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RESUMO

FINAMORE, Mariana Cunha. Atividade pulicida de 0leos essenciais de Cedrela
fissilis, Mentha pulegium, Mentha arvensis e Eucalyptus globulus em
Ctenocephalides felis felis. 2019 37 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias,
Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia
Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

A pulga Ctenocephalides felis felis é o ectoparasita de pequenos animais de maior
importancia na medicina veterinaria e o controle de pulgas adultas em animais
infestados representa parte do programa necessario para eliminar efetivamente a
populacdo de ectoparasitos. Os fitoterapicos sdo ricos em substancias que podem ser
utilizadas no desenvolvimento de métodos seguros aplicados no controle de insetos. O
presente trabalho tem como objetivo, avaliar a atividade de extratos de 6leos essenciais
de Cedrela fissilis, Mentha pulegium, Mentha arvensis e Eucalyptus globulus, e de
possiveis derivados, contra Ctenocephalides felis felis. Foram utilizadas diferentes
concentragdes, de solucdes maes desses dleos, impregnados em papel filtro e testada a
mortalidade das pulgas apds 24 horas e 48 horas. O 6leo de Cedrela fissilis mostrou
uma resposta linear com o aumento da concentracdo, alcancando 100% de mortalidade
na concentragdo de 40000 pg/mL no tempo de 48h, representando uma ferramenta
auxiliar para o controle de pulgas. Os demais extratos ndo apresentaram atividade

relevante sobre C. felis felis.

Palavras chave: pulga, controle, plantas, cedro, menta, eucalipto



ABSTRACT

FINAMORE, Mariana Cunha. Pulicidal activity of essential oils of Cedrela fissilis,
Mentha pulegium, Mentha arvensis and Eucalyptus globulus on Ctenocephalides
felis felis. 2019 37 p. Dissertation (Master Science in Veterinary Science, \Veterinary
Parasitology). Veterinary Institute, Department of Animal Parasitology, Federal Rural
University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

The Ctenocephalides felis felis flea is the ectoparasite of small animals of major
importance in veterinary medicine and the control of adult fleas in infested animals
represents part of the program necessary to effectively eliminate the population of
ectoparasites. Herbal medicines are rich in substances that should be used in the
development of safe methods applied to insect control. The present work has the
objective of evaluating the activity of extracts of essential oils of Cedrela fissilis,
Mentha pulegium, Mentha arvensis and Eucalyptus globulus, and of possible
derivatives, against Ctenocephalides felis felis. Different concentrations of mother
solutions of these oils, impregnated on filter paper and tested for flea mortality after 24
hours and 48 hours, were used. Cedrela fissilis oil showed a linear response with
increased concentration, reaching 100% mortality at the concentration of 40000 pg/mL
in the time of 48 hours, representing an auxiliary tool for flea control. The other extracts

did not present any relevant activity on C. felis felis.

Keywords: flea, control, plants, eucalyptus, mint, cedar
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1 - INTRODUCAO

A pulga Ctenocephalides felis felis, € o ectoparasito mais importante em
animais domeésticos de pequeno porte, em todo o mundo. As Ultimas revisdes
abrangentes da biologia e controle da pulga foram fornecidas ha duas décadas. Varias
revisdes tratando da resisténcia a inseticidas, toxicologia de inseticidas veterinarios e

controle das pulgas foram escritas durante este periodo. (RUST, 2017)

As consultas em dermatologia de pequenos animais representam 25 a 30% do
total das consultas veterinarias, merecendo cada vez mais destaque na pratica clinica
diaria, sendo objeto de estudos constantes devido, ndo sé a sua incidéncia, mas também

a relacéo de proximidade crescente entre animais e humanos (DRYDEN; RUST, 1994).

A pulga Ctenocephalides felis felis € o ectoparasita de pequenos animais de
maior importancia na medicina veterinaria (DRYDEN; RUST, 1994). Em estudos de
casos de atendimento clinico-dermatoldgico, o percentual de incidéncia de dermatite
alérgica a picada de Ctenocephalides spp varian entre 25 a 40% de todos 0s casos,
(MACHICOTE & YOTTI, 2005), sendo maior em felinos. Ha estudos que comprovam
que a incidéncia ainda é maior em machos. A taxa de prevaléncia de Ctenocephalides
felis em gatos atinge até 70% (BECK et al., 2006).

A C. felis é bem adaptada para infestar ambientes domésticos, sendo esta uma das
principais caracteristicas, a capacidade de gerar numerosos descendentes. A casa pode
ficar infestada com um nUmero excessivo de estagios de vida ao longo de algumas
semanas (DRYDEN et al., 2015).

Anualmente, os gastos com o controle de pulgas em animais de companhia, é
estimado em US$ 1 bilhdo nos EUA e € 1,1 bilhdes na Europa Ocidental (GEURDEN et
al., 2017).

O controle de pulgas adultas em animais infestados € importante e representa parte
do programa necessario para eliminar efetivamente a populacdo de ectoparasitos.
Apesar da populacdo adulta de pulgas nos animais domésticos representar apenas cerca
de 5% da infestacdo total de pulgas em uma habitagdo, enquanto os outros 95% da
populacéo é constituida por ovos, larvas e pupas no ambiente doméstico (WILLIAMS et
al., 2014).



As substancias oriundas de 0leos essenciais vegetais, ocupam lugar de destaque
em estudos atuais, pois podem oferecer os mesmos efeitos benéficos que substancias
sintéticas. Diante dos problemas causados por essas substancias a salde de maneira
geral e a0 meio ambiente, a busca por alternativas naturais vem motivando a pesquisa
nessa area (SILVA, 2014).

O uso de plantas como medicamentos é tdo antigo como a medicina popular e
pode fazer parte de um tratamento adjuvante ou principal ou de acordo com 0s preceitos
do proprietario de pet. No Canada ha uma certa valorizacéo de tratamentos organicos ou
fitoterapicos com diferentes especies de plantas, como Melissa offcinalis, Artemisia
vulgaris, Lavandula officinalis, Juniperus communis e Thuja plicata no tratamento
contra C. felis felis (LANS; TURNER; KHAN, 2008).

As espécies botanicas que elaboram os compostos dos éleos essenciais séo
distribuidos em um namero limitado de familias como Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae,
Lamiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae e Pireraceas
(BRUNETON, 1999).

A espécie vegetal Mentha pulegium da Familia Lamiaceae € conhecida vulgarmente
por poejo ou menta selvagem (SILVA, 2014). Estudos de Boukhebti et al. (2011)
demonstraram a presenca de pulegona, mentona e isomentona como componentes
majoritarios. J& a Mentha arvensis é amplamente estudada por seu efeito repelente
contra Trialeurodes vaporariorum (TASLI et al., 2017), a inibicdo da ovoposicdo de
alguns acaros (PAVELA et al., 2016) e efeito inseticida propriamente dito (KUMAR et
al., 2009). A variabilidade do 6leo de pulegona apresenta propriedades inseticidas para
varios géneros de Mentha spp podendo apresentar 44 tipos constituintes em seu 06leo
(BOUKHEBTI et al., 2011).

O Cedro-rosa ou Acaiaca € uma arvore conhecida da espécie Cedrela fissilis. Seus
frutos e sementes séo objetos de estudo para extracdo dos derivados limondides que
demonstraram acao inseticida (AMBROZIN et al., 2006).

Espécies de Eucalyptus sp. ndo s6 servem para combustivel de biomassa e reduzem
0s niveis atmosféricos de dioxido de carbono de forma direta, mas também funcionam
de forma indireta através de seu Gleo essencial usado como repelente de insetos e

pragas, como um agente inseticida (BATISH et al., 2008).



2 - REVISAO DE LITERATURA
2.1 - A pulga Ctenocephalides felis felis

As pulgas sdo insetos apteros, de corpo achatado lateralmente, apresentando
aparelho bucal sugador-pungitivo. Fazem parte da ordem Siphonaptera, com histéria
evolutiva de 60 milhGes de anos, que fazem infestacdo em hospedeiros endotérmicos,
sendo 94% destes, mamiferos (DRYDEN; RUST, 1994). Sdo descritas quase 3000
espécies, incluidas em 238 géneros e 15 familias (LEWIS, 1998). A pulga C. felis tem
larga distribuicdo em muitos paises, sendo a mais comum no Brasil e encontrada em 17
estados (LINARDI, 2012).

No ciclo biolégico da pulga encontramos duas fases, sendo uma no hospedeiro,
as formas adultas (machos e fémeas) que séo estritamente hematdfagas e a outra no
ambiente onde sdo encontradas as formas imaturas, ou seja, 0s ovos, as larvas, as pré-
pupas e as pupas, aléem de adultos recém emergidos dos pupéarios (CORREIA, 2007). O
ciclo tem duracdo meédia de 25 a 30 dias e esta diretamente relacionado as condicdes
ambientais, sendo influenciado principalmente pela temperatura e umidade (LINARDI,
2004).

De 24 a 36 horas depois do repasto sanguineo e ovoposicéo, a eclosdo dos ovos
ja pode acontecer. Esses ovos tem formato ovoide, esbranquicados, e medindo em torno
de 300 a 700 um e uma fémea alimentada deposita aproximadamente 1800 ovos em 50
dias (DRYDEN; RUST, 1994). Sdo 3 estagios larvais que passam por muda a cada 3
dias, passando por curta fase de pré-pupa e enfim na fase pupal, onde o estimulo do
préprio hospedeiro que provoca a emergéncia dos adultos (SILVERMAN; RUST,
1985).

2.2 - Importancia clinica

A Ctenocephalides felis felis possui grande importancia clinica por ser a
ectoparasitose mais comum, exercendo acgdo irritativa, espoliadora e inflamatoria, além
de ser responsavel pela transmissdo de algumas moléstias (DRYDEN; RUST, 1994;
LINARDI, 2004) .

As pulgas como ectoparasitos infestantes, podem causar reacdes alérgicas que
incluem sintomas como papulas, crostas, eritema, alopecia, entre outros; ja animais nao
alérgicos sdo portadores assintomaticos. Sdo descritas diferentes lesdes de pele quando

ha apenas a dermatite por picada e a dermatite alérgica, que se manifesta na regido
3



dorsal lombo-sacra em formato triangular , podendo se estender por todo corpo do
animal (LINARDI, 2004).

O estudo das interagdes entre C. felis felis e seus endossimbiontes abre novas
perspectivas sobre a participacdo destas pulgas na epidemiologia das endoparasitoses
em que participa como hospedeiro intermediario ou vetor, seja biolégico ou mecéanico.
A pulga atua como hospedeiro intermediario do cestoide Dipylidium caninum
habitualmente encontrado no intestino delgado dos cées e gatos e eventualmente no
homem, e do filarideo Dipetalonema reconditum parasita de cdes. Além disso, sdo
consideradas vetores biologicos de agentes patogénicos que representam risco potencial
para a saude, como Rickettsia typhi , Rickettsia felis, Bartonella henselae e Yersinia
pestis (AVELAR, 2006; RUST, 2017). Através da técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) foi possivel reconhecer o DNA de Leishmania chagasi em
Ctenocephalides felis felis coletadas de cdes naturalmente infectados na cidade de Belo
Horizonte - MG (COUTINHO; LINARDI, 2007).

2.3 — Controle de Ctenocephalides felis felis

Para o0 sucesso no controle de infestagdes por esses ectoparasitas torna-se
necessaria uma combinacdo de estratégias, incluindo o uso de inseticidas
hospedeiro/alvo e de acdo ambiental, além de meios mecanicos de eliminar ou reduzir
as fases imaturas do ambiente (BLAGBURN, B. L.; DRYDEN, 2009). Estratégias de
controle devem ser colocadas em prética, utilizando abordagens que representem
menores riscos ambientais, a satde animal e humana.

Combinado a um interesse crescente nas praticas de agricultura bioldgica, levou-
Se a um aumento na pesquisa para o desenvolvimento de alternativas e abordagens para
0 manejo de ectoparasitas, tais como 0leos essenciais (WALL, 2013).

Nos ultimos anos, mais atencdo tem sido dada a rapidez com que os tratamentos
matam as pulgas adultas. O pensamento predominante tem sido a velocidade de matar a
pulga adulta, influenciando diretamente na prevencéo e controle da dermatite alérgica a
picada de pulgas (RUST, 2017) .



2.3.1 - Controle mecanico

A primeira medida para o controle mecénico de pulgas, nos animais domésticos
é a higiene aliada a catacdo manual das pulgas. No ambiente, deve ser feita uma
varricdo cuidadosa, lavar o piso e a cama do animal, bem como cobertas, mantas, tapete
e panos utilizados pelo mesmo, além do uso de aspirador em tapetes, almofadas e
moveis (LINARDI & GUIMARAES, 2000). A propria vibragdo do aparelho estimula a
emergéncia de pulgas adultas de seus casulos, para que possam ser coletadas pelo
aspirador, tomando as devidas providencias para que 0s sacos do aspirador ndo
provoquem uma recolonizacao do ambiente (SILVERMAN; RUST, 1985).

Em um programa de controle de pulgas, é importante que o tutor esteja ciente de
que em qualquer lugar que o animal infestado tenha acesso, ovos de pulgas estardo
sendo depositados. Portanto, lugares onde o animal passa a maior parte do tempo terdo
0 maior nimero de ovos depositados e consequentemente, maior infestacdo. Este é o
lugar onde as medidas de controle devem ser concentradas (DRYDEN, M. W; NEAL, J.
J.; BENNETT, 1989). O controle mecanico deve preceder o uso de outras formas
quimicas de controle para maior eficacia (BLAGBURN, B. L.; DRYDEN, 2009).

2.3.2 - Controle quimico

Nos ultimos 20 anos, numerosas novas substancias ativas também apareceram.
Um padrdo de desempenho e eficacia geral estabelecido pela Agéncia Europeia de
Medicina é 95% de mortalidade de pulgas e nos EUA é aceito 90% de mortalidade.
Baseado em resultados dos grupos controle positivo e tratado, um valor recomendado
ocorre quando pelo menos 95% das pulgas sdo mortas em ambos 0s grupos. Esses
padroes sao consistentes com as diretrizes da Associacdo Mundial de Parasitologia
Veterinaria. Controles positivos (um produto de referéncia padrdo) sdo recomendados
para validar tratamentos em animais e, portanto, muitos estudos relatam dados
comparativos de eficacia a outros produtos existentes no momento do estudo (RUST,
2017). Dados consideraveis acumularam-se nos Gltimos anos para apoiar 0 novo

paradigma de tratar o animal de estimacdo e ndo o meio ambiente (RUST, 2005).

2.3.2.1 - Avermectinas
Avermectinas sdo produtos da fermentacdo de fungos do solo Streptomyces

avermitilis que possui eficacia anti-helmintica e inseticida. A compreensdo atual do



modo de acdo das lactonas macrociclicas envolve, a abertura de canais de cloreto nas
membranas musculares dos artropodes, levando a paralisia do inseto. Os compostos
comercializados como abamectina, ivermectina, milbemicina e selamectina ndo tém
atividade sistémica contra pulgas em estudos de membrana artificial (ZAKSON-AIKEN
et al., 2001). Mas, a ivermectina apresenta baixos niveis de eficacia no controle desses
insetos. No entanto, uma associagdo de moxidectina e imidacloprid bem como a
selamectina tém sido utilizadas para o controle de pulgas. A selamectina possui
ainda a recomendacdo em bula de que possui atividade contra ovos (BRANDAO,
2004) .

2.3.2.2 - Fipronil

O fipronil é um inseticida fenilpirazélico que foi introduzido nos EUA em
1996 para uso em saude animal e controle interno de pragas. Ele impede a funcao
normal das funcfes nervosas da pulga , blogueando os canais de cloro dos neurénios no
sistema nervoso central, ligados ao &cido gama-aminobutirico (GABA) e, assim,
compartilha um sitio de ligagdo comum com ciclodienos e t-butilbiciclofosforotionatos.
Formulacges topicas em spray para cdes mataram 100% das pulgas por pelo menos 16
dias e 90% por 29 dias (LIEBISCH, A. AND REIMANN, 2000). Em um ambiente
domeéstico, aplicacdes tdpicas forneceram reducdo de 97% do nimero de pulgas no
animal de estimacdo e reducdo de 0,96% nos estagios do ciclo de vida fora do
hospedeiro (RUST, 2005).

Estudos apontam que fipronil é pouco tdéxico para organismos ndo alvos,
outros descrevem que este inseticida apresenta alta toxicidade para parasitoides
Uteis em agroecossistemas e invertebrados aquaticos (OLIVEIRA, 2010) além de

potencial efeito carcinogénico (LYONS, 2000) .

2.3.2.3 - Piretrdides e piretrinas

Piretrdides e piretrinas sinergizadas, para uso tépico, sdo especialmente
destacados por serem vendidos sem receita médica. Uma formulacdo de 65% de
permetrina em éter monometilico de propilenoglicol proporcionou uma reducdo de
97,7% no numero de Ctenocephalides felis felis em beagles durante 28 dias (ENDRIS et
al., 2003) .



O controle de ectoparasitas de importancia veterindria com inseticidas
neurotoxicos sintéticos estdo cada vez sendo menos utilizados pelo possivel
desenvolvimento de uma resisténcia a inseticidas. Além disso,estdo sendo aplicadas
restricdes quanto ao uso de alguns inseticidas, como organoclorados, organofosforados

e piretroides, devido a seus efeitos sobre a satde humana e ambiente (WALL, 2013).

2.3.2.4 - Reguladores de crescimento de insetos (IGR):

Os compostos quimicos que interferem no crescimento e desenvolvimento de
artropodes sao coletivamente referidos como reguladores de crescimento de insetos
(IGR). Eles podem ser subdivididos ainda por seu modo de agdo em analogos de
hormonio juvenil (JHA) e inibidores do desenvolvimento de insetos (IDI) (RUST,
2005). Um IGR ¢é uma substancia que atua no interior de um inseto para acelerar ou
inibir um processo de regulacdo fisioldgica essencial para seu desenvolvimento
normal ou de seus descendentes. Possuem como alvo outros 6rgdos que nao 0s
do sistema neural e atuando de forma lenta e gradual interferindo no crescimento e
desenvolvimento do inseto, além de muito seguros para 0s mamiferos, pois 0s mesmos
ndo apresentam estruturas quitinosas ou receptores para estas moléculas (GRAF et al.,
2004).

A utilizagdo de JHA, como o piriproxifen, mimetizam a atividade o efeito do
horménio juvenil, impedindo a evolucdo para o proximo estagio. Essa substancia
apresenta comprovada eficacia na interrup¢do do desenvolvimento da pulga C. felis
felis, quando empregado no céo, no gato e no ambiente (RUST, 2005). Estudos recentes
evidenciam eficacia na eliminacgdo da infestacdo por Ctenocephalides felis felis, com o
uso de uma combinacdo de piriproxifen, dinotefuran, e permetrina em coelhos.
(BORGES et al., 2018)

Em uma outra categoria de IGR, temos o lufenuron, que a partir do seu efeito
sistémico, inibe a sintese de quitina durante o desenvolvimento do inseto, causando a
degeneracdo das células epidérmicas da pulga, necessérias para o desenvolvimento
normal da cuticula larval (MEOLA et al., 1999) .

2.3.2.5 - Isoxazolinas
Esta nova classe de substancias tem demonstrado uma atividade acaricida e

inseticida potente, através de um mecanismo duplo de ligacdo aos canais neuronais de



cloreto dependentes de GABA e glutamato em invertebrados suscetiveis. E possui uma
alta seletividade para artropodes e um perfil de seguranca muito favoravel em
vertebrados, incluindo cées (WILLIAMS et al., 2014). Com base nas suas propriedades
farmacocinéticas, um efeito duradouro é observado. Esta diretamente ligado aos niveis
plasmaticos maximos alcancados ap0s a ingestdo e a ligacdo as proteinas plasmaticas
(BEUGNET; LIEBENBERG; HALOS, 2015).

Estudos apontam grande eficacia no uso de fluralaner, com apenas uma administracéo, e
possivel ter o controle de ectoparasitas por, no minimo, 17 semanas. Isso €
extremamente vantajoso em relacdo as outras moléculas, que demandam administragdes
mais frequentes (DRYDEN et al., 2015).

Outras moléculas do grupo das isoxazolinas, como o sarolaner e o afoxolaner, também
exibiram ampla eficacia contra ectoparasitas, com reducdo de 99,8% e 99,2%,
respectivamente, em um més ap6s a administracdio (J.A.B. BEZERRA, I|.R.S.
CARDOSO, R.T.G.A. RODRIGUES, 2017).

2.3.3 - Controle biologico

O fundamento basico de um controle bioldgico, é a capacidade de controlar ou
até mesmo combater parasitas , utilizando-se de outros organismos vivos como fungos,
bactérias e protozoarios, ou seja, a partir das relacdes entre os individuos é possivel
eliminar determinadas espécies parasitas (MELO, I. S; AZEVEDO, 1998).
Os fungos entomopatogénicos Metarhizium anisopliae inibiram com sucesso 0s 0vos
de pulgas da eclosdo e Beauveria bassiana conseguiu matar as pulgas adultas (DE
MELO et al., 2008). Embora esses fungos tenham sido repetidamente mostrados como
toxicos para as pulgas, eles nunca foram desenvolvidos para estratégias de controle
(RUST, 2017).

2.3.4 — Plantas com atividade inseticida

Oleos essenciais de plantas, na maioria das vezes sdo obtidos a partir da
folhagem, através de vapor ou hidrodestilacdo. S&o misturas complexas de
principalmente terpendides, particularmente monoterpenos e sesquiterpenos, e uma
variedade de fenois, oxidos, éteres, alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas aromaticos que
determinam o aroma e odor caracteristico da planta doadora. A presenca dessas

substancias nas plantas fornece uma importante estratégia de defesa, particularmente



contra pragas de insetos herbivoros e fungos patogénicos, além de desempenhar um
papel vital nas interagdes planta-planta servindo como atrativos para os polinizadores
(BATISH et al., 2008). A presenca de monoterpenos volateis ou Oleos essenciais,
fornecem uma importante estratégia de defesa para as plantas, particularmente contra

pragas de insectos herbivoros e fungos patogénicos. (LANGENHEIM, 1994)

Algumas plantas repelentes sdo conhecidas por sua capacidade de controle de insetos e
outras pragas, devido aos compostos das plantas, impeditivos de alimentacéo, toxinas e
reguladores de crescimento. A maioria das plantas pode ser agrupada em cinco
categorias quimicas principais: (1) compostos nitrogenados (principalmente alcaldides),
(2) terpendides, (3) fendlicos, (4) inibidores de proteinase e (5) reguladores de
crescimento (MAIA, M., & MOORE, 2011).

Ultimamente, os 6leos essenciais estdo sendo experimentados como potenciais
candidatos a manejo de pragas e doencas, principalmente porque os 6leos essenciais sao
facilmente extraiveis, sendo ecologicamente biodegradaveis e facilmente catabolizado
no ambiente além de ndo persistem no solo e na dgua e possuirem baixa ou nenhuma
toxicidade contra vertebrados(BATISH et al., 2008; MARTINEZ-VELAZQUEZ et al.,
2014) .

Ha um crescente corpo de evidéncias que indicam o valor potencial dos 6leos
essenciais como agentes de controle contra uma variedade de ectoparasitos. No entanto,
a natureza volatil dos 6leos essenciais sugere que sua atividade residual provavelmente
sera de curta duracdo (WALL, 2013).

2.3.4.1 - Mentha arvensis e Mentha pulegium

As espécies vegetais que constituem o género Mentha, pertencentes a familia
Lamiacea, também denominadas hortelds, possuem crescimento rapido e geralmente
suportam variagOGes significativas nas condigdes agroclimaticas. Existe um grande
interesse econdmico na utilizagdo industrial de substancias extraidas destas plantas,
devido apresentarem o0 monoterpeno mentol em suas constituigdes, sendo este
amplamente usado nas industrias farmacéutica, cosmética, de higiene pessoal e
alimenticia (PAVELA et al., 2016; SANTOS et al., 2012) .

Os efeitos farmacologicos do 6leo essencial de Mentha pulegium, foram

relatados por Boukhebti et al. (2011): efeito abortivo no miométrio de ratos, atividade



citotoxica contra diferentes linhagens de celulas humanas e seu efeito antioxidante. Os
ingredientes do 6leo de Mentha pulegium e Mentha arvensis foram submetidos a varios
estudos que mostraram uma diferenca em seus constituintes dependendo da regido de
cultivo e houve algumas variacdes nos constituintes de diferentes paises mas todos
demonstraram a presenca de pulegona, mentona e isomentona como componentes
majoritarios (BOUKHEBTI et al., 2011; PAVLIDOU et al., 2004). Diante destas
descobertas muitos estudos séo realizados quanto ao efeito fungicida, inseticida e
acaricida sendo estes com resultados promissores contra Drosophila melanogaster
(PAVLIDOU et al., 2004), Callosobruchus chinensis, inseto que causa grandes prejuizos
na producdo de grdo de bico, Cicer arietinum (KUMAR et al., 2009) e Tetranychus
urticae, &caro da familia Tetranychidae (PAVELA et al., 2016).

2.3.4.2 — Cedrela fissilis

A érvore do cedro Cedrela fissilis da Familia Meliaceae é conhecida como cedro-
cetim, cedro-rosa, cedro-missioneiro ou acaiaca € uma arvore nativa do Brasil, apresenta
constituintes importantes como o limondide azadiractina, tetratriterpenos e
tripertenoides. (BROCHINI; LAGO, 2007)

A busca de compostos inseticidas em espécies da familia Meliaceae intensificou-se
apo6s o isolamento do limondide azadiractina em 1968 por Butterworth, sendo este
composto conhecido por apresentar atividade biologica sobre aproximadamente 400
espécies de insetos (MARTINEZ, 2002) . Na avaliacdo bibliogréafica, foi verificado que
ndo existem muitos estudos em relacdo a atividade bioldgica dos 6leos essenciais de C.
fissilis, mas foram encontrados resultados de ensaios com larvas de Aedes aegypti (DE
MENDONCA et al., 2005), a lagarta-do-cartucho do milho Spodoptera frugiperda
(MATOS et al, 2010), e a Diabrotica speciosa , um tipo de besouro conhecido por ser
praga do feijdo (SEFFRIN et al., 2008).

2.3.4.3 - Eucalyptus globulus

O eucalipto, pertencente a familia Myrtaceae, é nativo da Australia e é possui
cerca de 700 espécies. O Gleo obtido das folhas dessa planta fornece propriedades
alelopaticas e defesa das folhas de eucalipto contra o ataque de insetos nocivos e,
portanto, age como um pesticida natural. A eficacia biologica do 6leo de eucalipto foi

demonstrada em varios ensaios para diferentes fases da vida dos insetos. Sua toxicidade

10



é reconhecida contra adultos, larvas e ovos (BATISH et al.,, 2008; KUMAR et al.,
2009).

De acordo com um relatério, o déleo essencial de eucalipto esta entre os
principais 6leos comercializados do mundo e é conhecido ha centenas de anos como
antibacteriano, antifungico e anti-séptico na natureza (BROOKER, M.I.H., KLEINIG,
2006).

O oleo de eucalipto ¢ uma mistura de uma variedade de monoterpenos,
sesquiterpenos e fendis, oxidos, éeteres, alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas aromaticas;
no entanto, a composicao exata e proporcao de que varia com as especies. A atividade
pesticida dos 6leos de eucalipto deve-se a componentes como 1,8-cineol (eucaliptol) ,
citronelal, citronelol, acetato de citronelila, p-cimeno, eucamalol, limoneno, linalol, a-
pineno, g-terpineno, a-terpineol, aloocimeno e aromadendreno (BATISH et al., 2008).
Entre os varios componentes do 6leo de eucalipto, o 1,8-cineol é o mais importante e
caracteristico do género Eucalyptus. Mostrou toxicidade contra piolhos da cabeca
humana, Pediculus humanus capitis (YANG, Y.C. et al, 2004), larva do Aedes aegypti
(BATISH et al., 2008) e pupa da Musca domestica.(KUMAR et al., 2012) Também
notou-se acdo repelente contra Acanthoscelides obtectus, além de reduzir a fertilidade,
diminuir a ecloséo de ovos, aumentar a mortalidade larval e prejudicar a emergéncia de
adultos nessa espécie (PAPACHRISTOS; STAMOPOULOQS, 2002) .

Mas por outro lado mostra baixo efeito acaricida ja que a taxa de mortalidade, foi de
apenas 37,5%, em carrapatos adultos aos 6 dias ap6s a imersdo em solucdo a 5%
(WALL, 2013).

3 - MATERIAL E METODOS

As plantas Cedrela fissilis (madeira), Mentha pulegium, Mentha arvensis e
Eucalyptus globulus (folhas) foram coletadas e depositadas no herbario do Instituto de
Boténica (UFRRJ, Brasil) sendo este material identificado sob os respectivos cddigos
RBR324675 - Cedrela fissilis, RBR324687 — Mentha arvensis e RBR324701 —
Eucalyptus globulus, sendo que a Mentha pulegium ainda estd em processo de
classificacéo.

Todo material vegetal de foi seco a temperatura ambiente, protegido da luz e
umidade, em seguida foi triturado e submetidas ao processo de extracdo por

11



hidrodestilacdo separadamente em um aparelho do tipo Clevenger. (FIGURA 1). Para
os testes in vitro, com adultos de Ctenocephalides felis felis, foram obtidos 6leos
essenciais de Cedrela fissilis, Mentha pulegium, Mentha arvensis e Eucalyptus

globulus.
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Figura 1 — Aparelho Clevenger para hidrodestilacdo usado na obtencdo dos
6leos essenciais (SILVA, L.V.; CONSTANCIO, S.C.M. ; MENDES, M.F. ; COELHO,
2005).

As pulgas utilizadas sdo oriundas da colonia mantida nas dependéncias do
Laboratorio de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV). A
col6nia de C. felis felis mantida em gatos desde de 1998 sem introducdo de exemplares
externos tem aprovado no Comité de Etica em Utilizacdo de Animais do Instituto de
\eterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA — IV — UFRRJ)
com numero de protocolo 091/2014.

Para manutencdo da colbnia sdo utilizados gatos infestados duas vezes por
semana com 50 casais de pulgas e realizadas coletas do material contido na bandeja das
gaiolas do gatil. Esse material é coletado com auxilio de pincel e pa, depois 0 material é
peneirado e acondicionado em recipientes plasticos adaptados com tampas teladas para
manutencdo dos diferentes estagios de pulgas e mantidos em cadmara climatizada (tipo
BOD) a 27+1°C e 75+10% até a emergéncia das pulgas adultas, como mostrado na

figura 2.
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Figura 2 — Ovos coletados da coldnia, o material é peneirado e acondicionado em
recipientes plasticos na cdmara climatizada (tipo BOD)

No ensaio foram mantidos 0s grupos controle positivo separadamente e um
grupo de controle negativo. O método utilizado para avaliar a mortalidade do produto
em teste foi a impregnacdo de papel filtro. Cada papel filtro, com dimensdes
aproximadas de dez centimetros de altura por um centimetro de largura, foi impregnado
com um volume de 0,2 mL com o auxilio de uma pipeta volumétrica graduada. Foram
utilizadas concentragcdes de 40000pg/mL, 20000pg/mL, 10000pg/mL, 5000pg/mL,
2500pg/mL, 1250pg/mL, 625ug/mL, 312,5ug/mL, 156,25ug/mL e 78,1pg/mL, para
cada Oleo essencial de cada planta. Para cada concentracdo e para 0s grupos controles
positivo e negativo, foram empregadas duas repeticbes. Uma hora apds o tratamento,
dez adultos de C. felis felis, com a mesma idade, foram colocados em cada tubo,
juntamente com o papel filtro, devidamente identificados, como mostra a figura 3. Os
tubos foram fechados com tecido do tipo TNT e eléastico e mantidos no ambiente, e
avaliados em intervalos de tempo ap6s o tratamento até completarem 48 horas. O
critério utilizado para avaliacdo foi a motilidade do inseto. As pulgas que apresentaram
qualquer tipo de movimento foram consideradas vivas.

O fipronil é o inseticida de escolha para ser utilizado no estudo como
controle positivo, pois trata-se de uma substancia com boa atividade seletiva contra os
insetos (OLIVEIRA, 2010; RUST, 2005). No controle negativo, foi apenas utilizado
papel filtro impregnado com diluente (acetona 20%). Os resultados para os controles
negativos e positivos sao necessarios para validar o ensaio in vitro, demonstrando assim
que os dados obtidos séo confiaveis.

13



e

‘ R), A’U(;O.O ev

Figura 3 — Tubos com papel filtro impregnado e dez pulgas, com diversas concentracoes
dos dleos essenciais.

A avaliacdo da mortalidade corrigida, in vitro dos dleos essenciais sobre adultos
de C. felis felis, foi realizada seguindo-se a férmula de Abbot (1925), com base na
média das repeticdes (R1 e R2)

Mortalidade corrigida = (Mortalidade no tratamento — N° de mortos no controle) x 100

(100 — N° de mortos no controle )

Considerando a relacdo de sobrevivéncia e utilizando o método de analise probite, foi
verificado a normalidade dos dados amostrais sendo utilizado. Com os resultados
encontrados neste teste foi avaliada a CLso dos Oleos de Cedrela fissilis, Mentha
pulegium, Mentha arvensis e Eucalyptus globulus sobre adultos de Ctenocephalides
felis felis através do programa IBM SPSS, versédo 23.00.2.
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4 - RESULTADOS

A mortalidade corrigida de C. felis felis adultas induzida pelo 6leo de Cedrela
fissilis foi de 90% no tempo de 24 horas e de 100% no tempo de 48 horas na
concentracdo de 40.000 pg/mL 95% das pulgas estavam vivas no grupo controle
negativo (TABELA 1). No entanto, na concentracdo de 5.000ug/mL a mortalidade
diminui pela metade ficando em 49,49% no tempo de 48 horas, demonstrando uma
mortalidade decrescente a medida que a concentracdo diminui. A mortalidade é
diretamente proporcional a dose ou concentracdo do 6leo essencial e tem relagcdo com a
biodisponibilidade para que o principio ativo seja absorvido pelo parasito.

Entre os 6leo essenciais testados, em diferentes concentracdes, o 6leo de Cedrela
fissilis mostrou atividade inseticida com os valores de CLsg de 7404,48 pug/mL e
4021,38 pg/mL apds 24 e 48 horas, respectivamente. (TABELA 5) A estimativa da
poténcia relativa apresenta um resultado 1,84 vezes maior em 48 horas, com limites de
confianca de 95% entre 1,16 — 3,35, demonstrando que o tempo é fator de influéncia nos

resultados de mortalidade.

TABELA 1 - Mortalidade de Ctenocephalides felis felis tratadas com diferentes
concentracdes de Oleos essenciais de Cedrela fissilis em condicGes de laboratério
(27+1°C e UR 80+10%) , ap0ds 24 e 48 horas de exposicao.

Tratamento (pg/mL) 24 Horas 48 Horas
Controle Negativo 0.00 5.00
Controle Positivo 100.00 100.00
78.1 20.00 29.29
156.25 15.00 29.29
312.5 0.00 34.34
625 0.00 39.39
1250 0.00 14.14
2500 15.00 34.34
5000 35.00 49.49
10000 65.00 79.80
20000 85.00 94.95
40000 90.00 100.00
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Os ensaios de avaliacdo da atividade pulicida do 6leo essencial de Eucalypto
globulus, contra C. felis felis foram realizados com concentracdes a partir de 1.250
ug/mL até 40.000 ug/mL. (TABELA 2). Na concentragdo de 10000 ug/mL, no tempo de
48 horas acontece uma mortalidade de quase 40% Na maior concentragdo, apos 24
horas os percentuais de mortalidade foram de 25% e apds 48 horas esses percentuais
dobram para 54,55%, demonstrado pelo valor de estimativa de poténcia com relacédo
entre elas de 9,21 e limites de confianca de 95% entre 2,45 — 198,78, que o tempo
otimiza os resultados. Na analise, p<0,05 demonstrando que os dados sdo normais. Os
valores de CLso ficam em 376428,67 com 24 horas e 40873,67 com 48 horas. (TABELA
5)

TABELA 2 - Mortalidade de Ctenocephalides felis felis tratadas com diferentes
concentracOes de 6leos essenciais de Eucalyptus globulus em condigdes de laboratorio
(27£1°C e UR 80+10%) , apds 24 e 48 horas de exposicao.

Tratamento (ug/mlL) 24 Horas 48 Horas
Controle Negativo 0.00 5.00
Controle Positivo 100.00 100.00
1250 0.00 9.09
2500 10.00 24.24
5000 0.00 19.19
10000 15.00 39.39
20000 15.00 24.24
40000 25.00 54.55

As avaliacdes, no tempo de 24 horas, utilizando 6leo essencial de Mentha
pulegium até a concentragdo de 10.000 pug/mL ndo apresentaram eficacia, nas doses
sequéncias de 20.000 e 40.000 pg/mL, os resultados foram, respectivamente 60 e 65%.
Nas contagens de 48 horas, a mortalidade de pulgas foram progressivas de 1.250 a
40.000 pg/mL. A maxima acdo do oleo essencial foi 80%. Dentro do contexto das
avaliacdes, verificou-se que as contagens de 48 horas tiveram um incremento residual,
indicado pelo resultado de 79,80% (TABELA 3). Na analise da CLso apds 48 horas foi
encontrado o valor de 11337,88 pg/mL, com intervalo entre 4491,81 — 32154,48 pg/mL
(TABELA5).
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TABELA 3 - Mortalidade de Ctenocephalides felis felis tratadas com diferentes
concentracdes de Gleos essenciais de Mentha pulegium em condicbes de laboratorio
(27+1°C e UR 80+10%), apds 24 e 48 horas de exposicao.

Tratamento (pug/mL) 24 Horas 48 Horas
Controle Negativo 0.0 5.00
Controle Positivo 100.00 100.00
78.1 0.00 14.14
156.25 0.00 44.44
312.5 0.00 34.34
625 0.00 24.24
1250 0.00 24.24
2500 0.00 9.09
5000 0.00 34.34
10000 0.00 34.34
20000 60.00 79.80
40000 65.00 74.75

Nos ensaios com Oleo essenciais de Mentha arvensis, na concentracdo de
40.000pg/mL, houve relevante mortalidade com valores de 84,85% em 24 horas e
89,69% em 48 horas. Ja na concentracdo de 20000 ug/mL, a mortalidade foi de 17,53%
em 48 horas e numa concentragdo menor, de 2500 pg/mL, a mortalidade foi maior ¢
chegou a 63,92%. O controle negativo utilizado no teste com M. arvensis apresentou
85% (n=20) de pulgas vivas em 48h. No caso desse 6leo essencial, os dados nédo
suportaram a andlise de probites.

TABELA 4 - Mortalidade de Ctenocephalides felis felis tratadas com diferentes

concentracOes de Oleos essenciais de Mentha arvensis em condi¢cBes de laboratorio
(27£1°C e UR 80+10%) apds 24 e 48 horas de exposicao.
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Tratamento (pg/mL) 24 Horas 48 Horas
Controle Negativo 5.00 15.00
Controle Positivo 100.00 100.00
78.1 9.09 12.37
156.25 9.09 12.37
312.5 9.09 22.68
625 0.00 0.00
1250 9.09 12.37
2500 49.49 63.92
5000 14.14 12.37
10000 9.09 12.37
20000 9.09 17.53
40000 84.85 89.69

TABELA 5 — Resumo da analise do calculo da CLso, dos Oleos essenciais de Cedrela

fissilis, Eucalypto globulus e Mentha pulegium, sobre a pulga Ctenocephalides felis

felis.
CL 50 95% CLs0 Minima 95% CLso Méaxima  R?linear
Cedrela fissilis 24hrs 7404,48 5349,65 10056,63 0,97
Cedrela fissilis 48hrs 4021,38 2921,45 5423,96 0,98
Eucalypto globulus 24hrs | 376428,67 91729,50 17795599,61 0,85
Eucalypto globulus 48hrs 40873,67 18025,77 276156,81 0,70
Mentha pulegium 24hrs 26927,23 9504,44 116070,24 1,00
Mentha pulegium 48hrs 11337,88 4491,81 32154,48 0,86

5 - DISCUSSAO

A utilizacdo de produtos industriais derivados da industria quimica no controle de

pragas e doencas da agricultura moderna, tém sofrido um grande questionamento pela

sociedade por diferentes motivos ambientais como contaminagdo do solo, agua e

animais. Também ¢é bastante conhecido o aparecimento de resisténcia por patogenos,

pragas e plantas invasoras. As plantas sdo ricas em substancias que podem ser utilizadas

no desenvolvimento de métodos seguros aplicados no controle de insetos. O modo de

acdo dos oleo essencials vegetais, totais ou fitoquimicos purificados, nos insetos,

apresentam-se de diferentes formas, incluindo a agdo por toxicidade, retardamento do

desenvolvimento, inibicdo da alimentacdo e oviposicdo e redugdo da fertilidade e
fecundidade. (WALL, 2013).
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De acordo com Oliveira et al. (2011), a presenca de pulegona, substancia toxica
presente no 6leo essencial da M. pulegium, impulsiona estudos do uso como repelente e
mostra a importancia de difundir o conhecimento quimico dos metabolitos secundarios
dessa planta visando ao seu uso seguro. Porém o uso do oleo essencial ndo resultou em
uma mortalidade satisfatoria, ja que ficou em 0% na concentracdo de 10000 pug/mL em
24 horas, podendo ter seu efeito potencializado a partir do uso da substancia isolada. No
calculo da CLso € possivel observar um valor elevado para a concentragdo letal e com

um intervalo amplo de confianca.

Apesar dos ensaios com M. arvensis ndo terem sidos conclusivos, é importante
ressaltar a importancia da planta, ja que ja foi comprovado o seu potencial no controle
de diversos organismos (CHAGAS, 2016; ISMAN; WAN; PASSREITER, 2001;
MISHRA, 2012) ,sendo assim, novos estudos devem ser realizados para maximizar o

potencial dessa planta no controle de C. felis felis.

Estudos com dleos essenciais das especies do género Cedrela sp., apresentaram
atividade importante na larva da lagarta Lepidoptera. O 6leo essencial diclorometanico
de folhas de C. fissilis, que apresentou maior atividade inseticida devido ao
alongamento da fase larval e diminuicdo do peso pupal e uma mortalidade larval
importante de 63,3 % (MATOS et al., 2010) E nesse estudo foi verificada importante
atividade pulicida com o uso do 6leo essencial, com mortalidade de 100% em 48 horas
na maior concentracdo. Carminate et al. 2014 realizaram um estudo fitoquimico e
bioldgico do extrato etanolico da casca de C.fissilis e justificaram a atividade
microbiana encontrada pela presenca de saponinas, fendis, taninos pirogalicos e
triterpendides. (CARMINATE; CARVALHO; PACHECO, 2014)

Os 0leos essenciais de Eucalyptus globulus e seus componentes extraidos, ricos em
cineol, podem ser utilizados para combater acaros. (SAAD et al., 2006). Mas seria
necessaria investigacdo dos componentes dos 6leos essenciais de E. globulus, para
termos a percepc¢éo dos diferentes efeitos e dos seus constiuintes, como inseticida contra
C. felis felis,interpretando que os dados ndo foram lineares e com CLso de 40873,67
pg/mL, seria necessaria uma concentragdo muito alta do 6leo para uma mortalidade

satisfatéria.

A comparacdo entre os valores da CLso, estdo representadas no grafico 1 e permite a

visualizag&o das concentragdes com maior mortalidade .
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GRAFICO 1 — Valores de CLso e intervalos de confianca, da atividade pulicida dos
oleos de Cedrela fissilis, Eucalypto globulus e Mentha pulegium contra Ctenocephalides

felis felis.
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Novos ingredientes ativos e tratamentos combinados continuam a ser
investigados e registrados como terapias orais em animais, embora haja uma série de
excelentes produtos no mercado. Seu desenvolvimento parece ser impulsionado por
questdes de marketing, como conveniéncia, seguranga, custo e necessidade de
tratamentos que controlam uma variedade de pragas de artropodes. No entanto, o
aumento da conveniéncia para o consumidor pode levar ao uso excessivo e a resisténcia

a medicamentos. Em um esfor¢co para ampliar a atividade biolégica dos produtos,
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inimeras combinagdes de inseticidas foram testadas e registradas nas ultimas duas
décadas. (RUST, 2017).

Estudos de Ellse e Wall (2013), podem considerar limitado o uso de dleos
essenciais no controle de pulgas, visto que o efeito residual pode nédo ser satisfatorio a
ponto de promover uma prevencdo da reinfestacao pelo ambiente.

H& muitas varia¢fes na producdo de drogas vegetais, a coleta de espécimes a
campo para extracdo de Gleos essenciais incluem o horario da coleta, os sistemas de
chuvas e a utilizacdo de racas e variedades nas plantas coletadas. (GONCALVES;
MANCINELLI; SALGADO, 2009) Estudos destacam como constituinte majoritario do
E. globulus, o monoterpeno 1,8-cineol, em percentuais que podem variar de 14,55 a
95,61%, conforme parte da planta, método de extracdo, local e época de coleta. Além
disso, a literatura também destaca a presenga de limoneno, a-pineno, aromadreno e

globulol nos 6leos essenciais dessa espécie. (SU et al., 2013)

6 — CONCLUSAO

Pode-se concluir que a o 0Oleo derivado da planta Cedrela fissillis foi eficaz como
pulicida. Essa atividade do produto sobre a forma adulta das pulgas permite uma
diminuigéo da populagdo no ambiente e consequentemente uma menor reinfestagdo dos
animais. Novos estudos precisam ser aplicados na atividade pulicida de Mentha
pulegium, M. avensis e Eucalyptus globulus.

A utilizacdode 6leos essenciais no controle de ectoparasitas na veterinaria € uma area
que possui um enorme potencial. No entanto, a pesquisa sobre o uso de 6leos essenciais

como agentes de controle ainda estd em um estagio preliminar.

Os proximos passos seriam: ensaios de campo extensivos, padronizacdo de
componentes, padronizacdo de técnicas de extragdo, padronizacdo do desenho
experimental, perfil toxicologico em mamiferos e desenvolvimento de excipiente, bem
como investigagdo adicional sobre as atividades residuais e duracdo da vida de
prateleira desses 6leos, sendo todas etapas necessarias antes que seu potencial possa ser
explorado. (WALL, 2013)

Na literatura cientifica ndo existe relato da atividade pulicida, para os géneros
estudados, sendo este trabalho o primeiro relato destas atividades frente a C. felis felis .
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Os resultados encontrados indicam que os 6leos essenciais de Cedrela fissilis, Mentha
pulegium, Mentha arvensis e Eucalyptus globulus podem possuir em sua composi¢ao
constituintes com potencial acdo pulicida. Sendo assim, torna-se imprescindivel o
estudo da composicdo quimica destas espécies vegetais, visando o isolamento dos
constituintes majoritarios que podem estar relacionados a atividade biologica
encontrada. O uso de dleos essenciais no controle de ectoparasitos veterinarios € uma
area que possui consideravel potencial para o futuro e a pesquisa sobre seu uso ainda
estd em um estagio inicial.

Um maior conhecimento das propriedades pulicidas de substancias sintetizadas a
partir de vegetais pode sugerir novas alternativas para o controle de pulgas. Para lancar
mais luz sobre o potencial pulicida dessas substancias, é necessario realizar mais

estudos de outras espécies e pesquisas in vivo.
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