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RESUMO

MIRANDA, Fernando Rocha. Avaliacido da eficicia clinica de uma formulacio em spray
contendo carvacrol e eugenol contra Rhipicephalus linnaei e Ctenocephalides felis felis em
cies artificialmente infestados 2026. 69p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias,
Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

A estreita convivéncia entre humanos e animais de companhia aumenta a demanda por terapias
seguras contra ectoparasitos de importancia médico-veterinaria, como Ctenocephalides felis
felis e Rhipicephalus linnaei. O controle convencional, baseado em moléculas sintéticas,
frequentemente associa-se a efeitos toxicos e impacto ambiental deletério, incentivando a busca
por alternativas naturais. Neste contexto, o presente estudo avaliou a eficacia in vivo de uma
formulagdo em spray contendo eugenol e carvacrol, biocompostos com atividade sinérgica
comprovada in vitro, para o controle desses ectoparasitos em cdes da raca Beagle. Foram
utilizados 16 caes Beagle do plantel do LQEPV. Todos os animais selecionados apresentavam
infestacdes basais homogéneas e adequadas (>25% de recuperagdo), sem diferengas estatisticas
entre si. Apds esta verificagdo, os caes foram ranqueados e distribuidos nos grupos tratado (GT)
e controle (GC). O grupo tratado recebeu a formulac¢do no dia 0, com a eficicia avaliada aos
+2, +7 e +14 dias, enquanto o controle permaneceu sem tratamento. A carga parasitaria foi
avaliada pela contagem dos ectoparasitos retidos apds a infestagdo artificial de cada animal com
25 casais de R. linnaei e 50 casais de C. felis felis. Os valores de média geométrica no grupo
controle (GC) mantiveram-se estdveis ao longo do periodo experimental, registrando 35,8
(D+2), 33,8 (D+7) e 35,0 (D+14) para R. linnaei, ¢ 52,8 (D+2), 65,8 (D+7) e 80,8 (D+14) para
C. felis felis. Em contraste, o grupo tratado (GT) apresentou uma reducdo significativa, com
médias de 1,39 (D+2), 15,76 (D+7) e 32,64 (D+14) para R. linnaei, e 0,54 (D+2), 24,97 (D+7)
e 50,09 (D+14) para C. felis felis. Com base nesses resultados, a eficacia acaricida da
formulagdo foi calculada em 96,11% (D+2), 53,32% (D+7) e 6,77% (D+14) para R. linnaei,
enquanto a eficacia pulgicida atingiu 98,97% (D+2), 62,05% (D+7) e 38,02% (D+14) para C.
felis felis. O perfil de seguranga mostrou-se satisfatorio, uma vez que nao foram observados
sinais de toxicidade ou alteragdes hematologicas e bioquimicas significativas. Conclui-se que
a associacdo em estudo configura uma alternativa natural, eficaz e segura para o controle
estratégico desses ectoparasitos.

Palavras-chave: Biocontrole, Terpenoides, Fenilpropanoides, Carrapatos, Pulgas



ABSTRACT

MIRANDA, Fernando Rocha. Evaluation of the clinical efficacy of a spray formulation
containing carvacrol and eugenol against Rhipicephalus linnaei and Ctenocephalides felis
felis in artificially infested dogs 2026. 69p. Thesis (Doctor in Veterinary Science, Veterinary
Parasitology). Veterinary Institute, Department of Animal Parasitology, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

The close coexistence between humans and companion animals increases the demand for safe
therapies against ectoparasites of medical and veterinary importance, such as Ctenocephalides
felis felis and Rhipicephalus linnaei. Conventional control, based on synthetic molecules, is
often associated with toxic effects and deleterious environmental impact, encouraging the
search for natural alternatives. In this context, the present study evaluated the in vivo efficacy
of a spray formulation containing eugenol and carvacrol, biocompounds with proven
synergistic activity in vitro, for the control of these ectoparasites in Beagle dogs. Sixteen Beagle
dogs from the LQEPV colony were used. All selected animals presented homogeneous and
adequate basal infestations (>25% recovery), with no statistical differences between them. After
this verification, the dogs were ranked and distributed into treated (TG) and control (CG)
groups. The treated group received the formulation on day 0, with efficacy evaluated on days
+2, +7, and +14, while the control group remained untreated. Parasite load was assessed by
counting retained ectoparasites after artificial infestation of each animal with 25 pairs of R.
linnaei and 50 pairs of C. felis felis. Geometric mean values in the control group (CG) remained
stable throughout the experimental period, recording 35.8 (D+2), 33.8 (D+7), and 35.0 (D+14)
for R. linnaei, and 52.8 (D+2), 65.8 (D+7), and 80.8 (D+14) for C. felis felis. In contrast, the
treated group (TG) showed a significant reduction, with means of 1.39 (D+2), 15.76 (D+7), and
32.64 (D+14) for R. linnaei, and 0.54 (D+2), 24.97 (D+7), and 50.09 (D+14) for C. felis felis.
Based on these results, the acaricidal efficacy of the formulation was calculated as 96.11%
(D+2), 53.32% (D+7), and 6.77% (D+14) for R. linnaei, while the fleacidal efficacy reached
98.97% (D+2), 62.05% (D+7), and 38.02% (D+14) for C. felis felis. The safety profile was
satisfactory, as no signs of toxicity or significant hematological and biochemical alterations
were observed. It is concluded that the studied association represents a natural, effective, and
safe alternative for the strategic control of these ectoparasites.

Keywords: Biocontrol, Terpenoids, Phenylpropanoids, Ticks, Fleas.
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1 INTRODUCAO

A convivéncia entre humanos e animais de companhia, ¢ algo estabelecido hé séculos.
Esta relacao mutualistica iniciou-se entre canideos e hominideos coletores-cagadores onde os
animais, além de serem utilizados como protegdo ativa contra investidas de animais selvagens,
também ofereciam suporte em cagas, afugentando e capturando presas para a alimentagdo de
ambos. Este vinculo se intensifica muito, principalmente depois da pandemia de COVID-19
onde pets passam a ser utilizados por humanos também como atenuadores de estresse,
ansiedade, e da soliddo do isolamento.

Este crescente vinculo atualmente se mostra na constante preocupagao dos responsaveis
com o bem-estar animal, fator que impulsiona amplamente o desenvolvimento de farmacos e
protocolos terapéuticos cada vez mais seguros, principalmente contra ectoparasitos, priorizando
a eficéacia e a seguranca das moléculas.

As pulgas Ctenocephalides felis felis e os carrapatos que incluem o taxon Rhipicephalus
sanguineus sensu lato (s.1.) sdo os principais ectoparasitos de caes e gatos. Sua importancia ndo
se restringe ao potencial de parasitismo, causando espoliacdo sanguinea e reacdes alérgicas,
mas estende-se aos danos indiretos que impdem a saude dos hospedeiros, por atuarem como
vetores de microrganismos patogénicos. Entre os agentes transmitidos por esses ectoparasitos,
destacam-se, para os carrapatos, Rickettsia spp., Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Babesia spp.
e Mycoplasma spp., enquanto as pulgas sdo reconhecidas como vetores de Bartonella spp. e do
cestoda Dipylidium caninum.

Historicamente, o controle de ectoparasitos em animais de companhia baseava-se no
uso de moléculas sintéticas aplicadas por imersdo ou pulverizacdo, como piretroides e
formamidinas, farmacos amplamente associados a efeitos toxicos nos animais tratados.
Atualmente, embora novas classes farmacologicas e grupos quimicos mais seguros estejam
disponiveis, os produtos sintéticos ainda constituem a principal ferramenta de controle, tanto
nos animais quanto no ambiente. A facilidade de acesso a esses produtos pela populagao, aliada
a sua ampla utilizagdo, mantém o risco de intoxicagdes acidentais e contaminacao ambiental
como uma preocupacgdo constante. Esse cendrio reforga a necessidade de se investigar e
desenvolver alternativas eficazes e mais seguras, como as formulacdes a base de compostos
naturais, que possam minimizar os impactos adversos associados ao controle quimico
convencional.

Tendo em vista tal problematica, a utilizacdo de fitoinsumos e seus derivados para o
controle de infestagdes por ectoparasitos em animais de companhia, tem se destacado como,
além de uma alternativa sustentavel, também segura para o meio ambiente e o paciente. Dentro
desta area, os extratos vegetais, 0leos essenciais € os biocompostos isolados botanicos, que sdao
provenientes de plantas como o cravo-da-india (Syzygium aromaticum) e o orégano (Origanum
vulgare) demonstram atividades acaricidas e pulgicidas. Nesse contexto, a formulagdao em spray
apresenta-se como uma estratégia farmacotécnica ideal para veicular compostos naturais
volateis, como os terpenoides e fenilpropanoides. Esta forma de aplicacdo, por atomizagao
direta, garante uma cobertura uniforme e imediata da superficie corporal, assegurando que todos
0s compostos atinjam simultaneamente o sitio de acao, potencializando associagdes sinérgicas
e otimizando a eficacia do tratamento.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia in vivo de uma formulagdo spray
contendo eugenol e carvacrol no controle simultaneo de infestagdes por Ctenocephalides felis
felis e Rhipicephalus linnaei em caes artificialmente infestados, visando contribuir para o
desenvolvimento de alternativas mais seguras e sustentaveis aos ectoparasiticidas sintéticos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O complexo Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.): “O Carrapato Marrom dos
Caes”

Com uma distribuigdo geografica bem definida, o popularmente conhecido como
“carrapato marrom dos caes” ou “carrapato vermelho dos caes” compreende um amplo
complexo taxondmico de espécimes de R. sanguineus (s.l.). Na América Latina, a regido
neotropical abriga as chamadas “espécies tropicais” (do Brasil ao México), enquanto as
“espécies temperadas” sdo endémicas das regides subtropicais (Argentina, Paraguai e Uruguai)
(Labruna et al., 2017). As infestagdes por esses ectoparasitos apresentam grande relevancia
médica, uma vez que tratam-se de espécies altamente adaptdveis, encontradas tanto em
ambientes rurais quanto urbanos (Nieto-Cabrales ef al., 2024; Dantas-Torres, 2010).

Pertencente ao filo Arthropoda, ¢ a familia taxondomica Ixodidae, o género
Rhipicephalus foi inicialmente descrito como Ixodes sanguineus por Latreille (1806), sendo
posteriormente alterado para o atual R. sanguineus, que ainda é extensamente estudado,
inclusive com o uso de biologia molecular, fato comprovado pela recente descoberta de um
nedtipo, a linhagem tropical do R. sanguineus (s.l.), padronizada entdo como Rhipicephalus

linnaei (glapeta et al, 2022; Dantas-Torres et al., 2013°; Dantas-Torres et al., 2010).

2.2 Rhipicephalus linnaei: Espécie Tropical do Complexo Rhipicephalus sanguineus sensu
lato

O carrapato R. sanguineus (s.l.) tem sido alvo de diversos estudos taxonomicos,
responsaveis pelo surgimento de duas subdivisdes; R. /innaei (s.l.) “tropical” ou “linhagem
tropical” e R. sanguineus (s.l.) “linhagem temperada”, ambas definidas primariamente pela sua
distribuicdo geografica bem relatada (Slapeta et al., 2022; Dantas-Torres et al., 2013P).

Na América Latina, a linhagem tropical ¢ bem relatada, em regides de clima mais
quente. Essa caracteristica ¢ particularmente marcante no Brasil, um pais de dimensdes
continentais que, devido a sua extensdo latitudinal, abriga uma variedade de climas, indo do
semiarido ao subtropical (Labruna et al., 2017; Martins et al., 2016).

A distribuicao geografica € um dos fatores cruciais para a determinagao da espécie pois,
sao morfologicamente semelhantes, se diferem fisiologicamente e geneticamente apenas. A
linhagem temperada ¢ significativamente mais tolerante ao frio, exibindo uma taxa de
sobrevivéncia superior em condi¢gdes de inverno nas regides do cone sul da américa latina, fator
que explica o motivo da linhagem tropical ndo conseguir estabelecer populagdes nestas areas,
sendo endémica das porgdes mais tropicais do pais (Slapeta et al., 2022; Labruna et al, 2017).

2.2.1 Rhipicephalus linnaei: Ciclo de vida e Morfologia

Linhagem tropical do complexo R. sanguineus (l.s.), R. linnaei expressa
necessariamente ciclo trioxénico, determinado por fases no ambiente necessdria para a
realizagdo de postura e ecdise, e fases em hospedeiros diferentes, para alimentagdao
necessariamente hematofaga e copula. Outra caracteristica importante € o seu hébito nidicola,
ou seja, sdo carrapatos com habitos internos ou endofilicos, possuem também geotropismo
negativo, sendo comumente encontrados fora do hospedeiro, em paredes, telhados, cumeeiras
e colunas de alpendres, fato que aumenta o potencial de parasitismo deste carrapato, tendo em
vista que o ambiente passa também ter bastante importancia na luta contra infesta¢des. O ciclo
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de vida do R. linnaei ¢ bastante complexo, necessitando de trés hospedeiros, além do
envolvimento ambiental para evolucdo e postura, sendo representado por quatro estagios: ovo,
larva, ninfa e adultos (Bandaranayaka et al., 2022; Nava ef al., 2018; Dantas-Torres, 2010).

Diferentemente da linhagem temperada, o R. linnaei ndo realiza a diapausa, seu
desenvolvimento ¢ continuo, vantajoso em climas quentes, porém, incompativel com regides
mais frias, onde as formas imaturas nao resistiriam (Labruna et al., 2017).

Os ovos do R. linnaei, geralmente encontrados em massas posturais escondidas no
ambiente, tem caracteristicas esféricas, de tamanho pequeno, possuindo uma coloragao que
pode variar entre marrom claro ou tons amarelados escuros. Sao postos por fémeas ingurgitadas
em forma de massa postural, contendo entre 1500 e 4000 ovos, que podem eclodir num periodo
entre 6 dias a semanas (Dantas-Torres, 2010). Ovos e posturas podem ser observados na figura
1.

Figura 1. Ovos de Rhipicephalus linnaei observados em microscopio estereoscopico (40X) (A),
Massas posturais obtidas em laboratorio com temperatura e umidade controladas (B). Fonte:
Arquivo pessoal

O periodo de incubacdo dos ovos desses carrapatos ¢, em média, de 23 dias, sendo
influenciado por fatores como umidade e, principalmente, temperatura. A eclosdo dos ovos
ocorre dentro de uma amplitude térmica de 20 a 30°C, com temperaturas superiores a 27°C
acelerando significativamente o processo. As larvas recém-eclodidas ndo possuem capacidade
imediata de parasitar o hospedeiro, necessitando de um periodo de maturac¢ao para o completo
endurecimento do exoesqueleto, o que as torna aptas a fixacdo e ao inicio do processo de
alimentacgdo (Labruna et al., 2017; Dantas-Torres, 2010).

A fase larval destaca-se pela baixa especificidade parasitaria, infestando diversos grupos
de mamiferos, aves e répteis, incluindo humanos. Nesse estagio, os individuos sdo hexapodes
(possuem trés pares de patas), conforme ilustrado na Figura 2, e medem aproximadamente 0,50
mm de altura por 0,40 mm de largura. Além disso, as larvas podem permanecer vidveis no
ambiente por até 60 dias a espera de um hospedeiro, em um processo de alimentagdo que, uma
vez iniciado, dura entre 3 ¢ 10 dias. (Dantas-Torres, 2010; Oliveira et al., 2005).



Figura 2. Larva de Rhipicephalus linnaei apresentando como caracteristica que a identifica
taxonomicamente, seus trés pares de patas. Fonte: Arquivo pessoal.

Apos a alimentagdo, as larvas se desprendem e caem no ambiente, se abrigam e realizam
a ecdise, que € o processo de evolugdo de fases com a troca do exoesqueleto de quitina,
transformando-se em ninfas, processo que pode durar até 15 dias. Nesta fase, os quatro pares
de patas sdo observados e sdo maiores que as larvas, medindo em torno de 1,20 cm de altura e
0,6 mm de largura, porém, ainda ndo apresentam dimorfismo sexual e necessitam mais uma vez
procurar um hospedeiro novo para sua alimentacdo que pode perdurar por até 11 dias, dando
continuidade ao ciclo (Nava et al., 2018; Dantas-Torres, 2010). A figura 3 demonstra as
caracteristicas morfologicas da vista superior de uma ninfa de R. linnaei.

A P M T EELFT FE R RSt
Figura 3. Vista dorsal de uma ninfa de Rhipicephalus linnaei, onde podem ser observados seus

quatro pares de patas. Fonte: Arquivo pessoal.




Assim como a fase larval, as ninfas alimentadas mais uma vez se desprendem do
hospedeiro e procuram um ambiente seguro para a realiza¢do da ecdise que a transformara desta
vez em adultos. Os adultos, além de apresentarem dimorfismo sexual, também exibem agora
seu escudo dorsal, caracteristico dos ixodideo (carrapatos duros). Os machos apresentam um
escudo ndo ornamentado que se prolonga por todo idiossoma, enquanto as fémeas tém apenas
um terco do corpo preenchido pelo escudo, tendo em vista que necessitara ingurgitar
completamente, para realizar a oviposi¢ao. O aparelho bucal, denominado gnatossoma, é curto
e tem uma base em forma de hexagono, suas coxas, no primeiro par apresentam divisdes que
as tornam bifidas, na regido ventral, as placas ventrais adanais sdo apresentadas em pares ¢ a
estrutura respiratoria, denominada peritrema, ¢ em formato de virgula (Nava ef al., 2015; Grey
etal.,2013; Dantas-Torres, 2010). A figura 4 apresenta dois espécimes adultos ndo alimentados
de R. linnaei com enfoque no escudo dorsal que permite a caracterizagao sexual.

Figura 4. Rhipicephalus linnaei fémea adulto com o escudo delimitado até menos da metade
do corpo (A) e um macho com seu escudo recobrindo todo o corpo (B).

A fase adulta tem inicio apds a ecdise da fase de ninfa, quando os carrapatos, ja na
forma adulta, sobem no hospedeiro para dar continuidade ao ciclo reprodutivo. Apods a copula,
que ocorre sobre o hospedeiro, a fémea ingurgita-se completamente com sangue, sendo entdao
denominada tele6gina ou fémea ingurgitada (Figura 5).

Esse processo de alimentacdo sanguinea dura, em média, de 8 a 10 dias. Uma vez
repleta, a fémea desprende-se do hospedeiro e direciona seu metabolismo para o
desenvolvimento do sistema reprodutivo e a posterior postura de ovos, que pode ocorrer em até
duas semanas, sempre em locais protegidos no ambiente. Enquanto isso, o macho adulto
permanece aderido ao hospedeiro por um periodo mais longo, podendo copular com diversas
fémeas. (Gray et al, 2013; Dantas-Torres, 2013°).
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Figura 5. Rhipicephalus linnaei fémea adulta ingurgitada, prestes a realizar sua postura. Fonte:
Arquivo pessoal.

2.3 Ctenocephalides felis felis: “A pulga dos Gatos”

Os sifonapteros (Ordem Siphonaptera), sdo representados pelas pulgas, pequenos
insetos, de coloragdo castanha, achatados lateralmente, desprovidos de asas ¢ com ampla
habilidade para o salto. Sio membros do filo Arthropoda, classe Insecta a familia Pulicidae tem
como um dos principais género: Ctenocephalides, sendo a subespécie C. felis felis, um dos mais
importantes encontrada parasitando gatos e caes de maneira cosmopolita (Moore ef al., 2024;
Rust, 2017; Hastriter e Whiting, 2009).

As pulgas C. felis felis sdo insetos pequenos, medindo em média 2 mm de comprimento,
especialmente quando ndo alimentadas. Como todos os membros da ordem Siphonaptera (do
grego siphos, 'sifao, e aptera, 'desprovido de asas'), possuem um corpo achatado lateralmente,
pernas posteriores adaptadas para o salto e um ciclo de vida holometabolico, passando por
metamorfose completa. A caracteristica morfoldgica distintiva desta espécie ¢ a presenca de
ctenidios, uma estrutura em forma de pente, localizado na regido pronotal e genal da cabega,
composto por oito a nove espinhos orientados horizontalmente. (Hastriter e Whiting, 2009).

Apenas a fase adulta é a forma parasitaria, hematofaga, com aparelho bucal modificado
para penetrar a epiderme do hospedeiro e promover a suc¢ao do sangue, possibilitando assim a
oogénese e espermatogénese, promovendo a oviposi¢ao, perpetuando o seu ciclo que ocorre
majoritariamente no ambiente, estando apenas em torno de 5% das pulgas no hospedeiro, o
restante, 95% se encontram no ambiente como formas imaturas (Franc et al., 2013; Hastriter e
Whiting, 2009; Dryden, 1993).



2.3.1 Ctenocephalides felis felis: Ciclo de vida e Morfologia

Os ovos destas pulgas sdo postos principalmente a noite ainda no hospedeiro, e
posteriormente, apos algumas horas, caem ao solo, principalmente em camas, panos ¢ demais
locais de descanso e repouso dos hospedeiros. Os ovos sao bastante susceptiveis a variagoes de
temperatura e umidade, eclodindo principalmente em valores de temperaturas entre 20 e 30 °C,
com uma umidade acima de 50%. Estes valores ideais ndo querem dizer que os ovos ndo
eclodirdo em dias quentes ou frios, h4 sim nesses dias uma diminui¢ao na taxa de eclodibilidade.
Mas naturalmente, os ovos eclodem em 24h de onde emergem as larvas (Du Rand 2001; Dryden
2009; Dryden, 1993). Morfologicamente, os ovos de C. felis felis sdo esbranquicados, lisos e
alongados, caracteristicas que podem ser observadas na Figura 6, a qual os exibe sob ampliagao
de lupa.

v
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Figura 6. Ovos de Ctenocephalides felis felis observados em lupa. Fonte: Arquivo pessoal.

As larvas de C. felis felis, bem como as larvas de outros insetos, possuem estagios de
desenvolvimento chamados de instares larvais. Estes instares sdo determinados pelo tempo e
pelo tamanho das larvas, que nesta fase, ndo hematdfaga, se alimentam de matéria organica do
ambiente, fezes de pulgas adultas e, caso haja baixa demanda de nutrientes, como alternativa,
praticam o canibalismo com outras larvas (Hsu ef al., 2002; Correia et al., 2003).

Assim como os ovos, as larvas de C. felis felis dependem criticamente de condi¢des
especificas de temperatura e umidade para evoluirem. O desenvolvimento larval ocorre em trés
estagios ou instares (L1, L2 e L3), cada um com duragdo variavel, mas que, em condi¢des
Otimas, completam-se em aproximadamente 5 a 11 dias. Morfologicamente, as larvas sdo
vermiformes (com formato de verme), apodas (desprovidas de patas) e possuem corpo
esbranquicado e coberto por cerdas esparsas. Sua nutri¢do ¢ baseada em matéria organica do
ambiente, com destaque para o sangue desidratado presente nas fezes das pulgas adultas. O
comportamento canibal ¢ registrado em situacdes de escassez alimentar, quando as larvas
podem predar outras do mesmo estagio.

A fase de pupa, que pode durar de uma semana até aproximadamente cerca de seis meses
em condi¢des favordveis, constitui o estagio de maior resisténcia do ciclo de vida da C. felis
felis. Morfologicamente, a pupa se forma dentro de um casulo protetor, confeccionado pela
larva com seda e particulas do ambiente, como poeira e areia, o que lhe confere camuflagem.
Essa estrutura ¢ crucial para proteger o inseto durante a metamorfose contra predadores e
dessecacao, sem impedir as trocas gasosas. Desenvolvem-se preferencialmente em ambientes
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amenos (27-30°C e >50% de UR) e, por serem menos suscetiveis a intempéries, sao
encontradas em locais protegidos da luz, como sob mdveis, em tapetes ou frestas. Condigdes
adversas durante a alimentacao larval podem resultar em "pupas nuas", um estdgio anomalo em
que o casulo ndo ¢ formado adequadamente. Por fim, estimulos mecanicos como vibragdes de
passos ou movimentos proximos sdo suficientes para desencadear a eclosdo do adulto ja
formado. (Dryden 2009, Hsu et al., 2002).

Imediatamente apds emergirem das pupas, as formas adultas da pulga buscam pelo seu
hospedeiro para a alimentacdo. Ao passo que se alimentam, defecam no hospedeiro, gerando
subsidio nutricional para as larvas do ambiente, fomentando o ciclo. Estes parasitos tém suma
importancia médico veterinaria por causarem danos direto, bem como por transmitirem doengas
importantes (Moore et al., 2024; Dryden 2009). Podem ser observadas as fases de larva, pupa
e adulto, na figura 7.

de lupa (B), Puparios (C) e Pulga adulta ap6s emergir (D). Fonte: Arquivo pessoal.

2.4. Rhipicephalus Linnaei e Ctenocephalides felis felis: Importancia Médico Veterinaria
e Para a Saide Unica

Pulgas e carrapatos tem a atencdo da medicina pelo seu papel importante, tanto por
problemas causados a animais, quanto para humanos, por desencadearem alteragdes
dermatologicas, e transmitirem doengas que podem levar o paciente inclusive a 6bito (Cunha
et al., 2009; Dantas-Torres et a. 2006°; Brouqui e Raoult, 2006).



Ectoparasitos ndo assolam apenas animais, a saide unica se preocupa inclusive com
infestagdes em humanos. Pessoas em situacdo de rua sdo muito mais expostas a infestagoes,
inclusive por pulgas do género Ctenocephalides e carrapatos do género Rhipicephalus, fato que
demonstra a importancia de cada vez mais, explorarmos alternativas seguras e eficazes para o
controle de infestacdes (Brouqui e Raoult, 2006).

O amplo potencial de adaptabilidade e parasitismo, faz com que o R. linnaei seja uma
espécie bastante importante com relagdo a saide dos animais. Sao artropodes hematofagos, ou
seja, em infestacdes massivas, além de espoliagdo sanguinea, suas glandulas salivares podem
secretar na saliva, componentes imunossupressores que sao responsaveis pela diminuicdo da
resposta imune do hospedeiro a infestagdes consecutivas, causando dermatites alérgicas,
prurido e desconforto (Nieto-Cabrales et al., 2024; Abreu et al., 2021; Mathias et al., 2011).
Secundariamente, as infestagdes em todas as fases de vida parasitaria, causam danos a saude do
hospedeiro, principalmente pela transmissdo de patdgenos como Anaplasma spp., Babesia
vogelli, Cercopithifilaria spp., Erlichia canis, Hepatozoon canis, agentes que podem
desencadear processos patologicos severos, podendo evoluir até a morte (Latrofa et al., 2014;
Dantas-Torres et al., 2006?).

As infestagdes por pulgas C. felis felis causam intensos processos inflamatorios
dermatoldgicos com prurido e, em infestacdes massivas, principalmente aquelas que ocorrem
concomitante com R. linnaei, causam grande espoliagcdo sanguinea, fomentando quadros de
anemias (Dryden e Gaafar 1991). Ainda falando de danos diretos causado pelo parasitismo
primario destes ectoparasitos, a DAPE, doenca alérgica a picada de ectoparasitos ¢ uma
hipersensibilidade do tipo 1, mediada por IgE, mastdcitos e basofilos, com intensa atividade de
histamina, ou seja, apresentando muito prurido seguido de eritema, laceracdes, infeccdes
secundarias por bactérias e até infestagdes secundarias por larvas de moscas biontéfagas, como
a Cochliomyia hominivorax, causando miiases primdrias (Curtis, 2021; Sykes et al., 2021; Choi
etal.,2015; Bruet et al.,2012). A figura 8 mostra um cado expressando sinais clinicos de DAPE,
diagnosticada juntamente com uma infestacdo mutua entre C. felis felis e R. linnaei.

A
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Figura 8. Sinais clinicos de doenga alérgica a picada de ectoparasitos em ciio infestado por
pulgas Ctenocephalides felis felis e carrapatos Rhipicephalus linnaei. Fonte: Arquivo pessoal.

Assim como os carrapatos, pulgas transmitem uma gama de microrganismos
patogénicos como. Bartonella clarridgeiae, Bartonella henselae, Coxiella burnetii,
Mycoplasma spp., Rickettsia felis, Rickettsia typhi e até Yersinia pestis, a bactéria causadora da
doenca “peste negra” que assolou a Europa na idade média. Mas ndo apenas bactérias, a C. felis
felis em gatos e participa como hospedeira intermediaria do cestéide Dipylidium caninum e do
nematoide Acanthocheilonema reconditum, ambos causadores de patologias que pode afetar
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severamente a saide dos animais infestados (Moore et al., 2024; De Melo et al., 2023; Gopinath
et al.,2018; Bland et al., 2016; Napoli et al., 2014).

2.5 Evolucio Historica do Controle de Pulgas e Carrapatos na Medicina Veterinaria

Nao ¢ de hoje que a preocupagdo com as infestagdes por ectoparasitos em animais, tem
ganhado o foco da terapéutica para o seu controle, registros antigos como os encontrados em
textos gregos e papiros egipcios, ja demonstravam como 0s recursos naturais desempenhavam
importante papel, compondo as primeiras classes de ectoparasiticidas utilizadas para o controle
de pulgas e carrapatos (Wall e Shearer, 2001).

O papiro de Ebers, um dos mais antigos tratados médicos, ja descrevia no seu compéndio
de moléculas, tratamentos naturais para o controle e repeléncia de pulgas, moscas e outros
artropodes que assolavam a sociedade egipcia, com o uso de dleos essenciais, explorando a
atividade de plantas do género Commiphora (mirra), ricas em terpendides e minerais, como o
enxofre, utilizado em fumigagdo para a eliminagdo de pragas em alimentos e possivelmente,
ectoparasitos em animais (Dekebo et al., 2021, Panagiotakopulu et al., 1995).

Até entdo, o controle quimico de ectoparasitos era majoritariamente feito com
componentes naturais, porém, no inicio século XX, com o descobrimento de moléculas
sintéticas, como  organoclorados como o dicloro-difenil-tricloroetano  (DDT),
organofosforados, e carbamatos, rapidamente houve uma répida inser¢cao destes componentes
em formulagdes acaricidas e pulgicidas, dando inicio a uma mudanca na terapéutica de animais
infestados que reverbera até hoje; o advento do controle de infesta¢des, inclusive ambientais,
com ectoparasiticidas sintéticos (Coles e Dryden, 2014; Wall e Shearer, 2001).

As piretrinas representam uma classe de moléculas bioativas de origem vegetal, cuja
descoberta remonta a mais de um século. Sua aplicagdo na medicina veterinaria consolidou-se
a partir da década de 1950, com o advento da sintese andloga de piretroides, o que permitiu seu
uso ampliado no controle de artropodes em animais de companhia. Extraidas
predominantemente do crisantemo (Chrysanthemum cinerariaefolium), as piretrinas naturais
exibem notavel toxicidade seletiva, sendo aproximadamente 2000 vezes mais letais para insetos
do que para vertebrados. Apos cerca de 20 anos de uso, os piretroides comecaram a ser
suplantados por uma nova classe de compostos: as formamidinas. O amitraz emergiu como o
principal representante deste grupo, sendo considerado mais seguro que seus antecessores,
embora também associado a uma gama de efeitos toxicoldgicos (Costa, 2020; Ujihara, 2019;
Anadon et al., 2009).

Na década de 1980, o cendrio de controle parasitario foi revolucionado com o
desenvolvimento das lactonas macrociclicas (avermectinas € milbemicinas). A ivermectina, seu
principal representante, destacou-se imediatamente por sua potente atividade ectoparasiticida
contra uma gama de artrépodes. Um avango notavel foi seu perfil de agdo endectocida, uma
propriedade rara para a época, que permitia o controle simultaneo de ecto e endoparasitos com
uma unica molécula, elevando significativamente o padrao de eficdcia na medicina veterindria.

Ainda no fim da década de 80, uma nova classe ¢ somada para lidar contra infestacdes,
os fenilpirazodis, com o fipronil, firmaco utilizado até os dias atuais, com uma maior margem
de seguranca, no quesito de toxicidade (Cid, et al., 2016; Campbell, 2012).

Neste ponto, o uso de moléculas sintéticas de maneira indiscriminada, gerou um
importante obstaculo para a eficicia dos protocolos terapéuticos, a resisténcia parasitaria,
identificada em todas as moléculas anteriormente utilizadas, principalmente em carrapatos
(Klafke et al., 2017). Frente a isto, a estratégia de controle migrou do foco exclusivo no
potencial adulticida para a incorporacao dos reguladores de crescimento de insetos (IGRs),
como os andlogos do hormonio juvenil (AHJ) e os inibidores da sintese de quitina (ISQ). Esses
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compostos atuam como ectoparasiticidas disrruptores, visando interromper o ciclo do parasito
ao atingirem especificamente as fases imaturas. Sao empregados principalmente no controle de
pulgas, onde sua a¢do sobre ovos e larvas € crucial, mas também apresentam a¢ao sobre estagios
larvais e ninfais de carrapatos. Seu uso, frequentemente concomitante com adulticidas,
representa uma tentativa de reduzir a pressdo de selecao que leva aos eventos de resisténcia.
(Showler et al., 2019; Pener, 2002).

Em 2014, ocorre uma revolug@o no controle quimico de ectoparasitos, o advento das
isoxazolinas, moléculas seguras e eficazes no controle de diversos ectoparasitos, desde
infestacdes por pulgas e carrapatos, até sarnas e miiases, facilitando inclusive o manejo, tendo
em vista que sua farmacocinética apresenta uma caracteristica importante que faz com que este
farmaco tenha uma boa biodisponibilidade por um periodo prolongado, protegendo os animais
de reinfestagdes, inclusive. (Zhou et al., 2022; Andriotti ef al., 2021).

O uso de farmacos sintéticos ao longo dos anos, tem sido motivo de extensa
preocupacao, tanto pelos seus efeitos toxicos, quanto pelos seus residuos ambientais, poluindo
rios e solo, em resposta a isto, observam-se um retorno a exploracdo de moléculas naturais,
assim como nos primoérdios, porém, desta vez, respaldados pela ciéncia farmacéutica, que
permite uma padronizagdo, otimizagdo e comprovagdo da eficacia, sempre buscando um
equilibrio entre terap€utica e solugdes sustentaveis, buscando manter-se alinhados aos
principios de “One Health” (Ferreira et al., 2022, Dryden, 2009). A Tabela 1 faz um apanhado
da evolugdo das classes farmacologicas sintéticas, utilizadas contra ectoparasitos na medicina
veterinaria.

Tabela 1. Grupos quimicos utilizados para o controle de ectoparasitos, de acordo com o tempo.

Grupo quimico Advento Moléculas
(década)
Organoclorados 1940 DDT e Lindano
Organofosforados 1940 Diazinone Clorpirifos.
Carbamatos 1950 Carbaril, Propoxur.
Piretroides 1950 Permetrina, Deltametrina, Cipermetrina, Flumetrina
Formamidinas 1970 Amitraz
Lactonas 1980 Ivermectina, Doramectina, Selamectina, Milbemicina
Macrociclicas oxima, Eprinomectina
Neonicotinodides 1990 Imidacloprida, dinotefuran e nitempiram
Fenilpirazois 1990 Fipronil
Spinosinas 1990 Spinosad
AHJ 1990 - 2000 Piriproxifeno
ISQ 1990 - 2000 Lufenuron, Novaluron
Isoxazolinas 2014 Fluralaner, Afoxolaner, Lotilaner, Sarolaner

AHIJ: Analogo do hormdnio juvenil; ISQ: Inibidor da sintese de quitina

2.6 Evoluciao Historica Das Formas Farmacéuticas No Controle De Ectoparasitos Na
Medicina Veterinaria
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A medicina veterindria, diferentemente da humana, depara-se com uma gama de
particularidades anatomicas, fisioldgicas e comportamentais inerentes a cada espécie. Tais
varidveis impdem a necessidade de desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas especificas,
adaptadas as demandas individuais de cada animal. Um exemplo importante reside no sistema
digestdrio onde caes, felinos, suinos e equideos sdo monogastricos, a0 passo que 0s ruminantes
sdao poligastricos. Essa distingdo, por si sO, representa um significativo obstaculo para o
desenvolvimento e a eficacia de formulacdes de administracdo oral (Hardee; Baggo, 2021;
Martinez; Hunter, 2010).

No que concerne as formulag¢des de uso topico, a diversidade morfologica da pele e da
cobertura pilosa entre as espécies surge como outro desafio de mesma magnitude. A arquitetura
folicular ¢ altamente variavel: caes e gatos, por exemplo, apresentam foliculos compostos, cuja
densidade e propor¢cdo de pelos primarios e secundarios variam inclusive entre ragas.
Evidéncias farmacocinéticas demonstram que tais disparidades morfoldgicas resultam em
perfis de absor¢do e distribuicdo cutdnea notadamente distintos para um mesmo farmaco,
reforcando a impossibilidade de se estabelecer uma formulagdo universal (Baynes et al., 2012;
Toutain et al., 2010).

Historicamente, as primeiras intervengdes destinadas ao controle de ectoparasitos em
animais de producdo e companhia baseavam-se em preparacdes empiricas, muitas delas
derivadas de praticas agricolas ou de formula¢des humanas, sem padronizacdo quanto a
concentracdo ou seguranga. Diversas substancias de origem natural ou mineral foram testadas
como ectoparasiticidas, entre as quais se incluiam 6leos vegetais e animais como o de algodao
e o de peixe, petroleo bruto, querosene, creosoto, extrato de tabaco, sabao e misturas de enxofre
com querosene. Esses compostos, aplicados principalmente sob a forma de banhos de imersao,
refletem o carater experimental e empirico das primeiras tentativas de controle quimico de
ectoparasitos. (George 2000; Waltisbuhl ez al., 2005).

Ao longo do século XX, o avango da farmacotécnica veterinaria, aliado ao
aprofundamento dos estudos em farmacocinética e farmacodindmica comparadas, permitiu o
desenvolvimento de formulagdes mais seguras e especificas para cada espécie animal (Dos
Santos et al., 2021; Toutain et al., 2010).

O surgimento das formulagdes pour-on e spot-on, bem como das coleiras impregnadas,
representou um marco na terapéutica antiparasitaria topica, garantindo maior praticidade,
eficacia e adesdo ao tratamento. No entanto, as formulagdes em spray mantém-se como uma
alternativa relevante, principalmente por oferecerem a possibilidade de aplicagdo direcionada e
cobertura imediata de toda a superficie corporal, permitindo o contato rapido e uniforme dos
principios ativos com os ectoparasitos, além de serem particularmente Uteis no tratamento de
infestacoes localizadas ou em situacdes em que a absorc¢ao sistémica deve ser evitada. Ao longo
desse processo, também se observou a manuten¢do do uso de formulacdes em spray. Em
diferentes €pocas, essas formulacdes tém sido empregadas continuamente como uma alternativa
pratica e de ampla aplicabilidade para o controle de ectoparasitos, tanto com compostos naturais
quanto sintéticos, em ensaios in vitro ou in vivo. Mais recentemente, a incorporacao de
tecnologias como microemulsdes, nanoparticulas e sistemas de liberagdo controlada tém
proporcionado formulacdes capazes de otimizar a penetracdo cutanea e prolongar o efeito
residual dos principios ativos, reduzindo toxicidade e impactos ambientais (De Jesus et al.,
2025; Fantatto et al., 2025; Paliy et al., 2023; Lavy et al., 2022; Paliy et al., 2021a; Taylor,
2001).

No cenario contemporaneo, observa-se a consolidacdo de uma nova fronteira
tecnoldgica com a introdugdo dos comprimidos obtidos por impressdo tridimensional
(impressao 3D). Essa inovagdao permite o desenvolvimento de formas farmacéuticas
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personalizadas, ajustadas a espécie, ao peso e até ao perfil metabdlico individual do animal,
oferecendo um controle preciso sobre a dose ¢ o perfil de liberacao do farmaco. Além de ampliar
as possibilidades de formulagdo e administragdo, a impressdao 3D surge como uma ferramenta
promissora para superar antigas limitagdes na terap€utica veterinaria, integrando-se a tendéncia
global de medicina personalizada e ao conceito de One Health, buscando harmonizar saude
humana, animal e ambiental (Sjoholm et al., 2022; Zhu, et al., 2020).

2.7 O Controle Quimico De Ectoparasitos Em caes: Principais Moléculas

O controle de ectoparasitos em caes ndo ¢ algo simples e facil, se faz necessario
diagnosticar corretamente o agente etiologico da infestagdo, para serem utilizadas estratégias
terapéuticas que atrelem também o controle fisico, como pentes finos, vassouras de fogo,
aspiradores de po e lavagem de panos, tendo em vista que a maioria das fases imaturas das
pulgas e carrapatos se encontram no ambiente (Marchiondo et al., 2013). Vivemos em uma era
onde existe uma diversidade de moléculas e apresentacdes farmacoldgicas que podem ser
usadas para o controle quimico, devendo a escolha ser baseada de acordo em diversos critérios,
cujo os principais sdo: seguranc¢a da molécula, susceptibilidade do animal (algumas ragas como
os Collies s3o susceptiveis a Ivermectina a intoxica¢do devido a uma falha na barreira
hematocefilica, por exemplo), versatilidade (algumas moléculas podem atuar tanto em pulgas
quanto em carrapatos) e preco (Hopper et al., 2002).

2.7.1 Organofosforados e carbamatos

Embora antigos, estes grupos quimicos ainda sdo utilizados em apresentagdes
farmacoldgicas de uso externo, como coleiras de liberacdo continua em sinergismo com
piretréides, como € o caso do carbamato propoxur, em apresentagdes que contém flumetrina,
conferindo atividade acaricida, pulgicida e repelente (Fourie et al., 2003).

Os farmacos desta classe tém como mecanismo de acgdo, a inibi¢do da enzima
acetilcolinesterase (AChE), que ¢ responsavel por controlar os niveis de acetilcolina (ACh). A
ACh em excesso acaba desempenhando processos toxicos nos parasitos, os matando por
paralisia flacida. Apesar de semelhantes, os organofosforados possuem maior afinidade com as
enzimas AChE, que os carbamatos, que sdo mais facilmente dissociados do sitio de ligacao
enzimatico, os tornando menos toxicos que o primeiro (Klainbart et al., 2022; Gupta et al.,
2011).

As principais aplicagdes dos organofosforados para o controle de infestagdes em caes,
sdo em apresentacoes topicas em dispositivos de liberagdo continua, como coleiras contendo
diazinon, porém outras moléculas como o clorpirifés, coumafos, diclorvos (DDVP), fention,
triclorfon, podem ser encontradas em assimilagdo como no caso do fention + fluazuron
(benzofeniluréia), ou em apresentacdes para diluicao e pulverizagdo ambiental (Klainbart ez al.,
2022; Franc e Cadiergues, 1998; Fisher et al., 1994).

Os carbamatos mais explorados para usos em cdes sdo o propoxur e o carbaril, na
apresentacao farmacoldgica topica de pd, coleiras ou em sabonetes para banho, geralmente em
sinergismo com piretréides como a cipermetrina. Embora ainda eficazes, seu uso ¢
desestimulado em detrimento a moléculas mais atuais que causam menos eventos toOXicos nos
animais, humanos e ambientais (Klainbart et al., 2022; Muhammad et al., 2017; Miller et al.,
1977).
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2.7.2 Piretroides

Este grupo farmacolodgico foi obtido através de estudos dos principios ativos de plantas
do género Chrysanthemum, ap6s a observa¢ao do potencial de repeléncia natural inerente ao
crisantemo, de onde foram isolados os principios ativos piretrina I, piretrina II, cinerinas I,
cinerinas II, jasmolinas I e jasmolinas II, ambos com potencial repelente, pulgicida e acaricida
(Hitmi et al., 2000).

Os piretroides sdo potentes moléculas adulticidas e repelentes, tanto para carrapatos,
quanto para pulgas e o seu mecanismo de ac¢ao principal ¢ atuar a nivel de canais i0nicos para
sodio, aumentando o seu tempo de abertura, causando despolarizacdes descoordenadas no
parasitos, os fazendo se soltar do hospedeiro e os matando por paralisia espastica e
hiperexcitagdo, mesmo mecanismo que os tornam ndo seguros para mamiferos, principalmente
para felinos, espécie que € desaconselhado o uso de piretroides, inclusive. Quando associado
com outras moléculas ectoparasiticidas, em menor dose pode sensibilizar os carrapatos, os
repelindo, num efeito chamado de “hot foot” (pés quentes), onde, por hiperexcitabilidade
toxica, os carrapatos ndo conseguem coordenar seus movimentos, os tornando inaptos para
parasitarem (Ensley, 2018; Halos ef al., 2012; Anadon ef al., 2009).

As principais moléculas utilizadas na medicina veterindria sdo a permetrina,
cipermetrina, deltametrina, em formulagdes para o controle de ectoparasitos no ambiente e em
apresentacdes topicas como xampus ¢ sabonetes. Também hé o uso em sinergismo com outras
classes farmacoldgicas, tendo em vista que sdo excelentes repelentes como por exemplo a
flumetrina, em associagdo com neonicotindides em coleiras para caes (Brianti et al., 2014;
Dantas-Torres et al., 2013).

2.7.3 Formamidinas

As formamidinas sdo uma classe farmacoldgica de bastante importancia até os dias de
hoje na luta contra ectoparasitos, tendo em vista que funcionam com bastante eficiéncia para o
controle de carrapatos e acaros no ambiente, encontradas em diversas formulacdes (Paliy et al.,
2021°).

O principal membro das formamidinas € o amitraz, que, apesar de ndo ser eficaz contra
insetos, pode ser utilizado em sinergismo com outras moléculas inseticidas, para evitar este
inconveniente. Ele ¢ reconhecido por possuir mais de um mecanismo de agdo ectoparasiticida.
Primeiramente, ele inibe a enzima Monoamina oxidase (MAQO), uma enzima que degrada
neurotransmissores excitatorios do sistema nervoso central (SNC) dos parasitos, aumentando
os niveis de Norepinefrina, epinefrina, serotonina e dopamina, causando morte por
hiperexcita¢do. Este mecanismo pode inclusive explicar os eventos de intoxica¢ao no SNC de
animais submetidos a doses elevadas (Jonsson et al., 2018; Del pino, et al., 2015).

O segundo mecanismo de a¢do que pode explicar a alta eficidcia do amitraz frente a
carrapatos e acaros € modular a atividade da octopamina/tiramina, neurotransmissores presentes
nos artropodes responsdveis pelas contragdes e metabolismo muscular e pela atividade
sensorial. Ao se ligar nos receptores para octopamina/tiramina, o amitraz interfere na dinamica
sensorial ¢ de movimentacdo dos parasitos, causando despolarizagdes erroneas no SNC,
causando morte por hiperexcitagdo (Jonsson et al., 2018; Kita et al., 2017).

No mercado, o amitraz ¢ encontrado em apresentagdes liquidas para pulverizagao
ambiental e para caes, ¢ encontrado em dispositivos de liberacao lenta em forma de coleiras,
em sinergismo com outras moléculas, para suprir a sua ndo atividade em insetos, como no caso
de coleiras (Baker et al., 2011).
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2.7.4 Lactonas Macrociclicas

Introduzidas na medicina veterinaria a partir da década de 80, as lactonas macrociclicas
revolucionaram o controle de parasitos na agropecudria, em especial no manejo sanitario de
bovinos, por atuarem de forma eficaz contra endo e ectoparasitos. Essas moléculas sdo
derivadas do metabolismo de bactérias do género Streptomyces: a espécie Streptomyces
avermitilis deu origem as avermectinas, enquanto a Streptomyces cyanogriseus (ou
hygroscopicus) deu origem as milbemicinas (Merola e Eubig, 2012; Shoop ef al., 1995).

As avermectinas como a ivermectina, possuem um grupamento dissacarideo na posicao
C13 o que confere uma maior atividade contra artropodes, além de endoparasitos. Ja as
milbemicinas como a moxidectina, ndo possui este grupamento, atuando com maior
especificidade em endoparasitos, porém, ainda atuando contra ectoparasitos (Shoop et al.,
1995).

O mecanismo de agdo desta classe € o primeiro a atuar com eficacia de maneira
inibitdria, matando o parasito por paralisia flacida. Estas moléculas atuam em receptores para
GABA (4cido gama-aminobutirico) e em canais para cloro nos parasitos, aumentando o periodo
de abertura destes canais, causando hiperpolarizagdo neuronal, cessando todos os mecanismos
energéticos que mantinham os parasitos vivos. Apesar de atuarem em sitios que também
existem nos mamiferos, sdo bastante seguras por sua ampla especificidade, porém, nao ¢
recomendado o uso de ivermectina em caes da raga Collie (Gwaltney-Brant et al., 2018; Hopper
et al., 2002; Martin et al., 2002).

As principais lactonas macrociclicas utilizadas no controle de ectoparasitos em caes sao
a eprinomectina, ivermectina, milbemicina oxima, moxidectina e selamectina. Sua principal
aplicacdo nessa espécie estd voltada para o tratamento das sarnas (escabiose e demodiciose), de
infestacoes por pulgas e de diversos endoparasitos, possuindo, portanto, uma agao ecto e anti-
helmintica combinada. Estas moléculas estdo disponiveis em diversas apresentacdes
farmacoldgicas, como comprimidos orais, solu¢des "pour-on" e "spot-on", e formulagdes
injetaveis (Six et al., 2000; Nolan; Lok, 2012).

2.7.5 Neonicotinoides

Os neonicotindides sdo uma excelente alternativa quando tratamos de pacientes
infestados por pulgas, tendo em vista que sdo letais para insetos, porém ndo atuam contra os
aracnideos, 4caros e carrapatos. O nitempiram ¢ o mais utilizado para a eliminacdo rapida de
infestacoes, devido a sua baixissima laténcia, mesmo quando administrado por via oral, tendo
seu inicio de atividade em torno de 20 minutos. Outros membros da classe sdo o dinotefuram,
e o imidacloprida (Siak e Burrows, 2013; Vo et al., 2010).

Com uma farmacocinética favoravel para uso em infestagdes massivas, essas molécula
disponiveis em apresentagdes como comprimidos orais € solu¢des pour-on, alcancam alta
biodisponibilidade rapidamente. Sua rapida distribui¢cao sanguinea garante que, ao entrarem em
contato com os insetos hematofagos, atuem como agonistas nos receptores nicotinicos da
acetilcolina (nAChR). Essa a¢@o na jun¢dao neuromuscular induz despolarizagdes e espasmos,
resultando na morte do parasito por paralisia espastica (Thany, 2023; Vo et al., 2010).

2.7.6 Fenilpirazois
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Principal representante da classe, o Fipronil (5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluorometil)
fenil]-4-[(trifluormetil) sulfinil] 1Hpirazol-3-carbonitrila), descoberto na década de 80 e
utilizado como inseticida na agricultura e ectoparasiticida na medicina veterindria, na década
de 90, tem atividade contra uma gama de artropodes, incluindo formigas, baratas, pulgas e
carrapatos (Cid et al., 2016; Romero et al., 2016).

Por ser uma molécula que apresentava bastante eficacia quando comparada as classes
anteriores, fora bastante explorada para o tratamento de infestagdes de ectoparasitos em animais
de producao e de companhia em apresentagdes topicas, como pour-on, spot-on e spray, fato que
corroborou imensamente com a poluicdo ambiental de solo, rios e efluentes, se tornando agora
um risco para a saude de animais ¢ humanos (Ferreira et al., 2022; Li et al., 2019).

O Fipronil tem extensa atividade contra pulgas e carrapatos e seu mecanismo de acao ¢
exemplificado pela sua atuagdo em receptores GABA, funcionando como antagonista. Ao se
ligar nos sitios de agdo, bloqueia estes receptores que estdo acoplados a canais idnicos para
cloro, consequentemente a modulagdo inibitoria € interrompida, causando despolarizagdes
erroneas, matando o ectoparasito por hiperexcitacdo. Apesar dos mamiferos também possuirem
receptores para GABA, o fipronil ¢ especifico para artropodes, fato que explica sua seguranga
para animais em doses terapéuticas (Cid et al., 2016; Hovda e Hooser, 2002).

O perfil farmacocinético do fipronil mostra que, ap6és metabolizado, seu principal
metabolito ativo ¢ o fipronil sulfona que inclusive, possui atividade artropodicida, podendo ser
explorado em apresentacdes enterais e parenterais como comprimidos e inje¢cdes subcutianeas
(Dos santos et al., 2022; Cid et al., 2016). Embora ja sejam exploradas apresentagdes enterais
e injetaveis a nivel académico, as principais apresentacdes encontradas no mercado sdo em
Spray, spot-on, pour-on, em associacdo com piretroides, IGR’s e formamidinas ou de maneira
isolada (Dryden ef al., 2016% Halos ef al., 2016).

2.7.7 Spinosinas

As spinosinas sdo moléculas obtidas através do metabolismo de bactérias encontradas
no solo, da espécie Saccharopolyspora spinosa. Foram obtidas e inicialmente utilizadas na
agricultura para o controle de pragas agricolas, possuindo um importante potencial inseticida.
As principais moléculas sdo o spinetoram (uso agricola) e o spinosad, utilizado na medicina
veterinaria para o controle principalmente de pulgas (Sparks et al., 2021; Snyder et al., 2015).

O mecanismo de agdo desses farmacos na eliminacdo de ectoparasitas baseia-se em
alteracdes neuronais e despolarizacdes erroneas, supostamente mediadas por sua atuagdo como
agonistas dos receptores nicotinicos, o que culmina na morte do parasito por paralisia espastica
(Orr et al., 2009). A principal apresentacdo no mercado para animais de companhia ¢ um
comprimido contendo spinosad, indicado para o controle da pulga C. felis felis em caes e gatos,
destacando-se por sua boa atividade residual. Embora também utilizado na agricultura, o
spinetoram ja ¢ alvo de estudos para o controle de ectoparasitos em caes e gatos, sendo que as
formulagdes iniciais demonstraram um bom periodo residual, com até 4 semanas de eficacia
clinica contra pulgas (White et al., 2017; Blagburn et al., 2010).

2.7.8 Disruptores de crescimento de artropodes: Anialogos do hormoénio juvenil e
Inibidores da sintese de quitina

16



Os mecanismos de acdo classicos, principalmente adulticidas comegaram a dar espago
para moléculas que interferem diretamente no ciclo do ectoparasito, impedindo eventos como
ecdise, oviposicao e até a eclosdo, fato revolucionario que corroborou para o advento de um
novo manejo quimico estratégico no controle de infestagdes (Khoobdel, et al., 2021;
Marchiondo et al., 2013).

Os Analogos do hormonio juvenil (AHJ), sdo farmacos com pouco ou nenhum potencial
adulticidas. Eles t€ém como objetivo impedirem a realizagdo da ecdise dos ectoparasitos,
interrompendo o ciclo, fazendo com que eles permanecam nas suas fases imaturas. O principal
mecanismo de acdo ¢ funcionar como um analogo afuncional do hormonio responsavel pela
muda, a ecdisona que além de impedir a muda, gera fases andmalas e até adultos estéreis
(Parthasarathy e Palli, 2021; Singh e Kumar, 2015).

Assim como os AHJ, os Inibidores da sintese de quitina (ISQ), nao sdo utilizados como
adulticidas em infestacdes, eles atuam inibindo principalmente a ecdise doa parasitos pela
inibicdo da enzima quitina-sintetase o que causa uma drastica interferéncia na formagao de
cuticula para a nova fase. A interferéncia na sintese de quitina faz com que o exoesqueleto dos
artropodes seja produzido com disformidades ou at¢ mesmo, ndo ser produzido, os deixando
vulneraveis a intempéries ambientais, desidratacdo, os levando a uma morte inevitavel
(Merzendorfer, 2013; Cohen, 2001).

Os principais AHJ sdo o (S)-metoprene e o piriproxifen enquanto os ISQ, com a classe
das benzofenilureias sdo o lufenuron, fluazuron e o diflubenzuron, sendo o novaluron bem
explorado em testes laboratoriais. As aplicagdes para estes fArmacos sdo intimeras, desde o
controle de ectoparasitos no ambiente, até no animal, nas apresentagdes farmacologicas
contendo outras moléculas adulticidas e repelentes como os piretroides e os fenilpropanodides,
principalmente em apresentagdes topicas. Esses compostos possuem boa atividade contra
pulgas, o que os torna uma alternativa para o controle ambiental de infestagdes massivas. No
entanto, sua eficacia contra carrapatos € mais restrita. Dentre eles, o fluazuron ¢ o Ginico com
atividade comprovada, cuja principal aplica¢do ¢ voltada para o controle do carrapato bovino
Rhipicephalus microplus, ainda que também existam estudos em nivel laboratorial
demonstrando sua a¢do contra R. sanguineus s.l. (Junquera et al., 2019; Showler et al., 2019;
Franc ef al.; 2013; De Oliveira ef al., 2012; Young e Boeckh, 2004).

2.7.9 Isoxazolinas

O aspecto revolucionario das isoxazolinas reside ndo na farmacodindmica, mas na
farmacocinética. Elas solucionam um desafio recorrente no controle quimico estratégico de
ectoparasitos: garantir um longo periodo residual. Quando administradas, essas moléculas
protegem os animais contra infesta¢des por pulgas, carrapatos e outros ectoparasitos por meses.
(Zhou et al., 2022; Dryden et al., 2015).

Pertencentes a esta classe, as moléculas fluralaner, sarolaner, lotilaner, afoxolaner € o
tigolaner tem como mecanismo de a¢do atuarem como antagonistas de receptores GABA,
impedindo a atividade do neurotransmissor de abrir canais para cloro, causando uma
diminui¢do da atividade do sistema regulatério inibitério do ectoparasito, o matando por
hiperexcita¢ao (Gongalves et al., 2021)

No mercado, as moléculas estdao disponiveis em apresentagdes orais e topicas, tanto para
caes quanto para gatos, porém, apesar de serem bastante seguras e eficazes, possuem um ponto
negativo que ¢ de ndo causarem atividade de repeléncia, ndo impedindo o primeiro contato do
ectoparasito com o animal, necessitando serem administradas em associacdo com um repelente
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topico ou em coleiras para o tratamento eficaz de DAPE e para prevenir a transmissdo de
doengas além de serem muito mais caras que as alternativas do mercado porém, a maior
vantagem ¢ que o tratamento também ajuda a combater infestacdes ambientais, tendo em vista

eu o proprio animal se torna uma “armadilha” para os ectoparasitos do ambiente (Dryden ef al.,
2016).

2.8 Controle Natural de Infestacdes por Ctenocephalides felis felis e Rhipicephalus
sanguineus (s.l.)

O uso de moléculas naturais e fitoinsumos para o controle de C. felis felis e R.
sanguineus (s.l.) ¢ promissor. Compostos bioativos de origem vegetal, como terpendides e
fenilpropanoides presentes em extratos e dleos essenciais, apresentam vantagens em relacao
aos farmacos sintéticos, incluindo um diferente perfil de eficicia. Os bioativos encontrados em
plantas, como o eugenol (EUG), componente majoritario do S. aromaticum e o carvacrol
(CAR), predominante em Origanum vulgare, atuam principalmente por mecanismos
neurotdxicos e pela alteragdo da permeabilidade da cuticula do ectoparasito. Essas
caracteristicas os tornam excelentes candidatos para associagdes sinérgicas com outras
moléculas, inclusive sintéticas. A principal vantagem dessa estratégia ¢ a possibilidade de
retardar o surgimento de resisténcia, que ¢ um fendmeno inevitavel a longo prazo, seja com
compostos naturais ou sintéticos. Adicionalmente, o perfil ambientalmente mais favoravel
desses compostos naturais esta atrelado a sua elevada volatilidade, que resulta em um menor
acimulo no ambiente em comparagdo com pesticidas sintéticos persistentes (Miranda et al.,
2024; Oliveira et al., 2022; Conceicao et al.; 2020; Quadros et al., 2020).

Esta alternativa, atualmente explorada de maneira intensa em pesquisas cientificas e
clinicas, apresenta uma solugdo promissora na luta contra ectoparasitos e seus problemas
relacionados, tendo em vista que sao moléculas biodegraddveis e, em formulacdes bem
elaboradas, podem fornecer prote¢ao duradoura, fomentando uma abordagem sustentavel e bem

mais segura para animais, para o homem e para o meio ambiente (Nwanade et al., 2020; Benelli
etal.,2016).

2.8.1 Metabolismo secundario de plantas: producio de bioativos repelentes

A via do 4&cido chiquimico € a principal rota metabolica dos compostos aromaticos
botanicos. Terpenoides, alcaldides e fenilpropandides, sdo exemplos de grupos quimicos dos
metabolitos secundéarios de plantas, produtos de um processo evolutivo focado no
desenvolvimento de moléculas para a autoprotecao contra o predatismo de artropodes, animais
herbivoros e até de agentes patogénicos. Estes compostos possuem bastante relevancia
farmacologica, nutricional e até industrial, sendo o foco de inimeras pesquisas cientificas que
buscam inovagao ¢ desenvolvimento sustentavel (Umalatha et al., 2025, Santo-Sanchez et al.,
2018).

O EUG ¢ um fenilpropandide e um dos principais subprodutos do metabolismo
secundario botanico encontrado em plantas como o S. aromaticum, utilizado para conferir
sabores aos alimentos (Thomas et al., 2024; Lao et al., 2024) apresentando também
propriedades antimicrobianas (Marchese et al., 2017) e possuindo potencial acaricida e
pulgicida (Oliveira et al., 2022). Sua versatilidade ¢ tdo ampla que pode ser utilizado inclusive
como anestésico em peixes (Zahran et al., 2021).

Primeiramente, no interior dos plastideos ha a formacdo do 4cido chiquimico,
subsequentemente, em acido corismico que vai funcionar como um bioprecursor de um
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importante aminodacido, a fenilalanina que por sua vez, vai sofrer a acdo da enzima fenilalanina
amonia-liase (PAL), que atuara removendo um grupamento amonia do aminoacido, formando
entdo o acido cindmico que, ao ser oxidado, gera o acido p-cumarico. O acido p-cumarico €
submetido a processos de metilagao até ser reduzido ao coniferil alcool, que por fim, sofrendo
a acdo da enzima eugenol-sintetase, sera formado o EUG. A figura 9 mostra a rota metabdlica
para a producao dos fenilpropanoides (Atkinson, 2016; Vogt, 2010).
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Figura 9. Rota metabodlica de producdo dos fenilpropandides, com destaque para a
complexidade e os subprodutos que conferem caracteristicas especificas para as plantas (Vogt,

2010).

O CAR, diferentemente do EUG, é um terpendide, um isomero do timol e um
componente majoritario de diversas plantas, como por exemplo o O. vulgare € o Thymus
vulgare, o tomilho. Suas propriedades nutricionais e farmacoldgicas o faz ser explorado pela
sua atividade antimicrobiana (Lima ef al., 2013; Nostro e Papalia, 2012), acaricida, inseticida
(De Jesus et al., 2025) e como condimentos, fornecendo sabores especificos para os alimentos
(Hassid et al., 2025).
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A biossintese dos terpenodides ocorre dentro dos idioblastos, estruturas celulares
botanicas que podem armazenar grandes quantidades compostos lipofilicos e lipideos. A
principal via de sintese destes compostos ¢ a da ndo mevalonato, mediada pelos complexos
enzimaticos 2-C-Metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP) e deoxi-d-xilulose fosfato (DOXP) que
complexam gliceraldeido-3-fosfato e um piruvato em pirofosfato de dimetilalila (DMAPP) que
¢ um precursor direto dos monoterpenos, juntamente com pirofosfato de isopentenilo (IPP)
(Kumar et al., 2019; Wang et al., 2019). A figura 10 esquematiza a via metabdlica que origina
IPP e DMAPP.

Pyruvate + GAP
DOXP synthase
1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphate (DOXP)

DOXP reductoisomerase

2-C-methyl-p-erythritol 4-phosphate (MEP)

l (E)-4-Hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate synthase

(E)-4-Hydroxy-3-methylbut-2-enyldiphosphate
(HMBPP)

IPP * DMAPP

Figura 10. Rota metabdlica da biossintese de terpendides (Kumar et al., 2019).

DMAPP e IPP agora sintetizados, juntos formam o pirofosfato de geranil (GGP) que
sera clivado pela agdao da enzima GGP-ciclase em y-terpeno, que sofre oxidagao perdendo uma
dupla ligacdo gerando o para-cimeno. O para-cimeno agora sera metabolizado pelas enzimas
do citocromo P450 das plantas (CYP71D) que por fim sera hidroxilado em CAR ou timol (Etri
e Pluhar, 2024; Akhila, 2007). A figura 11 resume a rota metabdlica para a producdo dos
compostos CAR e timol.
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Figura 11. Rota metabdlica a partir do GGP que origina os bioativos carvacrol e timol.

2.8.2 Uso do Eugenol e Carvacrol no controle de Ctenocephalides felis felis e Rhipicephalus
sanguineus (s.l.)

O controle de artropodes por meio de plantas ricas em EUG e CAR ¢ comumente
realizado em contextos experimentais mediante a utilizacdo de extratos, 6leos essenciais ou dos
principios ativos isolados. Essas substancias demonstram eficacia em todas as fases do ciclo de
vida dos artrépodes, podendo ainda ser empregadas em sinergismo, estratégia que potencializa
a acdo e amplia o espectro de atividade desses compostos.

Conceigdo et al. (2020), ao avaliar diferentes Oleos, testou o de orégano,
majoritariamente composto por CAR que exibiu potente atividade inseticida contra C. felis felis.
Miranda et al. (2024), buscando estratégias para superar a resisténcia a acaricidas sintéticos,
avaliou a combinacao entre EUG e CAR alcancando notavel efeito sinérgico contra todas as
fases de vida (larvas, ninfas e adultos) do carrapato Rhipicephalus sanguineus (s.l.). Em estudo
que avaliou especificamente a agdo do 6leo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum)
rico em EUG e do EUG isolado, Lambert et al. (2020) verificaram a potente eficacia pulgicida
contra C. felis felis. De Jesus et al. (2025) desenvolveram e testaram formulagdes do tipo spray
e spot-on contra C. felis felis e R. sanguineus (s.l.) contendo EUG e CAR. Costa-Junior et al.
(2023) verificou que o carvacrol tem uma atividade importante contra ninfas de R. sanguineus
(s.1.) Os resultados demonstraram nao apenas a eficacia dos compostos isolados, mas também
o pronunciado efeito sinérgico da sua associagdo. Combinagdes binarias de CAR + EUG e timol
+ EUG, realizadas por Aratijo ef al. (2016) apresentam efeito sinérgico significativo contra
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larvas de R. sanguineus s.l., com indices de combinagdo (CI) inferiores a 0,70, validando
farmacologicamente a potencializacao da atividade acaricida.

Em ensaios com fémeas ingurgitadas, essas mesmas associagdes também evidenciaram
sinergismo, embora a incorporagdo em formulagdes tenha apresentado um desafio, com alta
eficécia larval (>90%) mas efic4cia limitada contra fémeas adultas, destacando a complexidade
da transposicao da eficacia in vitro para um produto estavel (Vale et al., 2021; Novato et al.,
2019). Estes resultados consolidam nao s6 a atividade isolada dos componentes, quanto sua
acdo sinérgica contra pulgas e carrapatos.

O EUG (4-Allyl-2-methoxypheno) figura 12, possui mecanismos de acdo contra
artrépodes que ndo sao bem elucidados, porém, Shang et al. (2021) avaliou a atividade acaricida
do EUG contra o acaro Psorpotes cuniculi e concluiu que a molécula desempenhou atividade
acaricida por apresentar afinidade pela cadeia II do NADH desidrogenase mitocondrial,
impedindo a respirag@o celular, desta maneira matando os acaros. O segundo mecanismo de
acdo que pode explicar uma atividade inibitoria do EUG frente aos artropodes ¢ o fato da
atividade da molécula em receptores GABAA dos parasitos, atividade esta que pode ser
explicada pelo uso do EUG como anestésico, anticonvulsivante, ansiolitico e antimicrobiano
(Li et al., 2020; Siyal et al., 2020; Goulet et al., 2010).

H4CO P>

HO

Figura 12. Estrutura quimica do Eugenol

A figura 13 demonstra como carrapatos expostos ao EUG apresentam sinais de morte
por inibicdo de atividade e paralisia flacida, pelo recolhimento dos membros e diminuicao
gradual da movimentagao.

ANME® & W @ 5
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Figura 13. Fémeas (A) e machos (B) de Rhipicephalus linnaei ndo alimentados, mortos apos
exposicao ao eugenol, apresentando sinais de paralisia flacida e morte. Fonte: autor
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Primeiramente, o CAR tem uma atividade artropodicida que pode ser explicada por
diversas agdes toxicas que a molécula causa em insetos e aracnideos. Estudos com
espectrofotometria revelam que o CAR possui uma certa atividade na inibi¢cao da AchE de
parasitos que, apesar de ndo ser tdo expressiva quanto a poténcia de organofosforados e
carbamatos, pode estar atrelada a outros mecanismos inerentes ao bioativo (Bianchini ef al.,
2017; Anderson; Coats, 2012).

O CAR (5-isopropil-2-metilfenol) figura 14, possui atividade excitatéria. Experimentos
com ratos mostraram que a molécula teve como alvo no SNC, receptores de potencial transitorio
(TRP) que determinam a transmissdo de sinais excitatorios como dor, frio, calor e outros sinais
ambientais (Luo ef al., 2014).

CHs

OH
H3C

CHs;

Figura 14. Estrutura quimica do Carvacrol

A agdo modulatéria excitatéria pode explicar como o CAR atua matando os
ectoparasitos por hiperexcitabilidade pois, quando submetidos ao bioativo, carrapatos
apresentam inicialmente, hiperatividade e posterior morte por paralisa espastica, como pode ser
observado na figura 15.

Aﬁﬁ%*ﬁﬁ
B a® A K A

Figura 15. Fémeas (A) e machos (B) de Rhipicephalus linnaei ndo alimentados, mortos apos
exposicao ao CAR, apresentando sinais de paralisia espastica e morte por hiperexcitabilidade.

23



A Figura 16, obtida em ensaios in vitro preliminares, documenta uma manifestacao
morfologica distinta em carrapatos R. linnaei submetidos a associagdo CAR e EUG,
caracterizada pela ocorréncia dual de paralisia flacida e espastica. Essa dualidade fenotipica
sugere a ocorréncia de uma acdo sinérgica entre os compostos, hipdtese que devera ser
confirmada por meio de estudos complementares.

Figura 16. Fémeas (A) e machos (B) de Rhipicephalus linnaei ndo alimentados, submetidos a
ensaio in vitro com os compostos CAR e EUG.

A paralisia flacida estd alinhada ao mecanismo de acdo neurodepressor do eugenol.
Conforme descrito para diversos bioativos, este efeito ¢ frequentemente mediado pela
modulacdo de canais de cloreto regulados pelo GABA, o principal neurotransmissor inibitdrio
em artrépodes. A ativagdo dessa via promove um influxo de ions cloreto, resultando em
hiperpolarizagdo neuronal, bloqueio da transmissdo nervosa e, clinicamente, paralisia por
depressao neural (Sahin ef al., 2017).

Em contraste, a paralisia espastica observada corrobora o perfil neuroexcitatorio do
carvacrol. Evidéncias na literatura apontam que este monoterpeno atua como um inibidor da
enzima acetilcolinesterase (AChE) (Cardoso et al., 2020). Ao impedir a degradacdo da
acetilcolina na fenda sinaptica, ele provoca um acumulo excessivo do neurotransmissor. A
consequente estimulagdo prolongada e descontrolada dos receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChR) na jun¢do neuromuscular resulta em despolarizagdes continuas, espasmos musculares
tetanicos e morte por exaustdo que ¢ um quadro classico de paralisia espastica (Gamal et al.,
2023; Anderson e Coats, 2012).

Portanto, a manifestacdo morfoldgica registrada, sustenta a hipdtese de um ataque
sinérgico a dois sistemas neurotransmissores: o sistema inibitorio agonista GABAérgico e o
sistema colinérgico com inibi¢do da AChE.

Além dos mecanismos de atividades supracitados, o CAR, assim como outros
terpendides também apresentam o potencial de causarem danos a cuticula de ectoparasitos,
formando poros, os fragilizando e permitindo que outros compostos em sinergismo possam ter
um maior potencial artropodicida, como por exemplo quando utilizado em sinergismo com o
EUG, ambas as concentragdes letais diminuem, pelo consequente aumento da poténcia da
assimilagdo (Miranda et al., 2024; Lima-de-souza et al., 2022).
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No mercado existem poucas formulagdes contendo compostos naturais para o controle
de infestagdes por pulgas e carrapatos e todas, utilizando extratos e Oleos essenciais nas
apresentacgdes de cremes e coleiras. Uma apresentacdo farmacologica em spray contendo EUG
e CAR, além de eficaz, acaba sendo um meio sustentavel para o controle de infestacoes.

2.9 Das Vias de Administracao a Formulacdo Topica: Uma Abordagem Estratégica No
Controle de Ectoparasitos

O conhecimento das vias de administracao ¢ fundamental para o desenvolvimento de
farmacos eficazes e seguros, uma vez que direciona a forma farmacéutica e influencia
decisivamente na biodisponibilidade, no inicio da acao e no perfil de efeitos adversos. De modo
geral, as vias podem ser classificadas em enterais e parenterais. As vias enterais ou digestivas,
como a oral, embora sejam amplamente utilizadas pela praticidade, estdo sujeitas ao
metabolismo de primeira passagem e a variabilidades gastrointestinais que podem comprometer
a chegada do principio ativo a circulacdo sistémica. J& as vias parenterais, que evitam o trato
gastrointestinal, abrangem um espectro diverso, incluindo a intramuscular, subcutanea, topica
e intravenosa, caracterizadas geralmente por um inicio de agdo mais rdpido e uma
biodisponibilidade mais previsivel (Ramteke et al., 2014; Florio et al., 2017)

Dentre as vias parenterais, a via topica consolida-se como uma alternativa notavelmente
versatil e segura para o controle de ectoparasitos. Inicialmente concebida para obter efeitos
localizados, sua aplicacdo assegura uma acdo direta no tegumento e pelame, local de
parasitismo primario, minimizando significativamente o risco de rea¢des adversas sistémicas e
o estresse do animal durante o manejo (Baynes, 2018)

A eficacia de uma formulacdo tdpica esta intrinsecamente ligada a sua capacidade de
distribuir-se de maneira uniforme pela superficie corporal, podendo até criar uma barreira
protetora em areas de predilecdo para a fixacdo de ectoparasitos. Estudos comparativos com
diferentes principios ativos € combinagdes em formulagdes spot-on demonstram que este perfil
de distribui¢do € crucial para se obter uma eficacia otimizada e prolongada. O desempenho
superior de certas associagdes sinérgicas em relacao a principios ativos isolados evidencia como
a propria formulagdo ¢ determinante para o sucesso do controle parasitario, permitindo uma
acdo mais rapida e a manuten¢do da eficacia durante todo o intervalo entre as aplicagdes.
Contudo, a versatilidade farmacologica desta via vai além da agdo local. Quando
intencionalmente formulada para esse fim, a via tdpica permite uma absor¢do cutanea
controlada, conferindo ao tratamento um efeito sistémico. E crucial destacar que, mesmo sendo
considerada segura, o potencial de absor¢do percutanea através da pele integra exige rigor no
desenvolvimento para garantir um perfil toxicoldgico favoravel. Esta capacidade de transitar de
uma acao localizada para uma distribui¢do corporal mais ampla amplia consideravelmente seu
leque de aplicagdes (Pfister e Armstrong, 2016; Baynes, 2018; Fawzi et al., 2021).

2.9.1 Panorama das formas farmacéuticas topicas

Conforme destacado por Ahmed e Kasraian (2002), o desenvolvimento farmacéutico
veterinario, embora compartilhe bases cientificas e regulatorias com a drea humana, enfrenta
desafios unicos. A diversidade de espécies, portes, fisiologias e perfis de manejo exige solucdes
farmacotécnicas especificas, especialmente para farmacos destinados ao controle de
ectoparasitos.

Diante dessas particularidades, a industria farmacéutica disponibiliza uma gama
diversificada de formas farmacéuticas topicas. Cada uma apresenta um equilibrio inico entre
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modo de aplicagdo, perfil de distribuicdo no tegumento e dura¢do do efeito, atendendo a
diferentes necessidades clinicas e perfis de manejo. As principais categorias incluem as
tradicionais pipetas (spot-on), coleiras, sprays (aerossois e atomizadores), xampus e pos, além
de apresentacdes modernas como logdes, géis, toalhetes impregnados e sistemas de liberacao
controlada (microencapsulacdo) (Fantatto et al., 2025; Gupta et al., 2019; Marchiondo et al.,
2013).

2.9.2 Formulagoes spot-on

As formulagdes spot-on consolidaram-se como uma das principais formas farmacéuticas
topicas na medicina de pequenos animais, representando um pilar no controle estratégico de
endo e ectoparasitos. Caracterizam-se por serem solucdes ou emulsdes oleosas concentradas,
acondicionadas em pipetas de dose inica para aplicagdo em pontos especificos da regido dorsal
do animal, preferencialmente entre as escapulas ou na area correspondente a articulagdo atlanto-
occipital (Fawzi et al., 2021; Pfister e Armstrong, 2016; Beugnet e Franc, 2012).

Sado formulagdes que baseiam sua eficacia num mecanismo de distribui¢do robusto
onde, apos a deposi¢cdo no tegumento, os principios ativos lipofilicos, carreados por veiculos
oleosos, se difundem no filme lipidico natural dos animais, translocando-se ativamente,
cobrindo toda a superficie corporal, protegendo por um periodo residual que pode perdurar por
até semanas (De jesus et al., 2025; Mehlhorn, 2001).

As principais classes farmacoldgicas empregadas em formulagdes spot-on para controle
de ectoparasitos sdo as avermectinas, milbemicinas, piretréides, fenilpirazois (fipronil), IGR’s
e isoxazolinas. Tais compostos podem ser encontrados isoladamente ou em associagdes
sinérgicas, estratégia adotada para ampliar o espectro de eficicia e superar mecanismos de
resisténcia (Becskei et al., 2017; Horak et al., 2012; Bonneau et al., 2010).

2.9.3 Coleiras impregnadas com ectoparasiticidas

As coleiras impregnadas consolidaram-se como dispositivos topicos de liberacdo
continua, oferecendo uma abordagem profilatica e de longo prazo no controle de ectoparasitos
de pequenos animais. Caracterizam-se por sistemas poliméricos, geralmente a base de
policloreto de vanila (PVC), silicone ou polietileno, nos quais os principios ativos sao
incorporados na matriz, permitindo uma difusdo passiva e homogénea através da superficie do
material para o filme lipidico da pele e pelame do animal (Paliy et al., 2021%; Witchey-
Lakshmanan, 1999).

Seu mecanismo de agdo baseia-se na liberagdao controlada dos farmacos impregnados,
que, uma vez em contato com o tegumento, distribuem-se de forma centrifuga a partir do ponto
de contato do dispositivo, termodinamicamente. Essa distribui¢do € otimizada pelo movimento
natural do animal e pelo contato fisico da coleira com a regido cervical e toracica, estabelecendo
um reservatorio cutaneo que confere protecao residual e repeléncia, por periodos que podem
estender-se a varios meses (Witchey-Lakshmanan, 1999; Dantas-Torres ef al., 2013?).

Diversas classes farmacoldgicas podem ser veiculadas nestes dispositivos, como
organofosforados, carbamtos, piretroides, fenilpirazois, neonicotinoides e reguladores de
crescimento de insetos (IGRs). A versatilidade da matriz polimérica permite ainda a
incorporacdo de sinergistas ou a combinagao estratégica de moléculas com mecanismos de agao
complementares, uma abordagem fundamental para ampliar o espectro de eficacia e superar
cepas resistentes (Stanneck et al., 2012; Horak et al., 2012).
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2.9.4 Formulacoes em aerossol e atomizacio (sprays)

Os sprays representam uma das principais formas farmacéuticas topicas na veterinaria,
caracterizando-se pela praticidade de aplicacdo, pela possibilidade de dosagem controlada e
pelo uso em areas especificas. Para além dessa conveniéncia operacional, sua verdadeira
eficacia ¢ determinada pela interagdo entre a natureza e a concentragdo do principio ativo e a
composi¢ao dos excipientes que compoem a formulacdo. Nesse contexto, as formulagdes em
aerossol e atomizagao destacam-se por conferirem uma vantagem farmacotécnica decisiva que
¢ a cobertura corporal imediata ¢ homogénea. Este perfil as torna ferramentas de eleigdo tanto
para o tratamento de infestacdes estabelecidas quanto para a protecao rapida, preenchendo uma
lacuna deixada por formas que dependem de difusdo passiva (De Jesus et al., 2025; Paliy et al.,
2023).

Estas formulagdes caracterizam-se por serem liquidas, de natureza hidroalcodlica,
oleosa ou emulsificada, acondicionadas em frascos pressurizados (aerossois) ou com bombas
dosadoras mecanicas (atomizadores). A aplicacdo ocorre por meio da pulverizagdao direta e
manual sobre o pelame e a pele do animal, permitindo ao operador controlar a quantidade e a
area de aplicagdo com precisdo (De Jesus et al., 2025).

A versatilidade desta forma farmacéutica permite a veiculagdo de uma ampla gama de
principios ativos, incluindo piretrdides, fenilpirazois (fipronil), organofosforados e,
notavelmente, compostos naturais volateis como terpenoides e fenilpropanoides. A formulagao
em spray ¢ particularmente adequada para moléculas que atuam por contato e para associagdes
sinérgicas, pois garante que todos os compostos atinjam simultaneamente o mesmo sitio de
acdo, potencializando seu efeito combinado (De Jesus et al., 2025; Dumont et al., 2015).

2.10 Efeitos Adversos: Perfil Toxicoldgicos para o Uso Seguro de Eugenol e Carvacrol.

A avaliacdo de seguranca de qualquer agente farmacoldgico, incluindo compostos
naturais, fundamenta-se na definicdo precisa e na correta classificacdo dos efeitos adversos.
Para farmacologia e toxicologia, estes sdo classicamente definidos como respostas nocivas, nao
intencionais e indesejaveis a uma substincia, que ocorrem em doses normalmente utilizadas
para profilaxia, diagndstico ou tratamento. No entanto, a defini¢do operacional para fins de uma
avaliacdo toxicoldgica robusta vai além desta concep¢do. Dorato e Engelhardt (2005),
classificam um efeito como adverso como um julgamento profissional. Este julgamento
determina se uma alteragdo observada bioquimica, funcional ou morfologica, representa um
risco significativo para a saude, com potencial para comprometer o desempenho, o
desenvolvimento ou a expectativa de vida do organismo.

A natureza quimica do EUG e do CAR ¢ responsavel tanto pela sua atividade desejada
contra parasitos, quanto pelos efeitos indesejados contra o hospedeiro. Seus mecanismos de
acdo conferem propriedades, inclusive, como desestabilizador de membranas celulares. Como
frisado anteriormente, um dos mecanismos de agdo pesticida envolve a interacdo com a
bicamada lipidica de células de invertebrados, aumentando sua permeabilidade, causando
desequilibrio i6nico, perda de componentes celulares e, finalmente, morte celular. E crucial
notar que este ¢ um mecanismo de agdo ndo seletivo; em concentragdes sistémicas
suficientemente elevadas, a mesma interacdo pode ocorrer com membranas de células de
mamiferos, constituindo a base fisiopatoldgica para potenciais efeitos como irritagdo dérmica
ou ocular e citotoxicidade sistémica (Ghorani ef al., 2021; Baker et al., 2018).

O perfil toxicoldgico conjunto destes biocompostos aponta para 6rgdos e sistemas-alvo
especificos onde a vigilancia deve ser redobrada. A hepatotoxicidade ¢ uma preocupagao
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primaria, dado que o figado ¢ o principal sitio de metabolismo; a geracdo de metabolitos
reativos pode induzir estresse oxidativo e lesao hepatocelular, refletida na elevagdo de enzimas
séricas como ALT e AST. A aplicacdo topica direta carrega o risco de causar dermatite de
contato, seja de natureza irritativa ou alérgica, este Ultimo em individuos previamente
sensibilizados. A nivel sistémico, alteragdes hematoldgicas sutis, como as observadas no estudo
clinico com carvacrol, justificam a monitorizagao de pardmetros como hemograma completo e
hematdcrito em estudos in vivo para descartar quaisquer efeitos mielossupressores. Além disso,
em doses extremamente elevadas, alguns monoterpenos e fenilpropanoides podem exercer
efeitos depressores no sistema nervoso central (Ghorani et al., 2021; Baker et al., 2018; Nejad
et al.,2017; Sober et al, 1950).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenvolvimento da formulacio e obtencao de doses

Foram desenvolvidas formulagdes em spray de acordo com De Jesus et al. (2025),
contendo a combinacdo de eugenol e carvacrol, cada um em concentracdo de 10% (p/v). A
formulagdo também continha os seguintes excipientes: o antioxidante BHT (0,5%), o
acidificante e quelante 4cido citrico (0,3% p/v), o agente de viscosidade propilenoglicol (10%
v/v), o surfactante Tween 80 (5% v/v), o potencializador de penetragdo DMSO (2% v/v),
solugdo tampao fosfato (pH 7,0; 10% v/v) e alcool isopropilico (q.s.p 100%).

No preparo, o BHT foi inicialmente solubilizado no DMSO, e o 4cido citrico, no tampao
fosfato, separadamente. Posteriormente, todos os componentes foram incorporados e
misturados a temperatura ambiente (25 °C) sob agitacdo constante em agitador magnético até
homogeneizagdo completa.

A determinagdo da dose dos bioativos foi baseada nos resultados de eficacia em
bioensaios in vitro descritos por Miranda et al., (2024). Neste estudo, a associagdao de EUG e
CAR cada um na concentragdo de 1000 pg/ cm? demonstraram eficacia de 100% frente a pulgas
e carrapatos. Levando em consideracao a relagdo de peso vivo e area da superficie corporal de
cies, de 0,5 m*para cada 10 kg de pesos vivo, e a relagdo de volume de spray administrado de
5 mL por kg de peso vivo, para um animal de 10 Kg, tem-se:

2 2
1.000 pg ---------------- 1 cm (0,0001 m ) - Concentragio eficaz in vitro
2
5.000.000 pg ----------- 0,5m ------n--- 10 kg - Concentragao para um cao de 10Kg
5 g (ativo) ------ 10 kg (peso/vivo) = dose eficaz in vitro
1 kg --------—-- 5 mL - volume de spray por kg
10 kg ---------- 50 mL - volume de spray para um cao de 10 kg
5g----- 10 kg ------- 50 mL
10g 100 mL - 10% (p/v) = Concentrag¢io do ativo no produto

3.2 Obtencio, Selecao e Critérios de Inclusao dos Animais

Todos os animais utilizados no estudo foram oriundos do canil experimental de caes da
raca Beagle do Centro de Pesquisa Clinica e Inovagao Tecnoldgica em Medicina Veterinaria —
Laerte Grisi (GRISIUS), anexo I do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do
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Rio de Janeiro, na cidade de Seropédica (22°45'31.3"S 43°40'42.3"W). O experimento foi
executado, amparado pela aprovacio obtida do Comité de Etica em Utilizagdo de Animais do
Instituto de Veterinaria da UFRRJ, sob niimero de protocolo 3950060922. Os animais foram
mantidos em instalagcdes que atendem as normas da Resolugdo Normativa do CONCEA n°
59/2023, tanto em estrutura quanto em manejo sanitario.

Para o estudo, foram selecionados 20 caes higidos do plantel do GRISIUS, todos
identificados com microchips subcutineos, sem tratamento com ectoparasiticidas nos ultimos
90 dias. A selegdo dos animais obedeceu a rigorosos critérios de inclusdo, definidos a priori
para garantir a homogeneidade da amostra e a validade dos resultados:

a) Condicao sanitaria: Para atestar o bom estado de saude, os animais foram submetidos
a exames clinicos e fisicos completos, além da coleta de amostras sanguineas para analises
hematoldgicas e bioquimicas. Foram incluidos apenas aqueles que nao apresentaram quaisquer
alteragdes clinicamente relevantes nesses exames.

b) Peso corporal: Os animais deveriam apresentar peso corporal entre 10 e 15 kg,
visando homogeneizar o grupo experimental quanto ao tamanho e a relacdo dose/superficie
corporal.

c¢) Nivel de infestagdo parasitaria pré-tratamento: Apos a infestagdo artificial no dia -9,
realizou-se uma contagem preliminar de ectoparasitos no dia -7 por meio de remog¢ao mecanica
completa. Foram incluidos apenas os cies que apresentaram uma recuperacdo minima acima
de 50 pulgas e 25 carrapatos nesta avaliagdo. Este critério assegurou que todos os animais
inseridos apresentassem um nivel de infesta¢@o clinicamente relevante e suficiente para avaliar
a eficacia acaricida/inseticida da formulag@o. Caes com recuperacao parasitaria abaixo do limite
minimo estabelecido seriam excluidos da pesquisa antes da randomizagdo e aplicagdo dos
tratamentos, o que ndo se fez necessario, pois todos os 20 animais pré-selecionados atingiram
o limiar de infestagao.

Durante o experimento, todos os cdes foram alimentados diariamente com ragdo super
premium para cdes adultos, em quantidades de acordo com as informagdes nutricionais e as
indicacdes do fabricante, € com acesso a agua fresca ad libitum.

3.3 Infestacoes

Os animais foram experimentalmente infestados com 100 pulgas C. felis felis (50 fémeas
e 50 machos) e 50 carrapatos R. linnaei (25 fémeas e 25 machos) com idade de 14 dias, ambos
adultos e ndo alimentados, provenientes da colonia de ectoparasitos do GRISIUS, amparada
pelo protocolo de niimero 090/14 da Comiss3o de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA)

Os espécimes foram depositados no interior do pelame do animal, apds o afastamento
dos pelos por um segundo colaborador que permaneceu mantendo o cao contido em estagao por
10 minutos até que houvesse a dispersao e inicio da fixagdo dos ectoparasitos, evitando assim
uma remoc¢ao mecanica pelo proprio animal, o que poderia interferir nos resultados.

Ao longo do estudo, foram realizadas quatro infestagdes nos dias experimentais -9, -2,
+5 e +12. Cada uma delas foi precedida por um protocolo de desinfestacdo mecanica, utilizando
catacdo manual e pentes finos com densidade de 13 dentes por cm, instrumentos adequados
para a remogao eficaz de ectoparasitos.

3.4 Ranqueamento e Randomizacao
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Para garantir a adaptacdo e o bem-estar dos animais, estes passaram por um periodo de
aclimatagdo de cinco dias (do D-14 ao D-9) nas instalagdes experimentais. No nono dia pré-
experimental (D -9), todos os caes foram submetidos a desinfestacdo mecanica de ectoparasitos,
seguida de banho com xampu neutro e imediata secagem com toalhas individuais para assegurar
que estivessem completamente secos antes do procedimento seguinte. Imediatamente apos a
secagem, procedeu-se a infestacao artificial de cada animal com 25 casais de adultos nao
alimentados de R. linnae e 50 adultos nao alimentados de C. felis felis. Ap6s 48 horas (D -7),
quantificou-se a carga parasitaria, o que resultou na exclusao dos animais que apresentaram
contagem inferior a 50 espécimes de pulgas e/ou inferior a 25 espécimes de carrapatos.

Dos 16 caes que permaneceram no estudo (n=16), estes foram ranqueados em ordem
decrescente de carga parasitdria total. A partir da contagem parasitaria individual obtida no D-
7, os animais foram ranqueados em ordem decrescente, utilizando prioritariamente a carga de
R. linnae e, em casos de empate, a carga de C. felis felis como critério de desempate. A partir
dessa lista ordenada, procedeu-se a alocagdo sistematica dos animais nos grupos: para cada par
sequencial de cdes na lista (ou seja, os dois com cargas mais similares), um foi alocado
aleatoriamente no grupo tratado (GT) e o outro, no grupo controle (GC). Este método assegurou
o equilibrio entre os grupos em relacdo a carga parasitaria inicial, conforme recomendado pelos
guias da WAAVP para estudos de eficacia.

3.5 Tratamento

No dia experimental 0, os 8 caes do GT receberam por via tdpica o produto contendo
EUG + CAR 10% apresentacdo de pulverizagdo por atomizacdo (spray) sob todo o pelame, na
dose de 500 mg/kg, de forma a cobrir toda a superficie corporal que posteriormente foi
massageada para garantir que o produto também entrasse em contato com a pele dos caes. O
volume de formulagdo administrado foi calculado de acordo com o peso dos animais seguindo
arelacdo de 5 mL por kg de peso vivo. Os animais integrantes do GC nao receberam tratamento
algum.

3.6 Eficacia Terapéutica e Persisténcia Contra Reinfestacio

A avaliacdo da eficacia do produto foi conduzida por meio de infestagdes artificiais
sequenciais e contagens parasitdrias em dias predeterminados. Para avaliar a eficacia
terapéutica, ou seja, a capacidade do produto em eliminar uma infestacdo ja estabelecida,
realizou-se uma infestacdo artificial no D-2, 48 horas antes do tratamento, com a contagem da
carga parasitaria remanescente no D+2. J& para avaliar a eficdcia preventiva (persisténcia do
efeito contra reinfestagdes), infestagoes artificiais de desafio foram realizadas nos dias D+5 e
D+12, com as respectivas contagens 48 horas depois, nos dias D+7 ¢ D+14. Em todas as
avaliagdes, os espécimes recuperados foram coletados mecanicamente, separados por espécie,
contabilizados e classificados quanto a sua viabilidade (vivos ou mortos).

Conforme preconizado por Marchiondo et al. (2013), as eficécias pulgicidas (Ep) e
carrapaticidas (Ec) foram calculadas mediante anélise comparativa das médias de ectoparasitos
viaveis recuperados dos grupos GC e GT, com base nas seguintes formulas padronizadas

Média de pulgas vivas GC—Média de pulgas vivas GT
EP (%) =

X 100

Média de pulgas vivas GC

Média de carrapatos vivos e fixados GC—Média de carrapatos vivos e fixados GT

X 100

EC (%) =

Média de carrapatos vivos e fixados GC
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3.7 Analise estatistica

Os dados referentes as contagens médias de pulgas e carrapatos adultos viaveis foram
submetidos a andlise estatistica comparativa. Inicialmente, a aderéncia a distribuicdo normal
foi confirmada para todos os conjuntos de dados por meio do teste de Shapiro-Wilk (p > 0,05).
Diante desse resultado, a comparacdo entre os grupos (controle e tratado) foi realizada
utilizando o teste t de Student para amostras independentes. Um nivel de significancia de 5%
(p < 0,05) foi estabelecido para todas as analises, as quais foram executadas no programa
Bioestat 5.3.

3.8 Avaliacio da seguranca terapéutica

A seguranca foi avaliada mediante analise comparativa de marcadores de toxicidade
(enzimas hepaticas, perfil renal) nos periodos pré e pos-tratamento, complementada por um
exame clinico completo e sistematizado. Este exame incluiu a avaliacdo de parametros
fisiologicos essenciais como temperatura retal, frequéncia cardiaca e respiratdria, coloragdo de
mucosas, tempo de preenchimento capilar, estado de hidratagdo e escore de condigdo corporal,
e uma inspecao minuciosa para deteccdo de alteragdes dermatoldgicas, como eritema, edema,
prurido ou alopecia.

O monitoramento clinico foi conduzido no dia -9, para assegurar a inclusdo apenas de
animais higidos, e diariamente durante todo o periodo experimental. O objetivo foi duplo:
selecionar individuos clinicamente saudaveis € monitorar ativamente a ocorréncia de quaisquer
eventos adversos, sejam locais (no sitio de aplicagdo) ou sistémicos, decorrentes da aplicagao
topica ou da possivel inalacdo da névoa do spray. Além do exame clinico, amostras de sangue
foram coletadas por venopungao jugular antes (D-14) e depois do tratamento (D+2). Utilizaram-
se tubos a vacuo com anticoagulante EDTA para os exames hematologicos e tubos sem
anticoagulante para a obtencdo de soro, que foi subsequentemente utilizado para a analise
bioquimica.

Os parametros hematoldgicos avaliados foram: contagem de hemadcias, dosagem de
hemoglobina, hematocrito, contagem total de leucocitos e contagem de plaquetas. No perfil
bioquimico sérico, foram quantificados: alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA), gama-glutamiltransferase (GGT), bilirrubina
total, bilirrubina direta, ureia, creatinina, fésforo e proteinas totais.

A monitoracao destes parametros teve como objetivo a deteccao de possiveis alteragdes
sistémicas decorrentes da intervencdo terapéutica, fundamentando-se na capacidade de prover
uma avaliac¢do integral dos principais sistemas organicos dos animais submetidos ao tratamento.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Formulacoes

A formulagdo topica em spray contendo a associagdo sinérgica de eugenol (EUG) e
carvacrol (CAR) foi desenvolvida com base nas concentragdes efetivas previamente
determinadas in vitro (Miranda et al. 2022). O veiculo foi constituido por uma solugdo
hidroalcoodlica composta por propilenoglicol, alcool isopropilico, polisorbato 80,
dimetilsulfoxido (DMSO) e tampao fosfato pH 7,0, otimizada para garantir a solubilidade e
estabilidade dos bioativos, além de uma viscosidade adequada para a atomizagdo, de acordo
com De Jesus et al. (2025).
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A caracterizacdo fisico-quimica das formulagdes individuais (EUG ou CAR) e da
associacao (EUG+CAR) confirmou sua adequagdo. Todas apresentaram-se como solucdes
limpidas, homogéneas e transliicidas, com pH ajustado entre 6,4 ¢ 6,8 — faixa compativel com
a aplicacdo topica em pele de caes. Os testes de estabilidade preliminar (centrifugagdo) e
acelerada (ciclos de temperatura) ndo evidenciaram separagao de fases, € o leve escurecimento
observado durante o estresse térmico foi atribuido a oxidagdo esperada dos compostos
fenodlicos. A andlise por CLAE-UV demonstrou que os teores dos bioativos nas formulacdes
finais mantiveram-se dentro da faixa aceitdvel (94-95%) durante o periodo avaliado de trés
meses, confirmando a estabilidade quimica do produto (De Jesus et al., 2025). Para a aplicacao
in vivo, o volume da formulagdo a ser administrado foi calculado individualmente para cada
animal, com base no seu peso corporal, assegurando uma dosagem precisa e padronizada

Assim, os parametros farmacotécnicos atendidos como estabilidade fisico-quimica, pH
adequado e concentracao ativa preservada, somados ao rigor da dosagem individual por peso,
validam a qualidade da formulacdo desenvolvida e asseguram que os resultados de eficécia in
vivo obtidos sdo atribuiveis a acdo biologica dos compostos, € ndo a variaveis relacionadas a
qualidade ou a integridade do produto aplicado.

A Figura 17 exibe as solugdes ja acondicionadas em suas embalagens finais
individualizadas, prontas para a atomizac¢ao no corpo dos animais.

Figura 17. Formulacdes a base de eugenol (EUG) e carvacrol (CAR) em frascos spray,
utilizadas para aplicagdo topica nos animais.

4.2 Selecao Dos Animais

A padronizagdao dos animais experimentais € um pilar metodoldgico essencial em
ensaios de eficacia, pois minimiza variaveis de confusdo que poderiam enviesar a resposta ao
tratamento. A selecdo preconizou a homogeneidade de peso entre os individuos, a fim de
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assegurar a padronizacdo da dosagem do tratamento. A Tabela 2 sumariza os dados de
identificacdo, peso e sexo dos caes incluidos no ensaio.

Tabela 2. Identificagdo, peso em quilogramas e género dos animais escolhidos para o estudo,
pré-randomizacdo contendo 10 fémeas e 10 machos.

Fémeas Machos
Animal (Chip) Peso (Kg) Animal (Chip) Peso (Kg)
556317 12,85 088937 11,00
503359 13,65 787758 13,60
811767 15,30 503411 13,60
192820 13,25 556515 15,05
787750 12,65 503622 11,65
552864 12,35 458721 15,15
787752 9,80 503624 13,80
787773 10,35 787754 12,70
556791 12,75 503418 14,95
192810 10,80 556338 11,90

O critério de homogeneidade de peso foi rigorosamente atendido, como evidenciado
pelos dados na Tabela 2. Os 20 caes selecionados inicialmente (10 fémeas e 10 machos)
apresentaram pesos corporais compativeis, com uma média de aproximadamente 12,38 kg e um
desvio padrao de 1,65 kg para fémeas e 13,34 kg com um desvio padrao de 1,49 kg para machos,
indicando uma baixa dispersdo em torno da média. A maior parte dos individuos situou-se na
faixa de 9,80 a 15,30 kg.

A padroniza¢do por peso e sexo foi uma estratégia fundamental para maximizar a
validade interna do estudo. Ao minimizar a variagdo interindividual basal através da
homogeneizagdo do peso corporal e do equilibrio entre sexos, reduzimos ruidos de fundo que
poderiam confundir a deteccao do efeito do tratamento. Este rigor no controle de variaveis
intrinsecas aumenta a precisdo e a sensibilidade do ensaio, permitindo que diferengas
observadas na carga parasitaria sejam atribuidas com maior confianca a formulacao testada,
otimizando o desenho experimental, o que confere solidez estatistica adequada, com um niimero
ético e justificavel de animais (Beynen, 1991).

4.3 Ranqueamento e randomizacio

Apo6s a contagem de ectoparasitos por meio de remogao mecanica, os 20 animais foram
ranqueados conforme a carga parasitaria recuperada. Foram excluidos do estudo os individuos
que apresentaram contagem insuficiente ou nula de ectoparasitos, totalizando quatro caes (trés
machos e uma fémea), conforme detalhado na Tabela 3. Vale ressaltar que as cargas parasitarias
superiores as iniciais, observadas em alguns animais, sdo atribuiveis a reinfestagdes a partir do
ambiente, um fator intrinseco a estudos de campo dessa natureza, apesar dos banhos e da
criteriosa remog¢ao mecanica prévia realizados durante a selegao.
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Tabela 3. Numero de ectoparasitos vidveis recuperados por animal apos desafio artificial para
ranqueamento.

Animal / Microchip  Sexo Pulgas Carrapatos
Vivas Mortas Vivos Mortos
556515 M 68 0 60 0
787752 F 113 0 47 0
787773 F 51 0 46 0
503359 F 73 0 45 0
503622 M 2 0 37 0
787750 F 103 0 36 0
192820 F 79 0 35 0
556791 F 98 0 35 0
458721 M 59 0 32 0
787758 M 92 0 30 0
787754 M 90 0 30 0
503418 M 59 0 29 0
556338 M 17 0 29 0
503411 F 93 0 28 0
503624 M 74 0 26 0
811767 F 0 3 25 0
192810 F 104 0 24 0
552864 F 87 0 21 0
556317 F 99 0 17 0
88937 M 0 14 2 12

Linhas destacadas correspondem aos animais excluidos no D-7 (pré-randomizacdo) por ndo atenderem
ao critério minimo de infestacdo (<50 pulgas e/ou <25 carrapatos).

Os 16 caes selecionados foram ranqueados em ordem decrescente conforme o numero
de carrapatos vivos recuperados e, subsequentemente, distribuidos de forma aleatoria em dois
grupos: grupo tratado (GT) e grupo controle (GC), cada um composto por oito animais. O
processo de randomizagao foi estruturado para garantir equilibrio entre os sexos, resultando na
mesma propor¢ao de machos e fémeas em cada grupo, conforme detalhado na Tabela 4.

Tabela 4. Caracterizagdo dos grupos experimentais: niimero de caes, sexo e idade dos animais
da raca Beagle utilizados no estudo.

Grupo Animais Sexo Peso Idade
Controle 8 F=5(62,5%)M =3 (35,5%) 13,16+ 1,59 61,1*+£41,0
Tratado 8 F=5(62,5%)M =3 (35,5%) 12,64* + 1,48 56,8+ 32,9

*Meédia aritmética dos valores de peso (Kg) com o desvio padrao (DP), média aritmética das idades em meses com
o DP, F = fémeas M = machos. Valor de p >0,05, sem diferenca estatistica significante

O processo de ranqueamento e randomizag¢do foi conduzido conforme diretrizes
estabelecidas por Festing; Altman (2002) e Marchiondo et al. (2013) para o delineamento
rigoroso de experimentos com animais, visando a formagdo de grupos comparaveis e a
atribui¢ao causal dos efeitos.
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Os valores de carrapatos e pulgas recuperados no periodo que compreendeu a fase de
pré-tratamento, foram superiores a 25% da infestagdao. O GC apresentou uma média geométrica
de infestagdo para R. linnaei vivos e fixados de 36,88 e para C. felis felis vivas, de 83,00,
mantendo-se com niveis de infestacdo homogéneos e estdveis durante todo o periodo de
avaliagdo. O GT apresentou médias de fixacdo pré-tratamento de 30,75 para R. linnaei e 84,75
para C. felis felis, valores sem diferengas estatisticas (p > 0,05), como podem ser visualizados

na tabela 5 onde lista os grupos pos-randomizagao.

Tabela 5. Média geométrica dos valores da recuperagao pré-tratamento (dia -7) de R. linnaei e
C. felis felis de caes beagle artificialmente infestados para os grupos controle (GC) e grupo

tratado (GT).

Pulgas Carrapatos
Microchip Vivas Mortas Vivos  Mortos Peso (kg)
556515 68 0 60 0 15,05
g 787758 92 0 30 0 13,6
Pt 503418 59 0 29 0 14,95
é 787752 113 0 47 0 9,8
S 503359 73 0 45 0 13,65
§- 192820 79 0 35 0 13,25
5 503411 93 0 28 0 13,6
552864 87 0 21 0 12,35
Média 83,00° 36,88" 13,28?
DP +16,96 +12,80 +1,66
458721 59 0 32 0 15,15
787754 90 0 30 0 12,7
- 503624 74 0 26 0 13,8
% 787773 51 0 46 0 10,35
E 787750 103 0 36 0 12,65
£ 556791 98 0 35 0 12,75
£ 192810 104 0 24 0 10,8
3 556317 99 0 17 0 12,85
Média 84,75° 30,75° 12,63
DP +20,80 +8.,76 +1,53

Letras sobescritas iguais significam que os valores ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p >

0,05).

Os critérios de infestagdo minima para inclusdo dos animais basearam-se em parametros
validados para modelos experimentais de ectoparasitos (Marchiondo ef al. 2013). Ademais, a
exclusao de individuos abaixo desse limiar, assegurando uma infestacao basal mensuravel,
alinha-se ao principio ético da redu¢do, preconizado por Russell e Burch (1959) e adaptado por
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Lee et al. (2020) para a experimentacdo animal, ao otimizar o poder estatistico com o menor
numero necessario de animais.

4.4 Eficacia

Os valores de média geométrica relacionados com a recuperagdo de ectoparasitos para
0 GC nos dias experimentais +2, +7 e +14, foram de 35,84, 33,77 ¢ 35,01 para R. linnaei e
52,80, 65,79 e 80,82 para C. felis felis. Para o GT, os valores ficaram em 1,39, 15,76 ¢ 32,64
para R. linnaei e 0,54, 24,97 ¢ 50,09 para C. felis felis.

A eficécia acaricida do produto foi de 96,11%, 53,32% e 6,77% para R linnaei € 98,97%,
62,05% e 38,02% para C. felis felis nos dias experimentais +2, +7 e +14. A tabela 6 mostra os
valores de média das contagens de pulgas e carrapatos vivos, bem como a eficacia acaricida e
pulgicida do composto.

Tabela 6 Valores de média geométrica obtidos a partir da contagem de Pulgas (C. felis felis) e
carrapatos (R. linnaei), ambos vivos ¢ fixados caes no grupo controle e tratado, e valores de
eficacia pulgicida e acaricida de uma formulacdo em spray administrada por via topica em
beagles artificialmente infestados

R. linnaei C. felis felis
Dia GC Média* GT Média*  Eficacia GC Média* GT Média*  Eficacia

+2 3584°+£12,52 1,39+ 1,19 96,11 % 52,807 + 0,54*+2,42 98,97 %

8,12
+7 33,77* £ 10,52 15,76° + 35,32 % 65,79* + 24,97° + 62,05 %
9,38 19,56 17,72
+14  35,01*+ 12,28 32,64 + 6,77 % 80,82 + 50,09° + 38,02%
5,24 18,16 37,79

*Médias geométricas, + desvio padrdo. Letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente (p>0,05); letras
diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p<0,05).

A figura 18 apresenta os valores em um grafico de recuperagdo, possibilitando uma
melhor visualizagdo da recuperacdo dos carrapatos, vivos e fixados do grupo controle e do
grupo tratado, em caes da raca Beagle, submetidos ao tratamento com EUG + CAR numa
formulagdo em spray.

45,00
40,00
315_,09 35,84 33,77 351',01

35,00 ,
30,00 | 32,64

25,00 29,651 J~
%
20,00 T
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= Controle Tratado
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Figural8. Grafico demonstrando os valores das médias geométricas de recuperacdo de
carrapatos Rhipicephalus linnaei recuperados vivos e fixados de caes artificialmente infestados,
tratados com uma formulagdo em spray contendo EUG + CAR.

O grafico presente na figura 19 demonstra o perfil de recuperagdo de espécimes de C.
felis felis vivas em cdes da Raca beagle que receberam tratamento topico da formulacdo
contendo EUG + CAR em spray
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82,23
60,00
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Figura 19. Grafico demonstrando os valores das médias geométricas de recuperagdo de pulgas,
Ctenocephalides felis felis recuperados vivos e fixados de cdes artificialmente infestados,
tratados com uma formulagdo em spray contendo EUG + CAR.

O grafico da figura 20 mostra os valores da eficicia carrapaticida e pulgicida da
formulagdo contendo EUG e CAR, comparando o GC e o GT nos dias experimentais +2, +7 e
+14.
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Figura 20. Grafico demonstrando os valores eficicias geométricas da formulacdo em spray
contendo EUG + CAR, frente a R. linnaei e C. felis felis em caes da raca beagle artificialmente
infestados.
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Este estudo apresenta a primeira avaliacdo in vivo da eficicia acaricida e pulgicida de
uma formulagao topica em spray contendo eugenol (EUG) e carvacrol (CAR) contra R. linnaei
e C. felis felis em caes artificialmente infestados. A investigagdo foi embasada no so6lido
fundamento de atividade sinérgica entre esses compostos demonstrada in vitro (Miranda et al.,
2025). Trabalhos anteriores ja haviam confirmado a efic4cia isolada e combinada de EUG e
CAR contra diferentes estagios e espécies de ectoparasitos, incluindo larvas e ninfas de
Amblyomma sculptum (VALE et al., 2021), larvas de Rhipicephalus microplus e R. sanguineus
(ARAUIJO et al., 2016), e, mais recentemente, em ensaios in vitro diretos com C. felis felis e R.
linnaei (DE JESUS et al., 2025). Esses achados constituiram a premissa cientifica para o
desenvolvimento e teste da formulacao topica em spray contendo EUG e CAR.

A elevada eficécia adulticida observada as 48 horas pos-tratamento foi de 96,11% contra
R. linnaei e 98,97% contra C. felis felis. Para carrapatos, a eficicia de 98% em 48 horas foi
reportada por Bonneau et al. (2015) para a combinagao fipronil-permetrina em spot-on contra
Ixodes ricinus ¢ virtualmente idéntica a alcangada contra R. /innaei pelo spray do estudo. Da
mesma forma, contra pulgas, a eficacia de 100% em 48h conferida por coleiras contendo
Imidacloprida e flumetrina em gatos, espelha o resultado de 98,97% obtido com o spray em
caes.

A elevda eficicia demonstrada pelo spray de EUG e CAR ¢ clinicamente crucial, pois
estd alinhada ao tempo necessario para a transmissdo de patdgenos por ectoparasitos.
Carrapatos do género Rhipicephalus, por exemplo, podem transmitir agentes como Babesia
canis vogeli ao cdo em menos de 48 horas. Da mesma forma, o ciclo reprodutivo acelerado das
pulgas demanda um efeito inseticida rapido de formulagdes capaz de interromper a postura de
ovos viaveis, que pode ocorrer num periodo de 24 a 36 horas ap6s o repasto sanguineo (Heile
et al., 2007; Katavolos et al., 1998; Dryden, 1989). Este perfil de agdo imediata torna a
formulagdo desenvolvida uma alternativa estratégica tanto para o tratamento curativo de
infestacOes estabelecidas quanto para a quebra rapida do ciclo parasitario, objetivos
fundamentais no manejo integrado desses ectoparasitos.

O perfil de eficacia residual do spray CAR+EUG 10% revelou decaimento ao longo de
14 dias, com redu¢do mais acentuada para R. /innaei (6,77% no D+14) em comparagdo a C.
felis felis (38,02% no mesmo periodo). Essa diferenga pode ser atribuida a caracteristicas
biologicas e comportamentais distintas entre as duas espécies, pertencentes a classes
taxondmicas diferentes (Arachnida e Insecta).

No caso do carrapato R. /innaei (ixodideo), a menor eficacia residual provavelmente
esta relacionada a maior resisténcia de seu tegumento quitinoso, que atua como barreira a
penetragdo e retencdo dos bioativos, especialmente na fase adulta. Ja para a pulga C. felis felis
(inseto), a eficacia residual relativamente maior pode ser explicada por seu comportamento de
hematofagia mais frequente e pela maior exposicdo ao pelame tratado durante seus
deslocamentos, aumentando a probabilidade de contato com os compostos residuais.

Essas diferencas, inerentes as classes Arachnida e Insecta, refletem as variacdes de
sensibilidade e suscetibilidade a tratamentos topicos observadas na pratica de controle (Miranda
et al., 2024; Coles e Dryden, 2014; Dryden e Payne, 2004).

Além dos provaveis mecanismos neurotdoxicos complementares que explicam a agao
rapida, a sinergia observada pode ser potencializada por um efeito fisico-quimico do CAR sobre
a integridade do tegumento dos artropodes. Estudos morfohistoquimicos demonstram que o
carvacrol, em concentragdes elevadas, induz desorganizacdo da cuticula e das camadas
epiteliais do integumento de fémeas de R. sanguineus, promovendo desidratacdo e alteragdes
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celulares que culminam em morte do parasito (Lima-de-Souza et al., 2022; De Oliveira et al.,
2020)

4.5 Seguranca

A formulacdo demonstrou um perfil de seguranga adequado para a espécie canina na
faixa etaria estudada. Notavelmente, nenhum evento adverso local ou sist€émico foi registrado
em qualquer um dos animais tratados. Durante todo o periodo de observacdo, ndo foram
detectados quaisquer sinais de toxicidade, irritacdo cutdnea ou das mucosas, manifestacdes de
irritagdo das vias aéreas superiores, nem alteracdes sistémicas ou neurologicas. As avaliagdes
comportamentais ¢ os exames clinicos foram realizados utilizando um formulario padronizado
de monitoramento clinico, que incluiu a afericdo da temperatura retal, frequéncia cardiaca e
respiratoria, tempo de preenchimento capilar, além da avaliacdo sistematica dos sistemas
nervoso, cardiovascular, linfatico, respiratorio, gastrintestinal, musculoesquelético, tegumentar
e mucosas. Durante todo o periodo experimental, nenhum animal do grupo tratado apresentou
anormalidades clinicas, corroborando a seguranca ¢ a excelente tolerabilidade do produto nas
condi¢cdes do estudo.

A andlise comparativa das variagdes nos parametros hematoldgicos e bioquimicos,
detalhadas nas Tabelas 7 e 8, ndo revelou diferengas estatisticamente significativas entre o GC
e o GT. Todos os valores obtidos para os parametros avaliados permaneceram dentro dos
intervalos de referéncia para a espécie canina estabelecidos pela literatura, confirmando a
auséncia de alteragdes clinicamente relevantes induzidas pelo tratamento (Kaneko et al., 2008).

Tabela 7. Valores dos parametros hematologicos de caes Beagle dos grupos controle e tratado,
antes e ap06s a aplicacdo do produto.

Parametro Grupos  Pré-tratamento  Pos-tratamento  Variagdo A Valor-p
(Média+DP)  (Média+ DP) (Média + DP)
Controle 6.01 +0.76 6.19 £0.71 0.18 £0.48
Hemacias 0.587
T 29 +£0.51 62+£04 33+£0.31
(x10°/uL) ratado  6.29+0.5 6.62 + 0.49 0.33+0.3
Controle 13.7+1.4 141+1.3 04+0.8
Hemoglobina  pp0q0 141411 147414 0.6+0.7 0.842
(g/dL)
Controle 41.6+4.0 43.1+3.8 1.5+25
Hem(?;‘;"“to Tratado ~ 42.9+3.1 451+36 22421 0.721
0
Controle 11.2+34 12.1+3.6 09+2.1
Leucécitos 0.463
A4+2. S 2. -0.1£2.
(x10°/L) Tratado 124+29 123+£2.8 0.1+25
Controle 289+93 276 + 104 -13 £ 58
Plaquetas 0.325
+ + +
(x10°/uL) Tratado 327 £ 87 342 £ 143 15+99

Nao foram detectadas diferencas estatisticamente significativas nas variagdes médias (A) dos parametros
hematologicos entre os grupos Tratado e Controle (teste t para amostras independentes, p > 0,05 para todos os
parametros).
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Tabela 8. Valores dos parametros bioquimicos de cdes Beagle dos grupos controle e tratado,
antes e apods a aplicagao do produto

Parametro Grupo  Pré-tratamento Pos-tratamento A (Média+ ~ Valor-p
(Média + DP) (Média + DP) DP)
Controle 37.6 £12.8 36.1£9.0 -1.5+12.1
ALT (U/L) Tratado 328+ 11.6 284+93 -44+12.9 0.649
Controle 30.5+6.8 26.5+4.8 -4.0+6.8
AST (U/L) Tratado 31.3+43 31.0+7.2 -0.3+8.7 0.397
Controle 40.4 + 14.8 44.8+12.9 44+£17.5
FA (U/L) Tratado 54.1+224 61.1+£22.5 7.0+22.6 0.799
Controle 1.8+0.8 0.9+0.7 -09+13
GGT (U/L) Tratado 2.1+1.0 1.4+0.9 -0.8+ 1.0 0.836
Controle 0.18+0.07 0.12+0.04 -0.06 £ 0.06
Bilirrubina Total  Tratado 0.17 £0.05 0.12 +£0.05 -0.05 +£0.07 0.783
(mg/dL)
Controle 0.11+0.03 0.06 +£0.01 -0.05 £ 0.02
Bilirrubina Tratado 0.12+0.02 0.06 +0.01 -0.06 £ 0.03 0.465
Direta (mg/dL)
Controle 23.8+5.2 28.8+5.7 5.0+ 6.8
Ureia (mg/dL) Tratado 25.8+£6.8 294 +6.6 3.6 7.7 0.722
Controle 0.6+0.1 0.8+0.1 0.2+0.2
Creatinina Tratado 0.7+£0.2 0.8+0.1 0.1+£0.2 0.328
(mg/dL)
Controle 51+1.1 64=+1.1 1.3£1.5
Fosforo (mg/dL)  Tratado 48+1.3 55+1.1 0714 0.502
Controle 8.1+£1.3 79+1.7 -02+1.3
PT (g/dL) Tratado 7.8+£0.8 7.24+0.9 -0.7+0.8 0.352

Para nenhum dos parametros bioquimicos avaliados, a mudanca média (A) observada no grupo Tratado foi
estatisticamente diferente da mudanga observada no grupo Controle (teste t para amostras independentes, todos os
valores-p > 0,05).

A avaliagdo de seguranca da formulagdo foi realizada por meio de monitoramento
clinico e de andlises laboratoriais sequenciais. Durante todo o periodo experimental, nenhum
sinal de toxicidade aguda ou reagdo adversa local foi observado nos animais do grupo tratado.

Os parametros hematoldgicos e bioquimicos séricos, analisados nos dias D+2, D+7 e
D+14, mantiveram-se consistentemente dentro dos intervalos de referéncia estabelecidos para
a espécie canina, ndo apresentando alteragdes clinicamente significativas quando comparados
aos valores basais e ao grupo controle (Choi et al., 2011; Kaneko et al., 2008). A estabilidade
destes marcadores essenciais, incluindo hemograma completo, enzimas hepaticas, funcdo renal
e perfil proteico, corrobora a auséncia de efeitos sist€micos adversos atribuiveis a formulacao
sob as condi¢des do estudo, comprovando que a formulagdo ¢ considerada segura para caes.

EUG e CAR sdo consideradas moléculas seguras pela FDA (Food and Drug
Administration). A determinagdo da concentragdo segura e efetiva para a formulagdo tdpica
considerou o limiar entre atividade biocida e potencial irritante, bem documentado na literatura
para ambos os compostos. Estudos pré-clinicos indicam que carvacrol, mesmo em
concentragoes elevadas, 6—12%, promove reparo tecidual em modelos de ferida, embora possa
induzir edema e resposta inflamatdria transitoria nos primeiros dias de aplica¢do (Gunal et al.,
2014; Costa et al., 2018).
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Dados toxicologicos recentes para derivados do carvacrol fornecem parametros
fundamentais para o calculo de margens de seguranga em modelos animais (Mendonga ef al.,
2024). De modo andlogo, o perfil de seguranca do eugenol ¢ descrito na literatura
principalmente para humanos, onde ele apresenta irritacdo local e potencial de sensibilizagao
dose-dependente, com concentragdes acima de 5 a 10% em formulagdes topicas associadas a
efeitos citotoxicos e irritativos (Nejad ef al., 2017). Nesse contexto, um dos principais achados
do presente estudo reside na geragdo de dados inéditos sobre a seguranga topica desses
compostos em caes, uma vez que informagdes especificas para essa espécie eram, até entdo,
escassas ou inexistentes na literatura.

Diante desse balanco farmacoldgico-toxicologico e da lacuna de dados para a espécie-
alvo, a concentracdo de 10% para cada bioativo na presente formulagdo foi estabelecida como
um ponto de partida estratégico. Esta concentracdo buscou maximizar a eficacia sinérgica in
vivo, evidenciada pelos resultados de eficacia, enquanto se posicionava em uma faixa que,
extrapolando de dados de outras espécies, poderia mitigar riscos de reagdes adversas locais. A
auséncia completa de toxicidade clinica e sistémica observada neste bioensaio constitui,
portanto, a primeira evidéncia robusta in vivo da seguranca dessa concentracdo especifica da
associacdo CAR+EUG para a espécie canina, preenchendo uma lacuna critica no conhecimento
e validando o perfil toleravel do produto.

5 CONCLUSAO

Este estudo pioneiro demonstrou a alta eficacia in vivo de uma formulagdo sob a forma
de spray a base de carvacrol e eugenol para o controle simultaneo de Rhipicephalus linnaei e
Ctenocephalides felis felis em caes. A formulagdo apresentou eficacia superior a 95% contra
ambos os ectoparasitos em 48 horas e manteve-se ativa, com 38,02% de eficacia contra C. felis
felis aos 14 dias pds-tratamento, um resultado que, embora decrescente, evidencia a persisténcia
da acdo do produto. A seguranca da formulag¢do foi confirmada pela auséncia de reacdes
adversas nos animais. Os resultados posicionam a formulagdo como uma alternativa viavel e
inovadora no mercado de produtos naturais, com eficicia comprovada e agdo residual,
corroborando o potencial da associacdo dos compostos para o desenvolvimento de novas
estratégias de controle sustentavel de ectoparasitos.
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