de preliminar “screening” para determinar quais OEs teriam
atividade larvicida. A faixa de concentracdo utilizada foi a padréo nos ensaios para testes
in vitro com larvas de terceiro instar de C. hominivorax do LQEPV/UFRRJ (descritas no
item 3.5). Todos os testes foram realizados em seis repeticGes, com controle negativo,
placebo e controle positivo. Em cada repeti¢cdo foram incubadas dez larvas de terceiro
instar de C. hominivorax, totalizando 60 larvas para cada grupo.

3.4.2 Determinacao das concentracdes letais 50 e 90.

Nesta etapa foram selecionados os trés OEs que demonstraram o maior potencial
inseticida, ou seja, apresentaram 100% de mortalidade em uma ou mais concentracoes
avaliadas na primeira etapa. Conjuntamente, foram selecionados 0s seus constituintes
majoritarios. Foram realizados testes in vitro com o ajuste da faixa de concentracéo para

determinacéo da concentracéo letal (CL) 50 e CL90 pela anélise de Probit.

3.4.3 Avaliacao do Efeito Associativo do Anetol, Carvacrol e Timol

Para a determinacdo do efeito associativo (sinergismo, adi¢do ou antagonismo)
foram escolhidas as concentragdes de 500, 1000 e 5000 pg/mL que corresponderam as

concentragdes de 10, 20 e 100 pg/cm? ap6s a impregnacdo. As concentragdes foram
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escolhidas pois foram inferiores a menor concentracdo letal 50 encontrada para os
constituintes majoritarios e as associagdes foram realizadas na propor¢éo de 1:1.

O teste para determinacéo do percentual de mortalidade foi semelhante ao descrito
acima, apos a impregnacao do papel filtro com as diferentes concentracdes foi esperado
um periodo de 1 hora para evaporagdo da acetona, em seguida eram expostas 10 larvas
de terceiro instar de C. hominivorax e o material incubado em camara climatizadas a uma
temperatura de 28 £ 1 °C e umidade relativa de 75 = 10% por um periodo de 24 e 48
horas. Essa avaliacao foi realizada em dez repeticdes e em dois dias distintos, totalizando

20 repeticdes no total, ou seja, 200 individuos desafiados.

3.5 Preparo das Diluigdes

Para o preparo das diferentes concentracbes dos OEs, o diluente escolhido foi a
acetona pura para analise (99,5%). No preparo das concentragdes do teste de “screening”
foi realizada uma diluicdo direta utilizando as concentrag¢des de 100.000; 75.000; 50.000;
25.000 e 10.000 ug/mL que ap0Os a impregnacdo corresponderam, respectivamente, as
concentragdes de 2.000; 1.500; 1.000; 500 e 200 pg/cm?.

Para os testes definitivos, dos OEs, foi efetuada a diluicdo direta também em
acetona a partir dos OEs e constituintes majoritarios selecionados na primeira etapa, a fim
se obter a nova faixa de concentracdo ajustada para determinacéo das concentraces letais
(Tabela 1).

Tabela 1 Concentragdes dos 6leos essenciais de Illicium verum, Origanum vulgare e
Thymus vulgaris e seus respectivos constituintes majoritarios anetol, carvacrol e timol
para determinacé@o das concentracdes letais 50 e 90 frente a larvas de terceiro instar de
Cochliomyia hominivorax.

Oleo essencial / constituinte Concentracdes
majoritario ng/mL pm/cm?
Ilicium verum 10000; 20000; 40000; 60000; 80000;  200; 400; 800; 1200; 1600;
100000 2000
Anetol 10000; 20000; 30000; 40000; 60000;  200; 400; 800; 1200; 1600;
100000 2000
Origanum vulgare 1000; 5000; 20000; 30000; 40000; 20; 100; 400; 600; 800;
50000 1000
Carvacrol 20000; 30000; 40000; 50000; 75000;  400; 600; 800; 1000; 1500;
100000 2000
Thymus vulgaris 3500; 7500; 15000; 30000; 60000; 70; 150; 300; 600; 1200;
80000 1600
Timol 1250; 2500; 5000; 20000; 30000; 25; 50; 100; 400; 600;
80000 1600
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3.6 Avaliacéo da Atividade Larvicida

A metodologia utilizada nos ensaios foi adaptada da metodologia descrita por
(Chaaban et al., 2018a). Os desafios foram realizados com um nimero de concentracfes
variando de seis a dez, sempre em sextuplicata.

A partir das solucGes preparadas, foi realizada a impregnacéo de discos de papel
filtro Whatmann n° 1 de 5,5 cm de didmetro com area correspondente a 23,76 cm?. O
volume de impregnacdo foi de com 0,470 mL para cada solucdo testada. Apos a
impregnacéo, os discos de papel filtro permaneceram por um periodo de uma (01) hora
em temperatura ambiente para total evaporacdo da acetona e secagem e, em seguida,
foram transferidos para placas de petri descartaveis de 60 x 15 cm. Em todos os testes
havia um controle negativo e um placebo (acetona pura para analise 99,5%). O controle
positivo do teste foi realizado com fipronil diluido em acetona na concentragéo de 10000
ug/mL que correspondeu a 200 pg/cm?.

Foram utilizadas 10 larvas de terceiro instar (pré-pupa) para cada repeti¢éo
realizada. Tais parasitos foram coletados diretamente da vermiculita ap6s deixarem o
meio larval, com auxilio de pinca entomolégica. Apos isso, as larvas eram transferidas
para as placas de petri com papeis filtro impregnados com as solugbes de diferentes
concentracdes. Em seguida, as placas de petri foram acondicionadas em camaras
climatizadas com demanda bioquimica de oxigénio (BOD) a uma temperatura de 28 +1
°C e umidade relativa de 75 + 10% por um periodo de 24 e 48 horas.

A avaliacdo da mortalidade foi realizada com auxilio de um microscopio
estereoscopico e levando-se em consideracdo as alteracbes morfoldgicas e de
movimentacao das larvas, ou seja, aquelas com alteracdes de coloracdo, conformacéo do

corpo e sem movimento foram consideradas mortas.

3.7 Analise dos Dados

Para determinacédo do percentual de mortalidade foram contabilizados os numeros
de larvas vivas e mortas em cada repeticdo e aplicado a férmula: Mortalidade (%) = 100
X (numero de larvas mortas / namero total de larvas incubadas)

A determinacdo da CLsg (concentragéo letal em que 50% da populagéo tratada foi
morta) e da CLgo (concentracdo letal em que 90% da populagéo tratada foi morta) foi

realizada pela analise em probit pelo programa RStudio Team® (2020), com o nivel de
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significancia estatistica de p < 0,05 e intervalo de confianga (IC 95%). A precisdo do
ajuste de dados na faixa de concentracéo testada foi avaliada pelo do teste qui-quadrado
(x2), com o nivel de significancia de heterogeneidade de p < 0,05 e intervalo de confianca
(IC 95%). A linearidade da faixa de concentracéo testada foi avaliada pelos dos valores
de coeficiente de correlagdo linear (R?) obtidos da regressio linear dos dados do probit.
Valores de R? maiores que 0,90 foram considerados lineares.

Para verificar as interagGes entre o anetol, caarvacrol e timol foi utilizado o
programa CompuSyn versdo 1.0 (Chou, 2006). Os efeitos das combinacdes foram
classificados de acordo com o indice de combinacgdo (IC), nas categorias propostas por
Novato et al., (2015): sinergismo (IC<0,70); sinergismo moderado (IC 0,70-0,90);
aditivo (IC 0,90-1,10); antagonismo moderado (IC 1,10-1,45) e antagonismo (IC>1,45).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicdo Quimica dos Oleos Essenciais

Apds a andlise de CG, o percentual dos constituintes majoritarios dos OEs

avaliados neste estudo foram descritos na Tabela 4, estando presentes somente as

substancias que apresentaram percentual de retengdo maior ou igual a 10%. Nesta anélise,

foram encontrados OEs que apresentavam composi¢cdo quimica simples e complexa.

Alguns Oleos essenciais apresentaram terpenos (mono e sesquiterpenos) e outros

fenilpropandides como constituintes majoritarios.

Tabela 2. Composi¢do quimica resumida, apos analise de cromatografia gasosa, com 0s
constituintes majoritarios dos 6leos essenciais avaliados neste estudo quanto a atividade
larvicida in vitro frente a Cohliomyia hominivorax.

Oleo Essencial Substancia Percentual (%)
D-limoneno 23,8
Citrus bergamia Linalol 22,0
Acetato de linalila 34,1
Citrus paradisi D-limoneno 91,9
Cinnamomun cassia Cinamaldeido 91,0
Cariofilneno 37,6
Copaifera reticulata a-Trans-bergamoteno 11,7
a-Humuleno 10,0
Neral 31,6
Cymbopogon flexuosos Geraniol 8,1
Geranial 36,6
Citronelal 26,8
Cymbopogon winterianus Citronelol 15,0
Geraniol 19,0
Eugenia caryophyllus E“QEWO' 30
B-cariofileno 10,0
Ilicium verum Anetol 80,0
Cedrol 26,0
Juniperus virginiana Thuyopseno 16,0
a-Cedreno 22,0
Linalol 26,3
Lavandula hybrida Acetato de linalila 18,4
Canfora 14,6
Origanum vulgare Carvacrol 76,2
Citronelol 445
Pelargomium graveolans Geraniol 19,2
Formiato de geranila 11,2
a-Pineno 14,4
Rosmarinus oficinais Canfora 15,1
1,8 cineol 29,3
Salvia sclerea Llnalo! . 22,8
Acetato de linalila 49,8
Thymus vulgaris Timol 44,7
Ocimeno 26,2
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Os constituintes majoritarios do OE de C. bergamina (bergamota) foram os
monoterpenos acetato de linalila (34,1%), d-limoneno (23,8%) e linalol (22%). Os
resultados disponiveis na literatura sdo varidveis quanto a composi¢cdo deste OE. Em
algumas pesquisas existe o predominio de d-limoneno (Costa et al., 2010), outras linalol
(Noshad; Alizadeh Behbahani; Nikfarjam, 2022) e outras acetato de linalila (Costa et al.,
2010). No entanto, sempre ha as trés substancias como constituintes majoritarios.

O dleo essencial de C. paradisi (“grapefruit”) apresentou apenas um constituinte
majoritario, 0 monoterpeno d-limoneno (91,9%). Essa substancia prevalece em outros
estudos como sendo a de maior percentual de retencéo para esse OE (Denkova-Kostova
etal., 2021; Uysal et al., 2011).

Cinnamomum cassia (canela) apresentou o fenilpropanoide cinamaldeido em um
percentual de 91% de sua composicdo quimica. Este aldeido ja foi descrito como
majoritario para este 6leo em outros estudos e a ele pode ser atribuida a atividade
bioldgica (Choi et al., 2001; Conceicdo et al., 2020; Da Conceicdo et al., 2023).

Copaifera reticulata (copaiba) apresentou como constituintes majoritarios trés
sesquiterpenos: cariofileno (37,6%), a-trans-bergamoteno (11,7%) e a-humuleno (10%).
Esses constituintes sdo encontrados em maior concentracdo em varias analises do OE de
C. reticulata (Arruda et al., 2019; Bardaji et al., 2016; Herrero-Jauregui et al., 2011).

O género Cymbopogon se destaca por possuir plantas que possuem Oleos
essenciais com uma grande variedade de constituintes em sua composicdo (Ganjewala,
2009; Verma et al., 2019). O bleo essencial de capim-liméo (C. flexuosos) apresentou 0s
monoterpenos: geranial (36,6%), neral (31.6%) e geraniol (8,1%), ja o OE de citronela
(C. winterianus) apresentou 0s monoterpenos: citronelal (26.8%), geraniol (19,0%) e
citronelol (15.0%).

Os oleos essenciais de E. caryophyllus (cravo) e I. verum (anis estrelado)
apresentam os fenilpropandides eugenol (86%) e anetol (80%), respectivamente, como
constituintes majoritarios. Esses achados corroboram com o encontrado na literatura
sobre esses OES, que possuem essas substancias quimicas compondo o maior percentual
de sua composic¢éo (Cole; Haber; Setzer, 2007; Dzamic et al., 2009; Matos et al., 2020).

Juniperus virginiana (cedro da Virginia) apresentou o sesquiterpeno cedrol
(26%), a-cedreno (22%) e thuyopseno (16%) como principais constituintes da
composicao quimica de seu OE. Diferentemente do descrito aqui, 0 OE de J. virginiana
apresentou como constituintes majoritarios monoterpenos, como o € f-pinemo e o ¢ f3

cimeno (Hadaruga et al., 2011) ou sesquiterpenos como demonstrado neste estudo.
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A analise cromatografica do OE de L. hybrida (lavandin) demonstrou um maior
percentual dos monoterpenos linalol (26,3%), acetato de linalila (18,4%) e cénfora
(14.6%). O acetato de linalila e o linalol s&o os constituintes majoritarios de varias
espécies dentro do género Lavandula, o que confere odor caracteristico e muitas das
atividades biologicas desses OEs (Aprotosoaie et al., 2017; Lis-Balchin, 2002).

Os constituintes majoritarios do OE de O. vulgare (orégano) foi o monoterpeno
carvacrol (76,2%). Este resultado corrobora com outros achados na literatura onde o OE
de O. vulgare apresenta normalmente o carvacrol como seu constituinte majoritario e a
quem € atribuida a sua atividade bioldgica (Figiel et al., 2010; Teixeira et al., 2013).

O o6leo essencial de geranio rosa (P. graveolans) apresentou em maior quantidade
na sua composi¢do os monoterpenos alcodlicos citronelol (44,5%) e geraniol (19,2%).
Essas duas moléculas sdo encontradas como constituintes majoritarios em diferentes
analises para o OE de P. graveolans (Dzamic et al., 2014; Sharopov; Zhang; Setzer,
2014).

Para Rosmarinus officinalis (alecrim), os constituintes majoritarios do OE foram
0s monoterpenos 1,8 cineol (29,3%), cénfora (15,1%) e a-pineno (14,4%). Essas
substancias sdo encontradas em maior quantidade em analises cromatogréaficas do OE de
alecrim, coletados em diversos locais do mundo (Szumny et al., 2010; Wang et al., 2008;
Zaouali; Bouzaine; Boussaid, 2010).

O oleo essencial de Salvia sclerea (salvia) apresentou como seus constituintes
majoritarios os monoterpenos acetato de linalila (49,8%) e linalol (22,8%). O OE de
plantas do género Salvia predominantemente apresentam esses dois monoterpenos em
maiores quantidades em sua composicao quimica (Ka¢aniova et al., 2023; PITAROKILI
et al., 2002; Thompson et al., 2003).

A analise cromatogréafica para o OE de T. vulgaris (tomilho branco) mostrou que
0S monoterpenos que apresentaram maior percentual de retengdo foram o timol (44,7%)
e ocimeno (26,6%). Esta planta pode apresentar diferentes quimiotipos, com
predominancia variada de constituintes majoritarios (Satyal et al., 2016; Thompson et al.,
2003). Neste estudo, especificamente, foi identificado o quimiotipo timol/cimeno.

E importante ressaltar que a concentracdo dos constituintes dos OEs pode ser
variavel dentro de um mesmo género e até dentro da mesma espécie de planta. Fatores
como solo, clima, métodos de secagem da planta, métodos de extracdo e parte da planta
(folhas, flores, caules ou frutos) de onde o OE é extraido pode interferir na sua

composi¢do quimica (Hanif et al., 2019; Manion; Widder, 2017). Também ¢é importante
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ressaltar, que conforme descrito para T. vulgaris, algumas plantas podem apresentar
quimiotipos distintos, ou seja, 0s constituintes majoritarios podem variar entre uma
mesma espécie de acordo devido a variagdes genéticas ou pelos fatores mencionados
acima (Tavares et al., 2005; Zouari, 2013).

4.2 Atividade Inseticida de Diferentes Oleos Essenciais Frente a Larvas de

Cochiomyia hominivorax

Nesta etapa foi avaliado o potencial inseticida dos diferentes OEs frente a larvas
de terceiro instar de C. hominivorax. Apdés a realizagao do teste in vitro, ndo foi observada
mortalidade nos grupos controle negativo (papel filtro em impregnacéo) e placebo (papel
filtro impregnado com acetona). Apenas os OEs de 1. verum, O. vulgare e T. vulgaris
apresentaram 100% de mortalidade das larvas nas concentracdes e tempos avaliados. O
percentual de mortalidade foi de 53,3% apds 48 horas de exposicdo ao papel filtro
impregnado para 0os OEs de C. cassia e E. caryophyllus.

Para os OEs de C. flexuosus, C. bergamia, C. paradisi e R. officinalis o percentual
de mortalidade foi de 46,7; 43,3; 38,4 e 36,3%, respectivamente. Os demais OEs
apresentaram percentual de mortalidade inferior a 30%. Os resultados com percentual de
mortalidade médio em cada concentracdo e tempo de avaliacdo podem ser observados na
Tabela 5.

N&o foram observadas larvas mortas nas avaliacdes realizadas no grupo placebo
e controle negativo, portanto o percentual de mortalidade foi igual a zero. No controle
positivo, fipronil 200 pg/cm?, foi observada uma mortalidade superior a 97% em todas as

avaliacdes ap0s 24 horas e de 100% ap6s 48 horas
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Tabela 3 Percentual de mortalidade médio dos 6leos essenciais avaliados na primeira etapa para determinacdo da atividade inseticida frente a
larvas de terceiro instar de Cochliomyia hominivorax.

Citrus bergamia

Citrus paradisi

Cinnamomum cassia

Copaifera reticulata

Cymbopogon flexosus

Concentracéo
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
ug/mL pg/cm?

Placebo --- 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Controle (-) --- 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Controle (+) 200 99 100 97 100 100 100 98 100 100 100

10000 200 0 0 0 10 0 6,7 0 10 0 20,0
25000 500 3,3 6,7 0 13,3 3,3 20,0 0 16,7 6,7 16,7
50000 100 3,3 16,0 0 33,3 6,7 36,7 6,7 20,0 6,7 33,3
75000 1500 20,3 26,7 20,0 33,3 30,0 50,0 10,0 10,0 23,3 23,3
100000 2000 43,3 43,3 23,3 38,4 23,3 53,3 6,7 10,0 46,7 46,7
Concentracéo . . .. . L .
Cymbopogon witerianus Eugenia caryophyllus Ilicium verum Juniperus virginiana Lavandula hybrida
pg/mL pg/cm? 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
10000 200 0 0 0 6,7 6,7 56,7 13,3 13,3 0 88
25000 500 0 6,7 3,3 20,0 30,0 86,7 0 0 0 0
50000 100 0 6,7 6,7 36,7 33,3 86,7 6,7 6,7 3,3 16,7
75000 1500 0 33,3 30,0 50,0 70,0 86,7 3,3 3.3 6,7 13,3
100000 2000 6,7 23,3 23,3 53,3 33,3 100,0 3,3 3.3 6,7 11,7
Sl Origanum vulgare Pelargomium graveolans Rosmarinus officinalis Salvia sclarea Thymus vulgaris
pg/mL pg/cm? 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
10000 200 6,7 133 0 0 0 33 33 6,7 76,7 90,0
25000 500 23,3 40,0 0 0 0 3,3 0,0 3.3 96,7 100,0
50000 100 20,0 50,0 13,3 23,3 3,3 11,7 0,0 10,0 100,0 100,0
75000 1500 33,3 70,0 23,3 23,3 3,3 11,7 0,0 3,3 100,0 100,0
100000 2000 100,0 100,0 20 23,3 11,7 33,6 3,3 3.3 100,0 100,0

27



Na literatura pesquisada nao foram encontrados trabalhos avaliando a atividade
do OE de C. bergamia e C. paradisi frente a C. hominivorax ou outros califorideos. Neste
trabalho, estes OEs apresentaram como constituintes majoritarios d-limoneno e
percentual de mortalidade de 43,3 e 38,4% ap0s 48 horas de exposi¢do frente a larvas de
C. hominivorax, respectivamente. Estudo utilizando o OE de C. hystrix, que também
apresentava d-limoneno como constituinte majoritario, mostrou mortalidade de 89% C.
megacephala (86000 pg/mL), 90% C. rufifacies (150000 pg/mL) e 94% L. cuprina
(150000 pg/mL) (Suwannayod et al., 2018).

O oleo essencial de C. cassia apresentou percentual de mortalidade de 53,3% apds
48 horas de exposicdo na concentracdo de 100.000 pg/mL. Estudos utilizando C.
camphora mostram 100 % de mortalidade frente a larvas de L. sericata na concentragio
de 320.000 pg/mL apds 24 horas de exposi¢do. No entanto, aléem da concentracéo testada
ser mais de trés vezes superior a utilizada neste estudo, foi utilizada uma técnica de
imersdo, além de o constituinte majoritario de C. camphora ser a canfora (Shalaby et al.,
2016). Todas essas variaveis podem ter resultado nas diferencas encontradas neste estudo.
O 6leo essencial de C. zeylanicum também mostrou ser capaz de promover 100% de
mortalidade de larvas de C. albiceps ap0s trés dias exposicdo ao meio larval impregnado
com 400.000 pg/mL (Mikhaiel; Amin, 2013).

Na literatura pesquisada ndo foram encontrados trabalhos utilizando o OE de C.
reticulata frente a califorideos. Neste estudo o percentual de mortalidade foi baixo (10%)
para a maior concentracdo avaliada (2000 pg/cm?). Este OE ja demonstrou atividade
inseticida frente a outros dipteros de importancia em satde, como por exemplo, mosquitos
dos géneros Aedes (Silva et al., 2007) e M. domestica (Zortéa et al., 2017).

O percentual de mortalidade de larvas de C. hominivorax quando expostas ao OE
de C. flexuosus foi de 46,7%. Na literatura pesquisada ndo foram encontrados trabalhos
demonstrando a eficacia inseticida do OE desta espécie capim-limao frente a califorideos.
Contudo, o OE de C. citratus, uma outra especie também conhecida como capim-limao,
demonstrou ser capaz de causar interrompimento no desenvolvimento de L1 a adulto das
moscas C. megacephala, C. putoria e L. cuprina (Zeneida et al., 2015).

Apesar do baixo percentual de mortalidade apresentado para o OE de C.
winterianus (23.3%) neste estudo, sua atividade ovicida, larvicida e repelente ja foi
descrita para C. hominivorax (Bricarello et al., 2021a, 2021b). No entanto, tal estudo
obteve 100% de mortalidade utilizando concentragdes de 15% (150.000 pg/mL) em um

produto comercial em nanoemulsdo, o que pode ter sido o diferencial quando comparado
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a este estudo que teve como concentragdo maxima 100.000 pug/mL e testou o OE de C.
winterianus puro.

As L3 de C. hominivorax apresentaram 53,3% de mortalidade ap6s 48 horas de
exposicdo ao OE de E. caryophyllus, cujo constituinte majoritario € o eugenol. Na
literatura pesquisada nao foram encontrados trabalhos demonstrando a atividade desse
OE frente a dipteros califorideos. No entanto, uma espécie similar, S. aromaticum
conhecida popularmente como cravo-da-india e com o eugenol como constituinte
majoritario, demonstrou ser eficaz em inibir o ciclo biolégico de C. albiceps (Mikhaiel;
Amin, 2013) e L. cuprina (Khater, 2021).

O oleo essencial de J. virginiana demonstrou possuir baixa atividade larvicida
frente a C. hominivorax, com mortalidade de 13,3% na concentraco de 200 pg/cm?. Na
literatura pesquisada ndao foram encontrados trabalhos demonstrando atividade bioldgica
deste OE frente a califorideos, apesar disso, seu potencial inseticida ja foi demonstrando
para outros dipteros, como por exemplo, mosquitos (Evergetis et al., 2016; Tahghighi et al.,
2019; Yohana et al., 2022) e M. domestica (Klauck et al., 2018).

Oleos essenciais de diferentes espécies do género Lavandula ja demonstram
possui atividade inseticida (Batiha et al., 2023). Os Gleos essenciais das espécies L.
angustifolia e L. dentata ja demonstraram ser eficazes frente a moscas L. sericata e C.
albiceps (Cossetin et al., 2018; Khater et al., 2018; Lis-Balchin, 2002; Shalaby et al., 2016).
Apesar de composicdo quimica semelhante, o0 OE de L. hybrida causou mortalidade de
16,7% frente a L3 de C. hominivorax na concentracio de 100 pg/cm?.

O maior percentual de mortalidade para o OE de P. graveolans foi de 23,3% para
a concentragdo de 2000 pg/cm? ap6s 48 horas de exposicdo das larvas. A atividade
inseticida deste OE ja foi descrita para moscas da espécie L. cuprina demonstrando
possuir atividade inseticida e repelente (Saraiva et al., 2020). No entanto, com os resultados
demonstrados na Tabela 5, é possivel perceber que esse efeito ndo ocorre frente a L3 de
C. hominivorax.

O dleo essencial de R. officinali ja demonstrou possuir atividade inseticida frente
as espécies de califorideos C. vomitoria (Khater et al., 2011) e L. sericata (Bedini et al.,
2020). Apesar disso, com base nos resultados desse estudo, o maior percentual de
mortalidade observado frente a larvas de C. hominivorax foi de 33,6% apds 48 horas de
exposicao.

Na literatura pesquisada ndo foram encontrados trabalhos que utilizaram OE de S.

sclarea com atividade inseticida frente a califorideos. O maior percentual de mortalidade
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descrito para esse OE neste estudo foi de 10% para a avaliagio de 100 pg/cm?. O 6leo
essencial de outra planta do género Salvia (S. officinalis) demonstrou possuir atividade
ovicida e adulticida de C. vomitoria (Bedini et al., 2020). Contudo, tal OE apresenta
composicao quimica completamente diferente a espécie avaliada neste estudo, fato este
podendo estar relacionado com a diferente atividade biologica demonstrada.

Acima foram descritos a atividade inseticida de alguns Oleos essenciais que
apresentaram potencial inseticida para L3 de C. hominivorax. Dentre eles, os OEs de C.
bergamia, C. paradisi, C. flexuosus, C. cassia, E. caryophyllus e R. officinalis
apresentaram um resultado de mortalidade inferior a 60%, porém, o aumento das
concentragbes para além de 2000 pg/cm? (100000 pg/mL) poderia resultar em
consequente aumento da atividade inseticida.

A metodologia deste estudo foi adaptada na descrita por Chaaban et al., (2018)
que escolheram para a avaliacdo do estagio L3 pré-pupa. A escolha deste estagio se baseia
na teoria de que esse instar larvar apresentaria maior resisténcia a condi¢des adversas de
ambiente e a ectoparasiticidas. Os estudos acima citados, que demonstram potencial
inseticida de OEs também avaliados neste trabalho e que ndo apresentaram a mesma
atividade, pode estar ligado ao fato de que esses estudos avaliam a atividade frente a
larvas de primeiro instar até o desenvolvimento de moscas adultas. Neste tipo de
metodologia temos que considerar a menor suscetibilidade da L1 frente a
ectoparasiticidas, assim como, os efeitos prolongados da exposi¢cdo do OE, pois €
avaliado sua atividade ao longo de grande parte do ciclo bioldgico deste inseto.

Trés 6leos essenciais de 1. verum, O. vulgare e T. vulgaris pois apresentaram
resultados promissores para o controle de C. hominivorax com atividade larvicida de
100%.

4.3 Determinagéo da Concentragéo Letal

O dleo essencial de 1. verum apresentou percentual de mortalidade igual a 33,3%
na concentracdo de 2000 pg/cm? na avaliagdo de 24 horas, e 100% na concentragio de
1600 pg/cm? na avaliagio de 48 horas. Para o anetol, o percentual de mortalidade foi igual
a 50,3% na concentragio de 2000 pg/cm? na avaliacdo de 24 horas, e 100% na mesma
concentracdo na avaliacdo de 48 horas. Por nédo ter apresentado mortalidade superior a
90% nas avaliacdes de 24 horas ndo foi realizado o célculo de concentracéo letal para o
OE de 1. verum e anetol nesses tempos de avaliagio. A CLso foi de 417,9 pg/cm?e 559,4

ng/cm? para a avaliagdo apos 48 horas de exposicdo para o OE de 1. verum e anetol,
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respectivamente. Os dados detalhados com percentual de mortalidade média e CLso €

CLgo estdo demonstradas na Tabela 6.

Tabela 4 Percentual de mortalidade médio e concentracéo letal 50 e 90 do 6leo essencial
de Hlicium veurm e seu constituinte majoritario anetol frente a larvas de terceiro estagio
de Cochliomyia hominivorax.

Oleo essencial de llicium verum Anetol
Concentracédo Mortalidade Concentracao Mortalidade
pg/mL pg/lcm?  24h 48h pg/mL pg/cm?  24h 48h
Cont. (-) --- 0 0 Cont. (-). --- 0 0
Placebo --- 0 0 Placebo --- 0 0
Cont. (+) 200 97 100 Cont. (+) 200 99 100
10000 200 0,0 15,0 10000 200 5.0 10,0
20000 400 5,0 40,0 20000 400 6.7 26,7
40000 800 6,7 83,3 30000 600 35.0 46,7
60000 1200 35,0 96,7 40000 800 35.0 81,7
80000 1600 35,0 100,0 60000 1200 39.3 93,3
100000 2000 33,3 100,0 100000 2000 50.3 100,0
CLso --- 4179 ClLso --- 559,4
Limites (min - max) --- 344,8 - 493,9 Limites (min - max) --- 480,4 - 631,8
CLw --- 913,7 CLgo --- 1028,1
Limites (min - max) --- 750,1-1014,0 Limites (min - max) --- 877,8-1240/4
Slope --- 3,77+0,27 Slope --- 4,85+0,21
R? --- 0,951 R? --- 0,898
Qui-quadrado --- 3,173 Qui-quadrado --- 3,212
p-value --- 0,471 p-value --- 0,477

Cont. (-) = controle negativo; Cont. (+) = controle positivo (fipronil 200 pg/cm?) min = minimo; max. =
maximo; CL = concentracéo letal; R? = coeficiente de regressio

Essa é a primeira avaliacdo do OE de I. verum e do anetol frente a califorideos.
No entanto, sua atividade inseticida tem sido descrita para outros dipteros de importancia
em salide (Abdel-Baki et al., 2021; Aungtikun, Soonwera e Sittichok, 2021; Peng et al., 2013;
Zahran e Abdelgaleil, 2011). A principal desvantagem destas substancias pensando no
desenvolvimento de um produto destinado para o tratamento de miiase para animais seria
a demora para matar as larvas em uma ferida, uma vez que 100% de mortalidade s¢ foi
observada ap0s 48 horas de exposicdo. Este fato poderia resultar em maiores danos
teciduais para o animal, uma vez que as larvas deste diptero possuem um comportamento
alimentar voraz.

O oleo essencial de O. vulgare apresentou percentual de mortalidade de 98,3 e
100%, para a concentracdo de 1000 pg/cm?, nas avaliagBes de 24 e 48 horas
respectivamente. A CLso foi de 540,9 e 253,76 pg/cm? para as mesmas tomadas de tempo.
Para o carvacrol, ndo foi atingido 100% de mortalidade, estando esse percentual igual a
93,3 e 95% para a concentragdo de 2000 pg/cm?. A Clso foi de 970,5 pg/cm?© 931,9
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ng/cm?. Os dados detalhados com percentual de mortalidade média e CLso e ClLgo estdo
demonstrados na Tabela 7.

A CLsg para 0 OE de O. vulgare foi 2,1 vezes maior para avaliagdo com 24 horas,
isso mostra concentracdes menores de OE séo necessarias se 0 tempo de exposicao das
larvas for de 48 horas. Quando comparado o OE e seu constituinte majoritario, a CLsg, 0

6leo essencial foi 3,7vezes mais potente.

Tabela 5 Percentual de mortalidade médio e concentracéo letal 50 e 90 do 6leo essencial
de Origanum vulgare e seu constituinte majoritario carvacrol frente a larvas de terceiro
estagio de Cochliomyia hominivorax.

Oleo essencial de Origanum vulgare Carvacrol
Concentracao Mortalidade Concentracéo Mortalidade
pug/mL  pglcm? 24h 48h pg/mL  pg/cm? 24h 48h
Cont. (-) --- 0 0 Cont. (-) --- 0 0
Placebo --- 0 0 Placebo --- 0 0
Cont. (+) Cont. (+)
1000 20 3,3 6,7 20000 400 5,0 5,0
5000 100 8,3 18,3 30000 600 5,0 5,0
20000 400 20,0 45,0 40000 800 28,3 33,3
30000 600 51,7 63,3 50000 1000 61,9 65,0
40000 800 81,7 95,0 75000 1500 83,3 86,7
50000 1000 98,3 100,0 100000 2000 93,3 95,0
CLso 540,9 253,7 CLso 970,5 931,9
Limites (min - Limites (min -
max) 438,5-648,9 187,4-326,1 max) 883,3-1069,0 849,7-1023,4
CLw 1819,3 1193,6 CLo 1700,2 1591,8
Limites (min - 1687,5 - 863,5 - Limites (min - 1482,4- 1387,1-
max) 2328,3 19239 max) 2176,4 19234
Slope 2,09+0,88 1,91+0,42 Slope 5,26+0,19 5,51+0,66
R? 0,898 0,992 R? 0,948 0,945
Qui-quadrado 67,314 39,251 Qui-quadrado 9,397 9,265
p-value 1 1 p-value 0,906 0,901

Cont. (-) = controle negativo; Cont. (+) = controle positivo (fipronil 200 pg/cm?) min = minimo; max. =
maximo; CL = concentragéo letal; R? = coeficiente de regressio

A atividade ovicida e deterrente do OE de O. vulgare ja foi descrita frente ao
califorideo C. vomitoria (Bedini et al., 2021) e a outros dipteros como mosquitos
(Govindarajan et al., 2016) e M. domestica (Xie et al., 2019). Quando foram comparadas as
CLsodo OE de orégano e o carvacrol foi possivel perceber concentracfes menores para o
OE. Isso pode ser explicado devido ao fato de que OEs sdo misturas complexas de
diferentes substancias em diferentes concentracfes. Algumas dessas substancias podem
possuir atividade sinérgica ou aditiva (Manion; Widder, 2017), o que pode ter
potencializado a atividade larvicidada do OE de O. vulgare frente ao seu constituinte

majoritario.
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O dleo essencial de T. vulgaris apresentou 100% de mortalidade na concentracéo
de 1600 pg/cm? na avaliagdo de 24 horas e 1200 pg/cm? na avaliacéo de 48 horas. Para o
timol o maior percentual de mortalidade foi de 96,7 e 98,3% nas avaliagdes de 24 e 48
horas, respectivamente. A CLso foi de 407,1 pg/cm? e 255,7 pg/cm? nas avaliagdes de 24
horas e de 314,8 pg/cm? e 102,3 pg/cm? nas avaliagOes de 48 horas para o OE de T.
vulgaris e o timol respectivamente. Os dados detalhados com percentual de mortalidade

média e CLsg e CLgg estdo demonstradas na Tabela 8.

Tabela 6 Percentual de mortalidade médio e concentracao letal 50 e 90 do 6leo essencial
Thymus vulgaris e seu constituinte majoritario timol frente a larvas de terceiro estagio de
Cochliomyia hominivorax.

Oleo essencial de Thymus vulgaris Timol
Concentracao Mortalidade Concentracio Mortalidade
pg/mL  pg/em? 24h 48h pug/mL  pg/em? 24h 48h
Cont. () --- 0 0 Cont. (-) --- 0 0
Placebo --- 0 0 Placebo --- 0 0
Cont. (+) 200 100 100 Cont. (+) 200 100 100
3500 80 1,7 16,7 1250 25 1,7 1,7
7500 150 16,7 36,7 2500 50 1,7 35
15000 300 20,0 46,7 5000 100 28,3 48,3
30000 600 75,0 91,7 20000 400 60 61,7
60000 1200 93,3 100,0 30000 600 78,3 78,3
80000 1600 100,0 100,0 80000 1600 96,7 98,3
CLso 407,1 314,8 CLso 255,7 102,3
Limites Limites
(min - max) 325,4-497,8 168,2 - 267,7 (min - méx) 192,2-3555 58,2-152,2
CLw 11494 589,7 CLoo 1008,6 690,1
Limites 886,7 - 503,8 - Limites 981,1 - 519,7 -
(min - max) 1697,7 1083,7 (min - méx) 1721,3 1164,0
Slope 2,15+0,47 1,39+0,72 Slope 2,84+0,43 2,56+0,44
R? 0,875 0,892 R? 0,925 0,916
Qui-quadrado 6,389 5,201 Qui-quadrado 10,499 12,288
p-value 0,855 0,620 p-value 0,967 0,985

Cont. (-) = controle negativo; Cont. (+) = controle positivo (fipronil 200 pg/cm?) min = minimo; max. =
maximo; CL = concentragéo letal; R? = coeficiente de regresséo

A atividade inseticida do OE de T. vulgaris ja foi descrita interferindo sobre o
ciclo bioldgico de C. albiceps apos o tratamento do meio larval (Mikhaiel; Amin, 2013).
O timol ja teve sua atividade inseticida descrita frente a diferentes grupos de insetos
(Escobar et al., 2020), sua atividade frente a califorideos foi fortemente demonstrada em
estudo comparando diferentes espécies de O. vulgare com diferentes quimidtipos, sendo
0 quimiotipo timol com maior atividade frente a C. vomitoria (Bedini et al., 2021).

Quando comparadas as CLso dos diferentes OEs e seus constituintes majoritarios
na avaliacdo de 24 horas foi possivel perceber a ordem decrescente de: carvacrol (CLso =
970,5 pg/cm?) > OE 0. vulgare (CLso = 540,9 pg/cm?) > OE de T. vulgaris (CLso=470,1
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ug/cm?) > timol (CLso = 255,7 pg/cm?). Ja para a avaliacio de 48 horas, quando
comparadas as CLso dos diferentes OEs e seus constituintes majoritarios foi possivel
perceber a ordem decrescente de: carvacrol (CLso = 931,9 pg/cm?) > anetol (CLso = 559,4
pg/cm?) > OE I. verum (CLso = 417,9 pg/cm?), > OE T. vulgaris (CLso = 314,8 pg/cm?)
> OE O. vulgare (CLso = 253,7 pg/cm?) > timol (CLso = 102,3 pg/cm?). Com base no
exposto acima, mesmo todos apresentando atividade inseticida, é possivel notar que o
timol é a substancia com maior atividade larvicida frente a L3 de C. hominivorax,

enguanto o carvacrol é o que possui menor.

4.4 Determinacgédo do Efeito Associativo

A associacdo do anetol com o carvacrol e com o timol apresentou percentuais de
mortalidades menores quando comparado os resultados obtidos por estas substancias
isoladas em todas as concentracGes avaliadas. O indice de combinacao foi maior do que
1,45 para todas as analises realizadas combinando o anetol com o carvacrol e com o timol
demonstrando antagonismo entre esses constituintes majoritarios em sua atividade
inseticida frente a larvas de C. hominivorax.

Por outro lado, a associacdo do timol com o carvacrol apresentou percentuais de
mortalidades superiores quando comparados com as substancias isoladas. Quando
analisado o indice de combinacdo, foi observado um valor de 1,54 para a primeira
associacdo (10 + 10 pg/cm?) demonstrando um efeito antag6nico, no entanto, nas
concentragOes subsequentes, 20 + 20 e 100 + 100 pg/cm?, foi calculado indices de
combinagbes de 0,43 e 0,07 para as avaliacGes de 24 horas e de 0,35 e 0,07 para as
avaliacdes de 48 horas, mostrando que o efeito sinérgico entre as substancias aumenta a
medida que as concentra¢Ges também aumentam. Os dados detalhados de mortalidade e
indice de combinacdo estdo na Figura 1 e 2 e Tabela 7.
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Figura 1 Percentual de mortalidade nas diferentes concentragdes (em pg/cm?) para o
anetol (A), carvacrol (C), timol (T) e suas combinagdes binarias apds 24 horas de
exposicdo das larvas de terceiro instar de Cochliomyia hominivorax.
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Figura 2 Percentual de mortalidade nas diferentes concentragdes (em pg/cm?) para o
anetol (A), carvacrol (C), timol (T) e suas combinacdes binarias apds 48 horas de
exposicao das larvas de terceiro instar de Cochliomyia hominivorax.
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Tabela 7 Efeito associativo das combinac6es binarias de anetol, carvacrol e timol frente
a larvas de terceiro instar de Cochliomyia hominivorax.

Substancia  Concentragdo  Percentual de Mortalidade

Tempo (h) 1 2 ugimL  pglem? 1 5 142 IC Efeito

500 10 23,0 9,0 11,0 101,50 Antagonismo
A C 1000 20 26,0 41,0 19,5 7,80  Antagonismo
5000 100 33,5 59,0 50,0 1,80  Antagonismo
500 10 23,0 27,0 12,5 42,00  Antagonismo
24 A T 1000 20 26,0 55,5 23,0 5,00  Antagonismo
5000 100 33,5 81,5 55,5 3,80  Antagonismo
500 10 9,0 27,0 29,5 1,54  Antagonismo

C T 1000 20 41,5 55,5 75,5 0,43 Sinergismo

5000 100 59,0 81,5 99,5 0,07 Sinergismo
500 10 29,5 10,5 16,0 8,45  Antagonismo
A C 1000 20 34,0 46,5 27,5 3,59  Antagonismo
5000 100 49,0 63,0 56,5 2,11 Antagonismo
500 10 29,5 37,5 27,5 3,03  Antagonismo
48 A T 1000 20 34,0 60,0 34,0 3,57  Antagonismo
5000 100 49,0 86,0 62,5 4,21  Antagonismo
500 10 10,5 37,5 37,5 2,90  Antagonismo

C T 1000 20 46,5 60,0 83,0 0,35 Sinergismo
5000 100 63,0 86,0 99,5 0,07 Sinergismo
h=horas, A = Anetol; C = Carvacrol; T = timol; IC = indice de combinagdo - < 0,7 sinergismo, 0,7 — 0,9
sinergismo moderado, 0,9 — 1 — aditivo; 1,1 — 1,45 moderado antagonismo, > 1,45 = antagonismo

Na literatura pesquisada ndo foram encontrados trabalho que avaliaram o efeito
associativo de constituintes majoritarios de 6leos essenciais frente a califorideos. Os
resultados obtidos neste trabalho mostram um efeito antagénico quando o fenilpropandéide
anetol é associado com os monoterpenos timol e carvacrol. O indice de combinacéo reduz
a medida que as concentracdes das substancias aumentam em associa¢do, no entanto, o
efeito antagbnico permanece. A mesma observagdo pode ser feita com o aumento do
tempo de exposicéo (de 24 para 48 horas).

Uma explicacdo para este efeito antagbnico pode ser a incompatibilidade de
grupamentos guimicos, onde poderia ocorrer uma reacao quimica entre 0s componentes
e o resultado seria um ativo com atividade bioldgica reduzida. Essa descricao ja proposta
por (Pavela, 2014) quando realizaram a associacdo do cinamaldeido, um outro
fenilpropandide, com o timol e com o carvacrol contra larvas da lagarta do algodao
(Spodoptera littoralis).

Apesar de ndo ter sido observado para C. hominivorax o efeito sinérgico do anetol
com carvacrol e com o timol ja foi descrito para larvas do mosquito C. quinquefasciatus
(Pavela, 2015) O efeito sinérgico também foi descrito para o timol associado ao anetol

para larvas do besouro considerado um problema no armazenamento de grao, Tribolium
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castaneum (Shahriari et al., 2016). No entanto, grupos distintos de e de insetos, de
diferentes classes e familias, podem apresentar diferentes suscetibilidade a inseticidas.
Por este motivo, o efeito sinérgico do timol e do carvacrol com o anetol foi observado
para outras espécies e ndo para C. hominivorax. Outro ponto importante a ser observado,
foi que o indice de combinacédo reduziu com o aumento da dose e tempo de exposicao,
logo, se testados em concentracOes maiores, seja observado algum efeito associativo
positivo (adi¢do ou sinergismo).

O efeito sinérgico apresentado pelo timol associado ao carvacrol foi possivel ser
observado, para as larvas de C. hominivorax, a partir da segunda faixa de concentracdo
testada. Isso mostra um possivel efeito dependente da dose. O efeito sinérgico da
associacao de timol com o carvacrol ja foi descrito para larvas dos carrapatos e
Amblyomma sculptum, Dermacentor nitens (Novato et al., 2015), R. microplus (Novato
etal., 2019) e foi descrito para o acaro Dermanyssus galinae (Masoumi; Youssefi; Tabari,
2016). O efeito sinérgico desta associacdo (timol + carvacrol) também ja foi descrita para
larvas de outros dipteros como C. pipiens (Ma et al., 2014; Youssefi et al., 2019), M.
domestica (Pavela, 2008) e Drosophila melanogaster (Sousa Silveira et al., 2020),
contudo, este trabalho mostra a primeira descricdo do efeito desta associacdo sobre larvas
de califorideos.

Quando comparados com os testes de mortalidades do timol e carvacrol avaliados
separadamente neste trabalho, foi obtido um percentual mortalidade de 96,7 e 98,3% para
o timol na concentracdo de 1600 pg/cm? (80000 pg/mL) nas avaliages de 24 e 48 horas
apos a exposicao. Ja para o carvacrol, os percentuais de mortalidade foram de 93,3 e 95%
para a concentragdo de 2000 pg/cm? (100000 pg/mL) nos mesmos tempos de avaliagio
mencionados acima. Quando associados, foi possivel observar atividade inseticida
semelhante (99,5% de mortalidade) na maior concentracio avaliada 100 + 100 pg/cm?
(5000 + 5000 pg/mL). Isso mostra que quando associados é possivel reduzir a
concentragdo de timol e carvacrol utilizados em 16 e 20 vezes par obter o mesmo efeito.
Essa reducdo traria de efeitos benéficos de reduzir a toxicidade para o hospedeiro, reduzir
residuo que eventualmente contaminaria o ambiente e reduzir o uso de insumos para a

producdo de uma formulacdo para tratamento in vivo de miiases em animais.
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados neste estudo, foi possivel concluir que:

o Dos 15 OEs avaliados, seis apresentam baixa (C. reticulata, C.
winterianus, J. virginiana, P. graveolans e S. sclarea; seis moderada (C. bergamia, C.
paradisi, C. cassia, C. flexuosus, E. caryophylus e R. officinalis); e trés elevada (I. verum,
O. vulgare e T. vulgaris) atividade frente a larvas de terceiro instar de C. hominivorax;

o Os constituintes majoritarios anetol, carvacrol e timol demonstrado
atividade larvicida frente a larvas de terceito instar de C. hominivorax, com destaque para
a maior atividade e menor dose para o timol.

o Foi observado efeito antagdnico quando o anetol foi associado com o
carvacrol e com o timol e efeito sinérgico dose dependente quando associado o carvacrol

com o timol frente a larvas de terceiro instar de C. hominivorax.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho € possivel observar o potencial dos éleos essenciais como proposta
para controle de infestacdo por larvas de C. hominivorax nos animais domésticos. A
literatura internacional carece de publicagdes que embasem essa aplica¢do, uma vez que
existem poucos trabalhos publicados frente a dipteros causadores de miiases primarias,
como por exemplo C. hominivorax. A maior parte dos trabalhos publicados é frente a
dipteros cujas larvas se desenvolvem em matéria organica em decomposic¢do e atuam
como agentes etioldgicos de miiases secundarias.

Dentre os 15 OEs avaliados neste estudo, foi possivel observar que seis
apresentam baixa atividade larvicida (mortalidade inferior a 25 %): C. reticulata, C.
winterianus, J. virginiana, P. graveolans e S. sclarea; seis moderada atividade larvicida
(percentual de mortalidade de 30 a 60%): C. bergamia, C. paradisi, C. cassia, C.
flexuosus, E. caryophylus e R. officinalis; e trés elevada atividade larvicida (percentual de
mortalidade superior a 90%): I. verum, O. vulgare e T. vulgaris.

A baixa ou moderada atividade desses 6leos essenciais observadas neste estudo
ndo podem ser determinantes para descartar futuras pesquisas. Outros tipos de atividades
bioldgicas podem ser buscados e podem ser complementares para o tratamento de
miiases, como por exemplo, atividade repelente frente a moscas adultas para prevenir a
deposicdo de novas massas de ovos ou atividade cicatrizante, uma vez que larvas de C.
hominivorax podem causar lesdes extensas. Além disso, ajustes na faixa de concentracdo
ou desenvolvimento de formas de aplicacdo podem aumentar a eficacia destes 6leos
essenciais e seus constituintes majoritarios.

A elevada atividade larvicida dos OEs de I. verum, O. vulgare e T. vulgaris foi
repetida quando avaliado os seus constituintes majoritarios, portanto, a atividade
bioldgica de inseticida pode ser atribuida ao anetol, carvacrol e timol. Dentre esses, 0
timol foi o que apresentou melhor desempenho (menor concentragdo letal em menor
tempo) para matar L3 de C. hominivorax. Embora com resultados promissores, é
importante lembrar que este trabalho se trata de uma avaliagdo in vitro. Muitas pesquisas
ainda sdo necessarias para avaliar a aplicabilidade desses compostos em animais quanto
a sua seguranca clinica e comportamento dessas substancias frente a variaveis bioticas e

abioticas que podem ser submetidas apos o tratamento de um animal.
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Quando avaliado o efeito associativo dos constituintes majoritarios que
apresentaram elevada atividade larvicida, foi possivel perceber que o anetol apresentou
efeito antagdnico com o carvacrol e com o timol nas concentracdes avaliadas neste
estudo. Devido ao maior tempo necessario para se obter 100% de mortalidade e a
impossibilidade de associagdo com os outros isolados testados, essa substancia mereca
maior atencdo em outros estudos, avaliando seu potencial frente a outras atividades
bioldgicas e em associagdo com outros ativos.

Por outro lado, a associacao do carvacrol e do timol mostrou ser promissora para
o controle de larvas de C. hominivorax devido a sua capacidade de causar 100% de
mortalidade em concentragdes muito menores do que as observadas destas substancias de
maneira isolada neste estudo. Depois de todos os resultados apresentados neste trabalho
é possivel perceber que OEs podem ser promissores para o controle de larvas de C.
hominivorax. Contudo, é importante ressaltar que OEs apresentam muitas outras
atividades biol6gicas além da atividade inseticida, esses produtos poderiam ser
explorados frente a suas atividades repelentes, na tentativa de prevenir infestacdes ou
reinfestacdes causadas por larvas destes dipteros em feridas. Além disso, muitas dos
componentes de OEs possem potencial como promotores ou coadjuvantes no processo de
cicatrizacdo. Uma outra caracteristica a ser explorado tendo em mente que a infestacao
por larvas deste dipteros podem causar feridas extensas em mamiferos.

Por fim, estudos futuros devem ser realizados com a finalidade de determinar a
atividade repelente, cicatrizante para iniciar o mo o desenvolvimento de formulacdes
farmacéuticas que melhorem sua aplicacdo e eficacia residual no animal, para que
consigam atuar tanto na terapéutica curativa como preventiva para infestagdes por larvas

desse diptero.
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ANEXOS

Anexo A. Certificado de Aprovacdao na CEUA/IV — UFRRJ da coldnia laboratorial de
Cochliomyia hominivorax.

Institubo de ‘Yeterindria da Universidade Federal Aural do Bio de |arsro

UFRRJ . Comissdo de Etica no

i ¥ CYE
Universidade Federal Rural Usa de Animais
do Rio de Janeiro Ugﬁ

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Manutencdo de colonia de Cochliomyia hominivarax em condigbes
laboratoriais”, protocolada sob o CEUA n® 8634020223 o ooz47s, sob a responsabilidade de Thais Ribeiro Correia
Azevedo e equipe; Jéssica Davilla de Assis; Eduardo Fellipe Melo Santos Soares; Monigue Taveira Medeiros; Bruno de
Toledo Gomes; Larissa de Oliveira Santos; Gabriela Ferreira de liveira; Hugo Rocha Sabenca Dias; Raman da Luz
Bezerra; Diefrey Ribeiro Campos - que envolve a producdo, manutengdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata {exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os
preceitos da Lei 11.79%4 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as
normas editadas pele Conselho Macional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela
Comissdo de Etica no Use de Animais da Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rie de Janeire
{CEUA/UFRR]} na reuniao de 07/02/2023.

We certify that the proposal "Maintenance of colony of Cochliomyia hominivorax on laboratory condition®, utilizing &
Bovines {6 males), protocol number CEUA BE34020223 no cozerz), under the responsibility of Thais Ribeiro Correia
Azevedo and team; Jéssica Davilla de Assis; Eduardo Feliipe Melo Santos Soares; Monique Taveira Medeiros; Bruno
de Toledo Gomes; Larissa de liveira S5antos; Gabriela Ferreira de Oliveira; Hugo Rocha Sabenca Dias; Ramon da Luz
Bezerra; Diefrey Ribeiro Campos - which involves the production, maintenance andfor use of animals belanging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata {except human beings), for scientific research purposes or teaching - s in
accordance with Law 11.794 of October B, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the
Hational Council for Contral of Animal Experimentation (CONMCEA), and was APPROVED by the Ethic Committee on
Animal Use of the Veterinary Institute of Rural Federal University of Rio de Janeira (CEUA/UFRR]) in the meeting of
02/07/2023.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Academica)

Vigéncia da Proposta: de 01/2023 a 01/2028  Area: Parasitologia Animal

Origem: Laboratorio de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria da UFRR)
Espécie:  Bovinos sexg: Machos idade: 24 a 96 meses Quantidade: &
Linhagem: mesticos Pesa: 300 a 600 kg

Seropédica, 07 de fevereiro de 2023
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-

Prof. Dr. Fabin Barbour Seatt Viviane de Souza Magalhdes
Coordenador da Comisso de Etica no Uso de Animais Vice-Coondenadiora daai?nTa'?:au de Blica no Uso de
Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do  Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro Rio de Janeiro

ER 465, Km T | Camguss da UFRR| « Seropédica = Rio de janeiro « CEP: 23850.000 - tel: 55 (21} 26823051
Hordrio de atendimento: 34 5 6 das B 45 17h : eqmail: ceuadv.ufrp@gmail com
CELA N BE 34020023
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