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RESUMO

BATISTA, Lilian Cristina de Sousa Oliveira. Atividade inseticida in vitro de Schinus molle
L. sobre Ctenocephalides felis felis (Bouche, 1835) (Siphonaptera: Pulicidae). 2016. 72p.
Tese (Doutorado em Ciéncias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

As pulgas séo insetos de grande importancia na medicina veterinaria, capazes de provocar
desconforto aos animais hospedeiros devido a espoliacdo sanguinea, atuando como vetor de
diversos patdgenos, podendo provocar prurido intenso, automutilagcdo e anemia. Tem grande
importancia na saude publica pela capacidade de transmitir agentes patogénicos ao homem e
provocar incomodo, e reacdes alérgicas. Para o controle de vetores a abordagem mais adequada
€ um programa de manejo integrado, buscando o controle adequado, substancias que oferecam
maior seguranga, seletividade, biodegradabilidade, viabilidade econdmica e menor impacto
ambiental. Uma alternativa que vem sendo retomada, para 0 manejo integrado de pragas, € 0
uso de metabdlitos secundarios de origem vegetal. A aroeira mansa ou aroeira salsa, espécie
Schinus molle L., contém 0leos essenciais e constituintes fixos que sdo utilizados na medicina
popular. Diferentes acBes como: antimicrobiana, anti-inflamatoria, cicatrizante, inseticida e
repelente foram relatadas popularmente e cientificamente. O objetivo deste trabalho foi extrair,
determinar a composi¢do quimica e avaliar a atividade inseticida in vitro de extratos e dleos
essenciais de folhas e frutos de S. molle, sobre adultos e na interrup¢do do desenvolvimento de
ovo a adulto de C. felis felis. Extratos em hexano, acetato de etila e metanol foram obtidos, por
extracdo em soxhlet, de folhas. Oleos essenciais foram obtidos por hidrodestilacéo, a partir de
folhas e frutos. Todos os extratos e 6leos foram caracterizados quimicamente; os extratos fixos
foram avaliados in vitro frente a adultos da pulga C. felis felis, e os constituintes volateis frente
as formas imaturas e adultas. Em ambos experimentos foi utilizada a metodologia de
impregnacdo em tiras de papel filtro. As principais substancias identificadas no extrato hexano
foram espatulenol, éxido de cariofileno, 14-heptadecenal, n-octadecanal, Z-2 octadecen-1-ol,
octadecil-vinil-éter, lupenona e lupeol. No 6leo essencial de folhas os principais constituintes
foram espatulenol e cubenol (sesquiterpenos); e nos frutos foram terpinol e mirtenal
(monoterpenos), e espatulenol. O extrato hexanico mostrou uma resposta linear com o aumento
da concentragio, alcancando 100% de eficacia na concentracdo de 800 pg/cm? no tempo de
48h. Ja os demais extratos ndo apresentaram atividade sobre C. felis felis. O 6leo do fruto atingiu
100% de eficacia apenas com a concentracio de 800 pg/cm? enquanto o 6leo da folha atingiu
100% de eficacia com 50 pg/cm?. Oleos essenciais obtidos das folhas e frutos de S. molle
apresentaram baixa eficacia na interrup¢do do desenvolvimento ovo-adulto de C. felis felis,
apresentando eficacia maxima de 10,53%. S. molle mostrou ser eficaz, in vitro, no controle de
formas adultas de C. felis felis, representando uma ferramenta auxiliar para o controle de
pulgas.

Palavras-chave: pulga, aroeira, terpenos.



ABSTRACT

BATISTA, Lilian Cristina de Sousa Oliveira. In vitro insecticidal activity of Schinus molle
L. on Ctenocephalides felis felis (Bouche, 1835) (Siphonaptera: Pulicidae). 2016. 72p.
Thesis (Doctor in Science, Veterinary Parasitology). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Fleas are insects with great veterinary importance, by causing blood spoliation and anemia to
host animals as well as discomfort due to intense itching, to the point of provoking self-
mutilation. They also are threats to public health due to their ability to transmit pathogenic
agents to humans and cause allergic reactions and irritation. The best way to control fleas is
through integrated management employing substances that are safe, selective and
biodegradable. An approach that has been investigated in this respect is the application of
secondary metabolites of plant origin. The Peruvian pepper tree (Schinus molle L.) contains
essential oils and fixed constituents that are widely used in folk medicine. These substances
have been found to have antibacterial, anti-inflammatory, antiseptic, insecticidal and repellent
activities, among others. The objective of this study was to extract, determine the chemical
composition and assess the insecticidal activity in vitro of extracts and essential oils obtained
from S. molle, leaves and fruits on adult cat fleas (C. felis felis), as well as on interruption of
egg development. Extracts were obtained from the leaves in a Soxhlet extractor using hexane,
ethyl acetate and methanol. Essential oils were obtained by hydrodistillation from leaves and
fruits. All the extracts and oils were chemically characterized. The fixed extracts were evaluated
in vitro against adult fleas and the volatile constituents were tested against immature forms and
adults. The filter paper impregnation method was used in both experiments. The main
substances identified in the hexane extract were espatulenol, caryophyllene oxide, 14-
heptadecenal, n-octadecanal, Z-2 octadecen-1-ol, octadecyl vinyl ether, lupenone and lupeol.
In the essential oil from the leaves, the main constituents were espatulenol and cubenol
(sesquiterpenes), while that from the fruits contained terpinol and myrtenol (monoterpenes) and
espatulenol. The hexane extract had a linear effect with increasing concentration, reaching
100% efficacy at a concentration of 800 pg/cm? after 48 h. The other extracts were not active
against C. felis felis. The oil from the fruits attained 100% efficacy only at the concentration of
800 pg/cm? while the oil from the leaves was 100% effective at 50 pg/cm?. Essential oils
obtained from the leaves and fruits of S. molle presented low efficacy in interrupting the egg-
adult development of C. felis felis, with maximum efficacy of 10.53%. S. molle was effective
in vitro in controlling adult forms of C. felis felis, so it can be an alternative for control of these
fleas.

Keywords: flea, aroeira, terpene.
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1 INTRODUCAO

O cuidado e o bem estar animal tém sido cada vez mais exigidos na sociedade humana,
onde os animais cumprem fun¢Ges como companhia, auxilio na locomocdo e seguranca de
pessoas e/ou domicilios, entre outras (LIMONGI, 2013).

As pulgas sdo insetos de grande importancia na medicina veterinéria, capazes de
provocar desconforto aos animais devido a espoliagdo sanguinea, atuar como vetor de diversos
patdégenos, promover prurido intenso, automutilacdo e anemia (BLAGBURN; DRYDEN,
2009). Sdo também importantes em salde publica pela capacidade de transmitir agentes
patogénicos ao homem e provocar incomodo, ou mesmo reacGes alérgicas (RUST; DRYDEN,
1997; EISEN et al., 2008).

Dentro da familia Pulicidae a subespécie Ctenocephalides felis felis, Unica encontrada
nas Américas, € um dos ectoparasitas de caes e gatos com maior importancia econémica no
mundo (LINARDI; GUIMARAES, 2000).

No Brasil, é a pulga mais importante em animais de estimacéo, devido a sua distribuicéo
geogréfica, competéncia vetorial (LINARDI; SANTOS, 2012) e nimero de outros hospedeiros
parasitados como bovinos, caprinos, equinos, ovinos, entre outros (BICHO; RIBEIRO, 1998;
PEREIRA et al., 2012).

Estima-se que mais da metade dos casos dermatologicos atendidos em clinicas
veterindrias, em cdes e gatos, estdo relacionados a irritagdo causada pela picada desses insetos,
conhecida como dermatite alérgica (RUST; DRYDEN, 1997).

Para o controle de vetores a abordagem mais adequada envolve a utilizacdo de varias
ferramentas disponiveis em um programa de manejo integrado, buscando o tipo de controle
adequado, substdncias que oferecam maior seguranca, seletividade, biodegradabilidade,
viabilidade econdmica e menor impacto ambiental.

Tradicionalmente, o controle de pulgas é realizado apenas com o uso de inseticidas ao
invés de se complementar com outras medidas como o mecénico (OTRANTO; WALL, 2008).
O uso abusivo de inseticidas tem causado altos niveis de resisténcia e grande impacto ambiental,
0 que justifica a necessidade de busca por novos ativos parasiticidas (TAYLOR et al., 2007;
ELLSE, WALL, 2014).

O Brasil abriga uma grande diversidade vegetal que pode ser estudada visando a
identificacdo de plantas que possam atuar como inseticidas. Possui a flora mais rica do mundo,
com cerca de 55 mil espécies de plantas superiores (aproximadamente 22% do total mundial)
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2000). Entretanto, mesmo apresentando a maior
diversidade vegetal do mundo, uma pequena parcela de espécies no pais sao estudadas para
pesquisas de compostos bioativos (BRASIL, 2006).

Inseticidas botanicos tém sido apontados como potenciais alternativas ao uso de
inseticidas sintéticos convencionais, presumivelmente porque os produtos naturais teriam
menores impactos sobre a sade humana e ao ambiente (ISMAN et al., 2011).

Por meio do desenvolvimento de métodos extrativos e o processamento dos extratos e
Oleos obtidos a partir de plantas é possivel isolar principios ativos que, de forma isolada ou em
sinergismo, apresentam grande importancia para saude humana e animal, bem como para
diversos ramos da industria mundial (LAHLOU, 2004).

A familia Anacardiaceae, dentre muitas outras existentes, € amplamente representada
por Vvarias espécies de importancia econémica que sao produtoras de 6leos essenciais. Varios
estudos sdo realizados a partir de espécimes dessa familia e em alguns pode-se verificar
atividade antimicrobiana e inseticida (CORREIA et al., 2006).

A espécie Schinus molle L., popularmente conhecida como aroeira salsa ou aroeira
mansa € uma espécie nativa do sul do Brasil utilizada na medicina popular, como cicatrizante,
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analgesico, purgativo, antipirético, anti-inflamatério, entre outros (CRUZ, 1995; LORENZI;
MATOS, 2008). Além desse uso, existem relatos sobre a atividade inseticida e repelente de
Oleos essenciais de S. molle L. (DEVECI et al.,, 2010; LJALEM; UNNITHAN, 2014,
FERNANDES; FAVERO, 2014). A andlise fitoquimica mostra que o 0leo essencial desta
espécie € rico em substancias utilizadas no controle pulgas, como mono e sesquiterpenos.
(IBRAHIM et al., 2001; LORENZI; MATQS, 2008).

O objetivo deste trabalho foi realizar a extracdo, determinar a composi¢do quimica e
avaliar a atividade inseticida in vitro de extratos e 6leos essenciais de folhas e frutos de S. molle,
sobre adultos e na interrupcdo do desenvolvimento de ovo a adulto de C. felis felis.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Classificacéo e Distribuicdo da Pulga Ctenocephalides felis felis

As pulgas sdo pequenos insetos que apresentam uma histéria evolutiva de 60 milhdes
de anos, sendo j& encontrados em mamiferos pré-histdricos. Taxonomicamente estdo incluidas
no Filo Arthropoda, classe Insecta, ordem Siphonaptera (RUST, 2005).

Sd0 insetos hematofagos, é&pteros, achatados lateralmente, apresentando
aproximadamente trés milimetros (3mm) de comprimento (LINARDI, 2004). Na fase adulta
apresentam coloracdo entre 0 marrom escuro e médio e o terceiro par de patas adaptadas ao
salto (SLOSS, 1999).

Aproximadamente 3000 espécies e/ou subespécies foram catalogadas (LEWIS, 1998),
sendo encontradas em todo o mundo. No Brasil, oito diferentes familias foram assinaladas,
sendo do ponto de vista epidemioldgico, as espécies Pulex irritans, Xenopsylla cheopis,
Ctenocephalides felis e Ctenocephalides canis da familia Pulicidae; Tunga penetrans
(Tungidae), e as incluidas no género Polygenis (Rhopalopsyllidae), as que merecem maior
atencdo (LINARDI, 2004).

Na América do Norte e sudeste da Africa as pulgas sdo os parasitas mais comumente
encontrados em cées e gatos (RUST; DRYDEN, 1997)

As espécies de Ctenocephalides podem infestar um grande nimero de hospedeiros,
incluindo carnivoros, lagomorfos, marsupiais, primatas, roedores e ungulados, sendo C. felis a
mais comum em cdes e gatos em todo o mundo (LINARDI; SANTOS, 2012).

A Unica subespécie encontrada no continente americano (DRYDEN, 1993) é C. felis
felis (Bouché, 1835), esta é mais adaptavel do que C. canis, uma vez que infesta um maior
nimero de hospedeiros (COLES; DRYDEN, 2014). Outras subespécies como C. felis
strongylus e C. felis damarensis foram reportadas na Africa (FAGBEMI, 1982; HORAK et al.,
2004) e C. felis orientis na India e Austrdlia (BLAGBURN; DRYDEN, 2009).

2.2. Biologia e Importéncia de C. felis felis

As pulgas sdo insetos que possuem metamorfose completa, sendo seu ciclo biol6gico
dividido em quatro estagios: ovo, larva com trés estadios, pupa e adulto, apresentando estagios
de vida livre (estadios imaturos) e parasitaria (estagio adulto) (LINARDI; GUIMARAES,
2000). Uma excecdo € Tunga penetrans que apresenta apenas dois estadios larvarios
(LINARDI, 2004).

Uma vez sobre o hospedeiro o inseto inicia a hematofagia, com o acasalamento
ocorrendo dentro das primeiras oito e 32 horas (DRYDEN; RUST, 1994). Pouco tempo depois
da cépula ocorre a primeira postura (COSTA-LIMA, 1943), onde cada fémea é capaz de
produzir cerca de 30 ovos por dia (CARLOTTI; JACOBS, 2000).

Os ovos sdo ovoides ou elipsoidais e esbranquigados, medem entre 300 e 700 um e S&o
depositados nos locais onde os hospedeiros passam mais tempo. A ecloséo das larvas ocorre
entre dois dias a duas semanas, dependendo da temperatura ambiental. Estas sdo eucéfalas,
vermiformes, apodes e esbranquicadas, com aparelho bucal mastigador e de um modo geral,
vivem livremente nas tocas e ninhos de seus hospedeiros, podendo ser encontradas em frestas
cobertas, entrelacados no tecido de carpetes e estofados, embaixo de mobilias e dentro de fendas
e rachaduras e alimentam-se de detritos organicos, fezes e sangue seco provenientes das pulgas
adultas recém alimentadas, o que lhes confere a cor avermelhada (DRYDEN; RUST, 1994;
CARLOTTI; JACOBS, 2000; LINARDI, 2004).
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A larva sofre duas mudas e ap0s sete a 14 dias de vida ativa, a larva de terceiro estadio,
forma um casulo oval, pegajoso, que facilmente adere a qualquer suporte, retendo também
particulas de poeira, dando inicio a fase de pupa. Esta fase dura geralmente de sete a 10 dias
podendo prolongar-se por mais tempo (SILVERMAN; RUST, 1985). Atingida a fase adulta, a
pulga fica algum tempo dentro do casulo, podendo permanecer, se ndo a perturbarem, durante
algumas semanas (COSTA-LIMA, 1943). Alguns fatores como pressdo mecénica, 0
deslocamento dos hospedeiros nas proximidades, pisoteio sobre os casulos, aquecimento e
luminosidade estimulam a emergéncia dos adultos (SILVERMAN; RUST, 1985; LINARDI et
al., 1997).

Na fase adulta, pulgas de ambos os sexos realizam hematofagismo, alimentam-se com
seus estiletes perfurantes diretamente dos vasos sanguineos, tanto durante o dia quanto a noite
(DRYDEN; RUST, 1994).

O ciclo de C. felis felis pode se completar em 12 a 14 dias, ou se estender por até 174
dias, dependendo da temperatura, umidade e alimentacdo obtida pelas larvas. No entanto, na
maioria das condi¢cdes domeésticas, quase todas as pulgas completam o seu ciclo de vida dentro
de trés a oito semanas (LINARDI, 2004; BLAGBURN; DRYDEN 2009).

A longevidade das pulgas é variavel de acordo com as condic@es climaticas, espécie e
com a condigédo alimentar, sendo assim, a C. felis felis pode ter uma sobrevida de 30 dias
alimentando-se e de 19 dias em jejum (DRYDEN, 1993; LINARDI, 2004).

No ambiente, encontram-se 95% dos individuos da populacdo de pulgas, enquanto
apenas 5% estdo sobre o hospedeiro (LINARDI; GUIMARAES, 2000). Este fato proporciona
uma constante populacao, servindo como fonte de reinfestacéo para os hospedeiros garantindo
a continuidade do ciclo (SANTQOS, 2008).

A pulga C. felis felis é de grande importancia pois causa incbmodo para 0s animais e
atua como vetor de doencas (RUST; DRYDEN, 1997). Pode provocar reacGes alérgicas de
intensidade variada, pelo efeito da picada e inoculacéo de saliva, e em grandes infestacfes pode
causar anemia por deficiéncia de ferro em animais jovens ou de pequeno porte (LINARDI,
SANTOS, 2012). Cées e gatos que ndo sdo alérgicos podem ser portadores assintomaticos, mas
naqueles alérgicos as lesbGes incluem papulas, crostas, eritema, alopecia, entre outros
(MEDLEAU; HNILICA, 2003). Animais parasitados na tentativa de se livrarem das pulgas
podem morder e arranhar a pele, arrancando pelos e escarificando os tecidos cutaneos
(LINARDI, 2004).

Atua como hospedeiro intermediério do cestoide Dipylidium caninum comumente
encontrado no intestino delgado dos cées e gatos e, acidentalmente, no homem, e do filarideo
Acanthocheilonema (Dipetalonema) reconditum parasita de cdes (BLAGBURN; DRYDEN,
2009). Além disso, sdo consideradas vetores biologicos de agentes patogénicos que representam
risco potencial para a salde humana, como Rickettsia typhi (NODEN et al., 1998), R. felis,
Bartonella henselae (KAMRANI et al., 2008; BREITSCHWERDT, 2008) e Yersinia pestis
(EISEN et al., 2008).

A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem também permitido reconhecer
DNA de Leishmania chagasi em Ctenocephalides felis felis coletadas de cées naturalmente
infectados, permitindo assim novas perspectivas para a transmissdo mecanica da leishmaniose
visceral canina (COUTINHO, 2003; COUTINHO; LINARDI, 2007; FERREIRA, 2009;
COLOMBO, 2012).
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2.3 Controle de Ctenocephalides felis felis

As infestacdes por pulgas nos animais de companhia e no ambiente sdo comuns e a
eliminacdo pode ser problemaética, dispendiosa e demorada. Os gastos anuais com produtos para
controle de pulgas em animais de estimacéo nos EUA excedem US$ 1 bilhdo (DRYDEN et al.,
1989; CONNIFF, 1995).

Mesmo 0s cdes que permanecem a maior parte do tempo no interior das residéncias
podem apresentar esses parasitas, pois eventualmente cacam ou tém acesso a locais de repouso
de mamiferos silvestres. Por vezes transportam carcacas de roedores infestados e dessa forma
carreiam os parasitas, causando infestacdo no interior das residéncias (VIEGAS, 1996).

Com a evolucdo dos conceitos sobre a biologia das pulgas e sua interacdo com o
ambiente estabeleceu-se que para o sucesso no controle de infestagdes por esses ectoparasitas
tornava-se necessaria uma combinacdo de estratégias, incluindo o uso de inseticidas
hospedeiro/alvo e de acdo ambiental, além de meios mecénicos de eliminar ou reduzir as fases
imaturas do ambiente (BLAGBURN; DRYDEN, 2009).

As medidas de controle sdo extremamente necessarias para fins de tratamento ou
prevencdo das infestacdes por tais ectoparasitos e das doencas por eles veiculadas (DRYDEN
et al., 1989) e devem ser colocadas em prética utilizando abordagens que representem menores
riscos ambientais, a saude animal e humana.

O controle de pulgas pode ser feito através de métodos mecanicos, quimicos, biolégicos
e/ou através do uso de inseticidas botanicos, levando-se em consideracdo as caracteristicas
préprias de cada sistema de criacdo em que se integram o hospedeiro, o parasita e 0 ambiente
comum a ambos (DRYDEN et al., 1989; BUSS; PARK-BROWN, 2002).

2.4 Controle Mecénico

O controle mecénico de pulgas consiste em um conjunto de agbes que visa
principalmente remover as condi¢cGes que propiciam o desenvolvimento das populacbes de
pulgas no ambiente (PEREIRA; SANTOS, 1998).

Segundo Linardi e Guimardes (2000) a primeira etapa para o controle mecanico de
pulgas, nos animais domésticos, como cdes e gatos de pelo curto, é a higiene aliada a catacdo
manual das pulgas frequentemente.

Em ambientes internos o principal item é a limpeza, com remocao de matéria organica
que fica retida entre os tacos, tabuas corridas, debaixo dos feltros, tapetes e moveis (SCOTT,
2002). Pode-se fazer uma varri¢do cuidadosa e lavar o piso e a cama do animal, bem como
cobertas, mantas, tapete e panos utilizados pelo mesmo (LINARDI; GUIMARAES, 2000).

O uso de aspirador em tapetes, almofadas e mdveis remove muitos ovos, larvas, pupas
da pulga e outros substratos. A propria vibracdo do aparelho estimula a emergéncia de pulgas
adultas de seus casulos, para que possam ser coletadas pelo aspirador. No entanto, deve ser
assegurado que os sacos de vacuo sejam eliminados de forma adequada, para impedir a
recolonizacgdo da casa com as fases da pulga previamente removidas por aspira¢édo (WARREN,
1986).

Outras areas que devem ser higienizadas sdo as garagens, pordes, caixas de transporte
de animais e automoveis. Muitas vezes esses locais sdo esquecidos e tornam-se fontes de
reinfestacdo (BLAGBURN; DRYDEN, 2009).

Em qualquer programa de controle é de suma importancia que o proprietario seja
orientado sobre a biologia e habitat das pulgas. Ele deve estar ciente de que em qualquer lugar
que o animal infestado tenha acesso, ovos de pulgas estardo sendo depositados e que existe a
possibilidade de desenvolvimento dos insetos. Portanto, lugares onde o animal passa a maior
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parte do tempo terdo o maior numero de ovos depositados e consequentemente maior
infestacdo. Este é o lugar onde as medidas de controle devem ser concentradas (DRYDEN et
al., 1989).

No ambiente externo deve-se varrer o canil, manejar a vegetagcdo, manejar o solo e evitar
o contato do animal com animais externos ao domicilio (LINARDI; GUIMARAES, 2000).
Locais que ndo recebam luz solar direta e que apresentem acimulo de folhagem e matéria
organica podem se transformar em focos de criacdo de formas imaturas de C. felis felis,
principalmente se as condi¢cbes de temperatura e de umidade relativa forem favoraveis
(DRYDEN, 1995).

O controle mecénico completo deve preceder o uso de inseticidas (BLAGBURN;
DRYDEN, 1989).

2.5 Controle Quimico

A estratégia mais utilizada para o controle de populac6es de insetos é baseada no uso de
inseticidas, substancias de origem natural ou sintética utilizadas para eliminar insetos em
diferentes fases do seu ciclo de vida (RITTER, 1997; RUST, 2005; CORREIA et al., 2010).

Como exemplos de inseticidas de origem natural pode-se citar as piretrinas (grupo mais
importante de inseticidas naturais), a nicotina e a rotenona. Enquanto os inseticidas de origem
sintética conhecidos pertencem ao grupo dos clorados, fosforados, carbamatos, piretroides
analogos sintéticos das piretrinas (GALLO et al., 1978; ELLIOTT et al., 1978), entre outros
que surgiram nos ultimos anos.

Tradicionalmente, o controle de pulgas é realizado com o uso de inseticidas, também
denominados pulicidas ou pulguicidas (OPAS/OMS, 1996; TANCREDI et al., 2009), mas no
manejo desses ectoparasitas € importante se conhecer a biologia e o habitat de suas diferentes
fases de vida (DRYDEN et al., 2000).

Devido ao desconforto causado aos animais, principalmente aos alérgicos, e pelo fato
de pulgas adultas passarem o tempo todo sobre o animal, a aplicacdo das medidas de controle
geralmente se direcionam ao animal ao invés do ambiente. Por conta disso, consegue-se uma
reducdo efetiva das pulgas num primeiro momento, fazendo com que o problema seja a
reinfestacdo (VIEGAS, 1996).

Existem variadas classes quimicas disponiveis para o controle de pulgas, por exemplo:
piretroides, organofosforados, carbamatos, fenilpirazoles, nitroguanidinas e lactonas
macrociclicas que exercem efeito sobre o sistema nervoso dos insetos, além das substancias
reguladoras de crescimento dos insetos (RCI ou IGR - “insect growth regulator”), atualmente
conhecidos como Reguladores de Crescimento de Artropodes (RCA ou AGR — “arthropod
growth regulator”) que possuem como alvo outros 6rgdos que ndo os do sistema neural e,
devido a sua atuacdo em sistemas especificos dos artropodes, sdo caracterizados como produtos
seletivos (SCOTT et al., 2002; OTRANTO; WALL, 2008).

Os ectoparasiticidas podem agir tanto sistemicamente, baseando-se na captacdo do
composto pelos tecidos dos hospedeiros, quanto por contato direto com o parasita-alvo apos a
aplicacdo externa (TAYLOR, 2001), podendo a eficacia e durag&o residual serem influenciadas
por condi¢cdes ambientais como temperatura e umidade, superficie de tratamento, bem como
pela forma de aplicacdo, formulacdo, cepa da pulga, desenvolvimento de resisténcia, entre
outros (DRYDEN et al., 1989).
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2.5.1 Controle quimico com inseticidas de origem sintética
2.5.1.1 Diclorodifeniltricloroetano (DDT)

Historicamente, o uso de produtos sintéticos com acéo inseticida teve inicio durante a
Segunda Guerra Mundial (VIEGAS-JUNIOR, 2003), com a utilizacdo de um organoclorado
diclorodifeniltricloroetano (DDT), para prevencdo de tifo transmitido por piolho e malaria
(D’AMATO et al., 2002; BEARD, 2006).

Esse produto sintetizado em 1874 e utilizado durante a guerra, quando aplicado em
paredes e tetos de casas, permanecia ativo contra os insetos por varios meses, o que foi
considerado um dos mais importantes avancos no controle de insetos acontecidos no seculo XX
(BRAGA et al., 2007).

A disponibilidade de um inseticida tdo eficaz e barato anunciou uma revolugéo agricola
(BEARD, 2006). A sua pronunciada propriedade inseticida, aliada & baixa solubilidade em
agua, alta persisténcia e sua forma de acdo, desconhecida até aquele momento, propiciou
resultados verdadeiramente notaveis e seu uso rapidamente se expandiu (FLORES et al., 2004).

As pesquisas sobre este grupo quimico foram intensificadas por conta dos interesses da
segunda guerra mundial, o que propiciou a descoberta de outros compostos dentro deste grupo
(KASHIWAKI; GUERREIRO, 2015).

O DDT passou a ser muito utilizado na agricultura como pesticida, principalmente em
colheitas com alto rendimento econdmico, e em programas de controle de doencas tropicais,
inclusive no Brasil, como a malaria (TAUIL et al., 1985; FLORES et al., 2004). No entanto, ja
em 1962, evidéncias de que o uso indiscriminado de DDT estaria causando desequilibrio
ecoldgico, comegaram a ser demonstradas.

Com o passar do tempo foi evidenciado que embora se tratasse de um inseticida
altamente eficiente em curto prazo, a longo prazo provocava efeitos prejudiciais a satde
humana, atuando sobre o sistema nervoso central causando diversos distirbios podendo
inclusive causar a morte. Além disso, por sua alta persisténcia era capaz de atingir além dos
vetores, a fauna e a flora da area, contaminam as &reas mais remotas da Terra, sendo carreados
por animais migrantes, por corrente de ar e oceanica (D’AMATO et al., 2002, GARCEZ et al.,
2013).

Sendo assim, em 1995, a Organizacdo Mundial da Saude publicou um informe
declarando que o DDT poderia continuar sendo utilizado no controle de mosquitos vetores de
maldria e outras doencas transmitidas por artropodes, apenas em situa¢es onde o emprego de
outro produto ndo pudesse ser realizado. O DDT entdo passou a ser substituido por outros
produtos (D’AMATO et al., 2002).

Os inseticidas do grupo do DDT agem nos canais de sodio dos insetos, mantendo-os
abertos por um periodo mais longo. Com isso, a¢des repetitivas sdo desencadeadas e 0s insetos
morrem devido a hiperexcitacdo (FLORES et al., 2004).

Os produtos organoclorados estdo classificados no grupo das Substancias Toxicas
Persistentes (STP) pelo Programa das Nacgdes Unidas para 0 Meio Ambiente. Trata-se de um
grupo de substancias, composto por substancias que sdo consideradas de alta toxicidade,
persisténcia ambiental, e outras caracteristicas como alta hidrofobicidade e bioconcentragéo nos
tecidos dos seres vivos (ALMEIDA et al., 2007).

O uso frequente e indiscriminado de produtos quimicos, muitas vezes leva ao
desequilibrio bioldgico, contaminacGes ambientais, intoxicacGes de seres humanos e animais,
ressurgéncia de pragas, surtos de pragas secundarias e linhagens de parasitos resistentes
(DEQUECH et al., 2008). Além disso, devido a importancia da conservagdo do meio ambiente,
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a biodegradabilidade dos produtos torna-se um requisito fundamental nas avaliacGes e
planejamento de agentes inseticidas (VIEGAS-JUNIOR, 2003).

2.5.1.2 Carbamatos e organofosforados

Os compostos pertencentes a categoria dos organofosforados e carbamatos apresentam
mecanismo de acao baseado na inibicdo da acetilcolinesterase (AChE), enzima que catalisa a
hidrélise da acetilcolina, um importante neurotransmissor (OPAS/OMS, 1996; SILVA et al.,
2001). Assim, na auséncia da acetilcolinesterase, a acetilcolina liberada acumula-se,
provocando um colapso no sistema nervoso central e paralisia neuro-muscular (TAYLOR,
2001). Estes inseticidas s@o responsaveis pela maioria das mortes por intoxicacdo no Brasil
(OPAS/OMS, 1996).

Organofosforados se ligam ao centro esterdsico de AChE inibindo a agdo da
acetilcolinesterase de forma irreversivel. J& os carbamatos inativam a acetilcolinesterase
temporariamente, sendo considerados menos perigosos com relacdo a exposicdo do que 0s
organofosforados (CAVALIERE et al., 1996).

Os organofosforados sdo amplamente utilizados na agropecuaria e tém causado
intoxicagOes acidentais em animais e em humanos (CAVALIERE et al., 1996). Sé&o
extremamente toxicos para os gatos e devem ser usados com precaucdo para tratamento de
ambientes onde 0 gato possa ter contato. Muitos dos organofosforados sédo usados para
tratamento ambiental contra larvas de moscas e estagios imaturos da pulga (TAYLOR, 2001),
poucos continuam sendo usados para tratamento animal (MACDONALD, 1995).

Os dois principais compostos carbamatos de uso em medicina veterinaria, carbaril e
propoxur, apresentam baixa toxicidade para mamiferos. Outro carbamato utilizado € o
fenoxycarb, um carbamato ndo neurotoxico que atua como um regulador do crescimento de
insetos e previne o desenvolvimento embrionério no ovo da pulga, desenvolvimento larval e
emergéncia de adulto (GRENIER; GRENIER, 1993;TAYLOR, 2001).

2.5.1.3 Fenilpirazois

O principal ingrediente ativo do grupo dos fenilpirazois é o inseticida fipronil, que
possui alta persisténcia no ambiente (ZALUSKI, 2014).

Seu mecanismo de a¢do, assim como 0s demais pirazdis, esta envolvido com o blogueio
dos canais de cloro regulados pelo acido gama-amino butirico (GABA), um neurotransmissor
inibitério do SNC, presente no inseto (BLACKBURN; LINDSAY, 2003), levando-0 a morte
por hiperexcitacdo do sistema nervoso do inseto (Postal et al. 1995). Demonstra excelente efeito
residual em decorréncia de sua lipofilibilidade, acumulando-se nas glandulas sebéceas, sendo
lentamente eliminado juntamente com o sebo, recobrindo completamente pele e pelos
(BRANDAO, 2004).

Fipronil é utilizado mundialmente para o tratamento e controle de pulgas em cées e gatos
e por apresentar efeito topico, ndo exige que as pulgas piquem 0s animais para que entrem em
contato com o produto, o que é desejado para animais com dermatite alérgica (TAYLOR, 2001;
BRANDAO, 2004). E também utilizado em pecuéria (TINGLE et al., 2003) e para o controle
de pragas em diversas culturas agricolas (ANVISA, 2014), pois seu amplo espectro de acéo
permite que doses relativamente menores sejam empregadas (AVILA; GOMEZ, 2003).

Com relagdo a toxicidade, alguns estudos apontam que fipronil € pouco téxico para
organismos ndo alvos, outros descrevem que este inseticida apresenta alta toxicidade para
parasitoides Uteis em agroecossistemas e invertebrados aquaticos. No entanto, a maioria das
acOes toxicas sobre os animais foi, até agora, pouco investigada (OLIVEIRA, 2010).
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Lyons (2000) em seu trabalho evidencia um potencial carcinogénico de fipronil. O autor
esclarece que a exposicdo por um pequeno intervalo de tempo pode causar sérios efeitos sobre
o desenvolvimento de fetos e, apds o nascimento, sequelas como dificuldade de aprender,
diminuicéo dos reflexos, esterilidade, aléem do aumento da suscetibilidade a outras doengas

2.5.1.4 Reguladores de Crescimento de Artrépodes (RCA)

Os RCA’s eram denominados de reguladores de crescimento de insetos (RCI’s) mas ao
ser comprovada sua atividade acaricida passou a ser classificado como reguladores de
crescimento de artropodes (VIEIRA, 2012).

O primeiro relato sobre o uso potencial do RCA no controle de insetos foi em 1956,
quando verificou-se que aplicando topicamente o hormonio juvenil obtido do abdémen da
borboleta Hyalophora cecropia (L.), 0 inseto ndo realizava metamorfose.

Um RCA 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 (SIDDALL, 1976). Possuem como alvo outros 6rgdos que ndo os do sistema
neural e atuando de forma lenta e gradual interferindo no crescimento e desenvolvimento do
inseto (GRAF et al., 2004).

Inseticidas reguladores de crescimento apresentam algumas vantagens como: maior
seletividade a inimigos naturais, com espectro de acdo mais restrito; menor toxicidade a
mamiferos e vertebrados; rapida fotodegradacdo e dissipacdo; e ndo persisténcia de residuos
em sedimentos (MARTINS et al., 2008).

Com base em seu modo de acdo podem ser divididos em inibidores da sintese de quitina
(benzoilfeniluréias), inibidores da deposicdo de quitina (triazina/derivados de pirimidina) e
analogos do horménio juvenil (RUST; DRYDEN, 1997; GRAF, 1993). As drogas provenientes
deste grupo sdo muito seguras para 0os mamiferos, pois 0s mesmos ndo apresentam horménios
juvenis e estruturas quitinosas ou ainda, receptores para estas moléculas (BOWMAN, 2003).

Um exemplo de RCA bastante utilizado é o piriproxifen, que se enquadra nos RCA’s
analogos do hormonio juvenil, ou seja, no momento em que fisiologicamente sua producéo
diminui no inseto para que ocorra a muda, esse farmaco mimetiza o horménio juvenil e o inseto
ndo consegue realizar a metamorfose. Esse farmaco apresenta comprovada eficacia na
interrupcao do desenvolvimento da pulga C. felis felis, quando empregado no céo, no gato e no
ambiente (RUST, 2005). A presenca do piriproxifen durante a metamorfose dos insetos evita
seu desenvolvimento, ou seja, evita que as larvas eclodam dos ovos, que as larvas venham a se
tornar pupa, adultos venham emergir do pupério ou que adultos venham a reproduzir (MEOLA
etal., 1993).

2.5.2 Controle quimico com inseticidas de origem sintética
2.5.2.1 Piretroides

Os piretroides sdo analogos sintéticos das piretrinas, grupo mais importante de
inseticidas naturais, representado por seis ésteres com estrututras quimicas semelhantes que séo
extraidos das flores de crisantemo ou pitretro, Chrysanthemum cinerariaefolium. S&o
amplamente utilizados na pratica agricola e na medicina veterinria devido a sua maior
estabilidade a luz, quando comparada as piretrinas (ELLIOTT et al., 1978).

O piretro era utilizado desde o seculo XVIII, na Pérsia e lugoslavia, e a partir de 1828
passou a ser processado comercialmente para controle de insetos. Seu uso declinou na década
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de 1950 devido a sintese de andlogos sintéticos com maior estabilidade e efetividade (VIEGAS-
JUNIOR, 2003).

Séo classificados em tipo | e Il de acordo com a auséncia (tipo I) ou presenca (tipo I1)
de um grupo ciano (CN) na porgéo fenoxibenzil (SANTOS et al., 2007) e considerados venenos
axonicos, atuando principalmente nos canais de sodio das células nervosas do sistema nervoso
central e periférico dos insetos (BLOOMQUIST, 2009). O mecanismo de acdo envolve o
fechamento lento dos canais de sédio da membrana neuronal e inibi¢do do fluxo de ion cloro
dependente do receptor do GABA (DROBATZ, 1994).

Os piretroides possuem propriedades lipofilicas que facilitam a penetracdo nos
artrépodes através da cuticula rica em lipideos (ANDRADE, 2002), causando hiperexcitacéo
do sistema nervoso, levando a convulsdes e posterior morte do inseto (CORBETT 1984;
WARE; WHITACRE, 2009).

Embora apresentem baixa toxicidade em mamiferos, sua utilizacdo deve ser cautelosa
porque podem exercer efeitos neuro e cardiotdxicos nos vertebrados (SANTOS et al., 2007).

Alguns dos piretroides mais comumente utilizados em medicina veterinaria incluem
bioaletrina, cipermetrina, deltametrina, fenvalerato, flumetrina, lambda-cialotrina, permetrina
e fenotrina, disponiveis em diferentes formula¢bes com atividade sobre uma ampla gama de
ectoparasitas em animais de grande e pequeno porte (moscas, piolhos, carrapatos e acaros
causadores de sarnas). Em animais de companhia, sdo usados principalmente para controle de
pulgas (TAYLOR, 2001, ANADON et al., 2008).

2.5.2.2 Neonicotinoides

Neonicotinoides, também denominados nitroguanidinas, constituem um grupo de
inseticidas descobertos a partir da molécula de nicotina. A descoberta dos inseticidas do grupo
dos neonicotinoides, revelou-se um marco no controle quimico de insetos sendo o grupo que
mais cresceu no mercado, desde a comercializagdo dos piretroides (NAUEN;
BRETSCHNEIDER, 2002)

Esses inseticidas exercem agdo agonista ligando-se aos receptores nicotinicos pos-
sinapticos da acetilcolina, mas diferente da acetilcolina, que é hidrolisada pela
acetilcolinesterase, 0s neonicotinoides ndo sdo degradados imediatamente. Portanto, os
impulsos nervosos sdo transmitidos continuamente, levando a hiperexcitagdo do sistema
nervoso (SCARPELLINI; ANDRADE, 2010).

Oferecem elevada capacidade inseticida, baixa toxicidade a mamiferos e sdo registrados
para o controle de uma grande variedade de insetos-praga em diversos agroecossistemas como
hemipteros, moscas, coledpteros e lepiddpteros (NAUEN et al., 2003; MOURA et al., 2005).
A toxicidade seletiva favoravel parece ser devido ao fato desses farmacos s se ligarem aos
receptores de acetilcolina dos insetos, ndo tendo nenhum efeito sobre esses receptores em
mamiferos (TAYLOR, 2001).

Imidacloprid e nitempiram sdo farmacos neonicotinoides disponiveis comercialmente
que possuem atividade sobre pulgas. Imidacloprid, primeiro farmaco neonicotinoide a entrar
no mercado veterinario destinado ao controle de pulgas em cées e gatos, demonstrou altos
niveis de eficacia em diversos estudos realizados para o controle de C. felis felis
(CORREIA et a., 2007). Enquanto o nitempiram por via oral, segundo Brandao (2004),
atingiu concentracéo circulatéria capaz de eliminar cerca de 95% das pulgas dentro de quatro a
seis horas apds o tratamento.

Outro neonicotinoide disponivel comercialmente € o dinotefuran, produto utilizado
em uma ampla variedade de pragas em diversos tipos de culturas (WAKITA et al., 2005),
com atividade inseticida sobre C. felis felis relatada (CORREIA et al., 2007).
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2.5.2.3 Lactonas macrociclicas

Os derivados macrociclicos da lactona, as avermectinas (ivermectina, abamectina,
doramectina, eprinomectina e selamectina) e milbemicinas (milbemicina e moxidectina), tém
uma estrutura quimica bastante semelhante, diferindo apenas em alguns radicais (SHOOP
etal., 1995). Apresentam uma estrutura ciclica principal composta por 16 elementos, sendo
que as avermectinas apresentam um dissacarideo (Bis-oleandrose) que as diferenciam das
milbemicinas. Comecaram a ser utilizadas como anti-helminticos a partir da década de 1980 e
sdo produtos obtidos da fermentagdo de fungos do género Streptomyces (ALMEIDA; AYRES,
2006).

As lactonas macrociclicas sdo agonistas do GABA causando hiperpolarizacdo do
neurénio e inibicdo da passagem do estimulo nervoso. Em artrépodes e nematoides, a ativacéo
do GABA promove hiperpolarizacdo com desenvolvimento de paralisia flacida e morte do
parasito. Além desse mecanismo de a¢do, atuam também sobre os canais de cloro controlados
pelo glutamato (SPINOSA et al., 2008).

Embora os mamiferos utilizem o GABA como neurotransmissor, geralmente ndo sofrem
efeitos tdxicos causados por avermectinas e as milbemicinas, pois, essas moléculas apresentam
alto peso molecular e ndo atravessam a barreira hematoencefalica (BHE). No entanto,
intoxicacOes por lactonas macrociclicas estdo entre as intoxicagdes, ndo intencionais, mais
comuns em cées e gatos, devido a facilidade de obtencdo, custo acessivel dos farmacos e porque
muitos produtos formulados para uso em grandes animais sdo administrados fora da dose
terapéutica em cées e gatos (MORADOR, 2011). Quando administrados em dose adequada, 0
gue geralmente determina a toxicidade dos macrolideos é uma falha na BHE (MEALEY, 2006).

Algumas racas como Collie, Old English Sheepdog, Pastor de Shetland e Pastor
Australiano, quando submetidos a terapia com ivermectina e milbemicina, podem manifestar
sinais de intoxicacdo, como convulsdo, depressdo, tremores, ataxia, letargia, emese, sialorréia
e midriase, ou mesmo evoluir para morte (AYRES; ALMEIDA, 1999).

As lactonas macrociclicas tém sido empregadas em pequenos animais como acaricidas
contra &caros causadores de sarnas e no controle de carrapatos. Também apresentam atividade
anti-helmintica e na prevencao da dirofilariose canina (DELAYTE et al., 2006).

Com relacdo ao controle de pulgas, Zakson-Aiken et al. (2000) afirmam, ap0s
experimento realizado, que 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, selamectina possui ainda a
recomendac&o em bula de que possui atividade contra ovos (BRANDAO, 2004).

2.6 Controle Bioldgico

O controle bioldgico trata-se de um controle realizado para controlar e/ou combater as
chamadas pragas parasitéarias, utilizando-se organismos como fungos, protozoarios, bactérias,
entre outros. Baseia-se em um dos fundamentos basicos das relagdes ecologicas entre 0s seres
vivos de que cada espécie, seja animal, vegetal ou microbiana, possui inimigos naturais
(MELO; AZEVEDO, 1998).

Esse tipo de controle ndo gera efeitos negativos sobre o ambiente, uma vantagem sobre
o controle quimico convencional (GRONVOLD et al., 1996). Dessa forma, os agentes de
controle biol6gico sdo uma alternativa econdmica e ecologicamente vidvel (PRACA et al.,
2004).

O primeiro registro de sucesso de controle bioldgico classico ocorreu na Califérnia. A
joaninha Rodolia cardinalis, trazida da Australia em 1888, foi introduzida para o controle do
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pulgdo-branco dos citrus, Icerya purchasi Maskell. Em dois anos a praga estava controlada
biologicamente (CARVALHO, 2006).

Comparado ao controle quimico, o controle bioldgico apresenta inUmeras vantagens,
especialmente quanto ao impacto ambiental, custo, manuseio, especificidade e
desenvolvimento de resisténcia. Entretanto, os bioinseticidas, de maneira geral, apresentam um
efeito mais lento do que o quimico, sendo necessarias, portanto, mudangas no manejo de insetos
praga (SILVA, 2009).

Dentre as bactérias utilizadas no controle bioldgico, Bacillus thuringiensis é responsavel
por 90%-95% do mercado de bioinseticidas (VALADARES-INGLIS et al., 1998) com
atividade sobre os insetos das ordens Lepidoptera, Coleoptera e Diptera (PRACA et al., 2004).
No entanto, os fungos apresentam vantagens, pois a maioria € altamente especializada na
penetracao via tegumento do inseto a0 mesmo tempo que podem infectar diferentes estagios de
desenvolvimento dos hospedeiros, como ovos, larvas, pupas e adultos (MELO et al., 2007).

Dentre 0s micoinseticidas existentes, 0s que apresentam esporos do fungo Beauveria
bassiana como ingrediente ativo sdo muito utilizados e eficientes para 0 combate de diversas
pragas (UHRY, 2007). Estudos experimentais demonstraram que os fungos Metarhizium
anisopliae e Beauveria bassiana completaram seu ciclo sobre a cuticula da pulga C. f. felis,
potencial no que se refere ao controle bioldgico deste inseto (MELO et al., 2007)

2.7 Controle A Partir de Inseticidas Botanicos

Os organismos Vvivos possuem rotas metabdlicas designadas como metabolismo
primario, onde sdo produzidas as macromoléculas essenciais a vida e comuns aos seres Vivos,
como carboidratos, lipidios, proteinas e &cidos nucleicos (BELTRAO; OLIVEIRA, 2007).
Entretanto, muitas organelas sintetizam compostos organicos, por metabolismo secundario, que
participam do processo de sobrevivéncia sem estarem diretamente ligados ao crescimento ou
desenvolvimento. Esses compostos sdo denominados metabdlitos secundarios e séo
considerados extremamente Uteis para defesa e protecdo, principalmente de plantas, onde sdo
capazes de protegé-las contra herbivoros, insetos e raios ultravioleta, por exemplo (EISLER,
1992 apud GARCEZ et al., 2013).

O uso de metabdlitos secundarios presentes em algumas plantas “inseticidas” é mais
uma alternativa no manejo integrado de pragas (VASCONCELOQOS et al., 2006).

Algumas plantas, ao longo de sua evolugdo, desenvolveram sua préopria defesa quimica
contra 0s insetos herbivoros, sintetizando metabdlitos secundarios com propriedades
inseticidas, isto €, com a¢do tdxica contra os insetos ou que causam sua morte por outros modos
de acdo, ou mesmo sua repeléncia (MACHADO et al., 2007).

O uso de plantas com propriedades inseticidas € uma pratica muito antiga (ROEL et al.,
2000). Registros bem documentados mostram que, antes de 1850, foram utilizadas 20 espécies
de plantas pertencentes a 16 familias diferentes para o controle de pragas agricolas e horticolas
na Europa Ocidental e China (IBRAHIM et al., 2001). No entanto, varia¢Ges na eficiéncia do
controle e os baixos efeitos residuais fizeram com que os inseticidas vegetais fossem
gradativamente substituidos pelos sintéticos (MACHADO et al., 2007).

Com o passar dos anos surgiram cobrancas, por parte da sociedade, por alternativas de
controle de pragas que ndo provocassem impactos negativos sobre a saide humana, ambiente
e recursos naturais (GUIMARAES et al., 2014), pois embora eficientes, os inseticidas sintéticos
apresentam uma série de problemas, como contaminagdo ambiental, presenca de altos niveis de
residuos nos alimentos, desequilibrio bioldgico devido a eliminagdo de inimigos naturais,
surgimento de populagdes de insetos resistentes (HERNANDEZ; VENDRAMIM, 1996).
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Os inseticidas botanicos sdo produtos derivados de plantas ou partes das mesmas,
podendo ser o proprio material vegetal, normalmente moido até ser reduzido a po, ou seus
produtos derivados por extracdo aquosa ou com solventes organicos, tais como alcool, éter,
acetona, cloroférmio etc. ou por destilagdo (MACHADO et al., 2007). Esses inseticidas tém
sido apontados como potenciais alternativas ao uso de inseticidas sintéticos convencionais,
presumivelmente, porque extratos e 6leos essenciais teriam menores impactos sobre a salde
humana e ambiente (ISMAN et al., 2011).

A 1SO (International Standard Organization) define 6leos volateis (conhecidos também
como 06leos essenciais, 6leos etéreos ou esséncias) como sendo os produtos obtidos de partes
de plantas por meio da destilagdo por arraste de vapor d’agua, bem como os produtos obtidos
por prensagem dos pericarpos de frutos citricos (BASER, 2015).

De forma geral, os 6leos essenciais s&o misturas complexas de substéncias volateis,
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. A designagdo de “6leo” ¢ devida a algumas
caracteristicas fisico-quimicas como, por exemplo, a de serem geralmente liquidos de aparéncia
oleosa a temperatura ambiente. Sua principal caracteristica, contudo, consiste na volatilidade
que o difere assim, dos o6leos fixos, que sdo misturas de substancias lipidicas obtidas
normalmente de sementes (6leo de soja, de mamoma, de girassol, etc) (SIMOES; SPITZER,
2003). A maioria possui baixa toxicidade para mamiferos, sdo biodegradaveis e ndao persistem
no ambiente (ISMAN, 2000).

As principais técnicas de obtencéo dos 6leos essenciais sdo hidrodestilacéo e arraste a
vapor (BUSATO et al., 2014).

Algumas substancias presentes nos 6leos essenciais possuem alto valor comercial.
Inimeras entidades internacionais comercializam 6leos essenciais como matéria-prima para a
producdo de aromas e fragrancias (B1ZZO; REZENDE, 2009).

O Brasil tem lugar de destaque na producéo de 6leo essencial, ao lado da India, China e
Indonésia, que sdo considerados os quatro grandes produtores mundiais. A posicao do Brasil
deve-se aos Gleos essenciais citricos (BIZZO; REZENDE, 2009), que assim como 0s demais
Oleos essenciais, sdo matérias-primas de aplicacdo importante na cadeia produtiva das
indUstrias de perfumaria, cosmética, farmacéutica e alimenticia (SILVA-SANTOS et al., 2006).

Para identificacdo dos constituintes presentes no 6leo essencial, a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas constitui uma das técnicas mais utilizadas
(MONTANARI, 2010). A identificacdo é feita por meio da comparacdo dos espectros de
massas da amostra, com o0s existentes no banco de dados do aparelho e também pelos indices
de retencdo relativos (ADAMS, 1995). Em geral, apresentam atividade de acordo com suas
principais substancias.

Os principais constituintes dos 6leos e mais abundantes sdo os terpenos (LOBO;
LOURENCO, 2007) estes sdo produzidos a partir do metabolismo priméario e desempenham
papel importante na relacdo planta x ambiente (PHILLIPS et al., 2008).

Na natureza os 6leos essenciais desempenham papéis ecoldgicos importantes na
protecdo de plantas, atuando como antibacterianos, antivirais, antifungicos, inseticidas e contra
herbivoros reduzindo a palatabilidade das plantas que os produzem. Devido a essas
propriedades, estudos com 6leos essenciais de varias plantas tem sido um alvo constante dos
investigadores nas industrias farmacéuticas, cosmética e alimenticia (MONTANARI, 2010),
bem como na busca de novas formulagdes para uso veterindrio e novas moléculas ativas que
possam servir como constituintes ativos, ou mesmo de protétipos para o desenvolvimento de
novos farmacos, mais eficazes e seguras para utilizacdo em medicina veterinaria.

Embora a acdo dos 6leos essenciais seja geralmente atribuida a alguns compostos
particulares, um fendmeno sinérgico entre estes metabdlitos pode resultar em uma bioatividade
maior quando comparada aos componentes isolados (HUMMELBRUNNER; ISMAN, 2001).
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Liu et al. (2006) verificaram maior atividade repelente da mistura de 6leos essenciais a
partir de Artemisia princeps e Cinnamomum camphora contra adultos de insetos pragas de
grdos armazenados, Sitophillus oryzae L. e Bruchus rugimanus, do que a induzida por 6leos
individuais. A maior atividade obtida pode ser resultado de um efeito sinérgico dos principais
compostos presentes nos 6leos (NERIO et al., 2010).

Uma planta pode conter centenas de metabdlitos secundarios, encontrados nas raizes,
folhas e sementes, como por exemplo os rotenoides, piretroides, alcaloides, terpenoides, entre
outros que podem interferir severamente no metabolismo de outros organismos, causando
impactos variaveis sobre os insetos (MEDEIROS, 1990).

Os rotenoides pertencem a classe dos isoflavonoides, sendo a rotenona o mais conhecido
e estudado, em funcdo de seus efeitos ictiotoxico e inseticida (GARCEZ et al., 2013). Os
isoflavonoides possuem diversas fungdes como a pigmentacdo de flores, protecdo contra
patogenos, alelopatia, nutricdo, entre outras (CORDEIRO, 2007). Insetos quando expostos a
rotenona, em questdo de horas ou alguns dias param de se alimentar e morrem (MELO, 2007).
Trata-se de um inseticida de amplo espectro usado no controle de insetos como pulgdes,
besouros, lagartas, bem como pulgas e piolhos nos animais (BUSS; PARK-BROWN, 2002).

Os piretroides, como citado anteriormente, sdo analogos sintéticos das piretrinas,
substancias derivadas de extratos das flores de Chrysanthemum cinerariaefolium, amplamente
utilizados em medicina veterinaria para fins agricolas e domésticos (ELLIOTT et al., 1978).
Podem ser utilizados contra diversas pragas, incluindo formigas, pulgdes, baratas, pulgas,
moscas e carrapatos (BUSS; PARK-BROWN, 2002).

Alcaloides sdo produtos naturais de baixo peso molecular, caracterizados pela presenca
de um atomo de nitrogénio em sua estrutura basica (PROBST, 2012). Séo particularmente
toxicos para insetos e, frequentemente, causam sua morte (MELLO; SILVA-FILHO, 2002).
Um inseticida alcaloide bastante conhecido € a nicotina, extraida das folhas de Nicotiana spp.
(MACHADO et al., 2007).

Os terpenoides abrangem uma grande variedade de substancias de origem vegetal e sua
importancia ecoldgica como defensivos de plantas estd bem estabelecida. Os terpenos podem
ser divididos em monoterpenos (2 unidades de isopreno), sesquiterpenos (3 unidades de
isopreno), diterpenos (4 unidades de isopreno) e triterpenos (6 unidades de isopreno)
(DEWICK, 2002). Podem apresentar estruturas ciclicas, bem como a adi¢cdo de atomos de
oxigénio formando alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas (MONTANARI, 2010; GENOVESE et
al., 2012). Monoterpenos e com um menor grau 0S sesquiterpenos, compreendem o0s
componentes principais de 6leos essenciais de plantas (IBRAHIM et al., 2001).

Monoterpenos sdo volateis e responsaveis pelos odores caracteristicos de muitas plantas,
representando um dos maiores e mais diversas familias de compostos naturais (IBRAHIM et
al., 2001). O limoneno é um monoterpeno encontrado em frutas citricas (MENEZES, 2005), o
qual apresenta atividade inseticida relatada sobre todas as fases do ciclo biolédgico de C. felis e
sobre outros insetos como cupins, besouros, larvas de mosquitos e pragas de culturas (HINK;
FEE, 1986).

A maioria dos trabalhos que se referem aos terpenoides superiores, fazem referéncia as
observagdes de que esses metabdlitos podem causar inibicdo de desenvolvimento, danos na
maturacdo, reducdo da capacidade reprodutiva, supresséo de apetite, podendo levar os insetos
predadores & morte por inani¢do ou toxicidade direta (VIEGAS-JUNIOR, 2003).

Existem substancias presentes nos extratos e 6leos essenciais bastante especializadas na
sua acdo, afetando o balanco hormonal do inseto. Outras sdo altamente toxicas, como 0s
alcaloides e ciandgenos. Outras, ainda, reduzem a palatabilidade, como as cucurbitacinas, ou a
qualidade nutricional da planta, como os taninos (HARBORNE, 1982). Os efeitos dessas

27



substancias sobre insetos podem ocorrer por contato, fumigacdo ou ingestdao (ISMAN et al.,
2011).

Do ponto de vista de controle de insetos, séo normalmente classificadas como: analogos
hormonais de insetos, repelentes e atraentes, toxinas e substancias deterrentes (SAITO;
LUCCHINI, 1998).

Os anélogos hormonais ocasionam malformacé&o, esterilidade e morte. Ja as substancias
repelentes ou atraentes das plantas, podem repelir insetos indesejaveis ou atrair os desejaveis
para que ocorra sua polinizacdo. Algumas plantas sdo capazes de produzir toxinas capazes de
matar 0 inseto, enquanto outras possuem atividade deterrente, inibindo a alimentacdo dos
mesmos (SAITO; LUCCHINI, 1998).

Essas substancias podem representar uma alternativa quando associadas a outros
métodos de controle, mantendo o equilibrio ambiental e reduzindo os efeitos negativos
ocasionados pela aplicacdo descontrolada de produtos sintéticos (MACHADO et al., 2007).

E importante salientar a importancia de testes toxicoldgicos, pois apesar de
apresentarem facil decomposicao, tratam-se de substancias quimicas com atividade bioldgica,
e, 0 uso de doses inadequadas ou a forma de aplicacdo podem causar problemas (SAITO, 2004;
SAITO; LUCCHINI, 1998).

Segundo a toxicologia, toda substdncia pode ser considerada um agente tdxico,
dependendo das condi¢fes de exposicdo. A toxicidade de uma substancia a um organismo vivo
pode ser considerada como a capacidade de Ihe causar dano grave ou morte (OGA, 2003). Um
parametro importante a ser utilizado nos estudos de toxicidade € a dose letal 50, que além de
ser um pardmetro estatistico, representa a quantidade necessaria do farmaco para provocar a
morte de 50% de um lote de individuos normais submetidos a experiéncia (LARINI, 1997).

Com a crescente disponibilidade de produtos “naturais” para animais de companhia, os
proprietarios precisam estar cientes do potencial para efeitos adversos de muitos ingredientes
de origem vegetal, da falta de comprovacgdo de sua eficacia clinica e da auséncia de controle
regulamentar para estes produtos. Nesse sentido, pesquisas sobre eficacia e seguranca destes
produtos em relacdo a outros produtos regulamentados tornam-se essenciais (GENOVESE et
al., 2012).

2.7.1 Principais plantas com atividade inseticida

Extratos de plantas vém sendo utilizados pelo homem desde a Idade Antiga, numa
pratica que persiste até os dias atuais, com mais de 2000 espécies de plantas conhecidas por
suas propriedades inseticidas (VIEGAS-JUNIOR, 2003).

Nos Gltimos anos, tem havido um aumento gradual do uso de medicina alternativa em
animais, incluindo o uso de plantas ou produtos a base de plantas (GENOVESE et al., 2012).

Segundo Jacobson (1989) as espécies botanicas mais promissoras, como fontes de
substancias inseticidas, pertencem as familias Anacardiaceae, Anonaceae, Asteraceae,
Cannellaceae, Lamiaceae, Leguminosae, Meliaceae, Mirtaceae e Ruraceae. No entanto, as
principais plantas das quais foram obtidas substancias com atividade inseticida pertencem aos
géneros Nicotiana (familia Solanaceae), Derris, Lonchocarpus, Tephrosia e Mundulea (familia
Fabaceae), Chrysanthemum (familia Asteraceae) e Azadirachta da familia Meliaceae
(DEQUECH et al., 2008).

Economicamente, a espécie mais importante € C. cinerariaefolium, pois nessa planta
estdo presentes as piretrinas que deram origem aos piretroides sintéticos atuais (VALENTINE,
1990), usados para controle de insetos como pulgas, percevejos, moscas, mosquitos,
coleopteros e lagartas (SAITO; LUCCHINI, 1998; VIEGAS-JUNIOR, 2003).
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O género Nicotiana foi durante muito tempo de grande importancia devido a extracao
de nicotina utilizada como inseticida. A nicotina foi isolada de varias espécies de Nicotiana,
sendo N. tabacum e N. rustica as espécies mais utilizadas para sua extracao. A nicotina comegou
a ser utilizada no século X V|1 para controlar insetos em jardins e foi o alcaloide mais importante
com atividade inseticida que chegou a ser utilizado extensivamente para 0 combate de pragas
na agricultura, até o século XX (SAITO; LUCCHINI, 1998).

Chamadas popularmente de “timbo6”, Derris, Lonchocarpus, Tephrosia e Mundulea
(Fabaceae) sdo plantas ictiotoxicas produtoras de rotenoides, substancias muito utilizadas em
jardins e casas no combate a insetos e a ectoparasitas em animais na década de 70 nos Estados
Unidos (VIEGAS-JUNIOR, 2003)

A espécie Azadirachta indica é uma das mais estudadas devido a suas propriedades
quimicas. Conhecida como “nim”, é rica em azadiractina, um constituinte ativo com diversos
mecanismos de acdo dentre eles: inibi¢do da alimentacdo dos insetos e do desenvolvimento das
larvas, reducgéo da fecundidade e fertilidade dos adultos, alteragdo do comportamento, morte e
repeléncia (FERNANDES, 2009).

Outras plantas tém sido estudadas e tem revelado resultados promissores. Um produto
bastante conhecido oriundo de planta € o 6leo da citronela, utilizado em repelentes pessoais
aplicados sobre a pele para protegdo de mosquitos e outros insetos picadores (ISMAN et al.,
2011). As plantas mais ricas nessa substancia sdo o “capim citronela” (Cymbopogon nardus e
C. winterianus) e uma espécie de eucalipto, o Eucaliptus citriodora, mas pode ser encontrada
em menor concentracdo, também em outras espécies, de outras familias de plantas (SAITO,
2004).

O potencial para desenvolvimento sustentavel e a diversidade estrutural de seus
constituintes apontam as plantas como a principal fonte renovavel para a descoberta e 0
desenvolvimento de novas drogas (MACIEL et al., 2002). Um estudo mostra que 68% dos
produtos registrados na Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA), nos Estados Unidos da
América, sdo de origem natural (CANTRELL, 2012).

A utilidade das plantas, para o controle de pragas, ndo se limita apenas na utilizacdo das
substancias delas obtidas ou de seus extratos. Essas substancias ativas podem quase sempre ser
utilizadas como modelos para sintese de novos principios ativos (SAITO, 2004).

Atualmente, alguns produtos a base de plantas estdo disponiveis no mercado como
Margosan-O®, que contém a azadiractina como componente principal exercendo atividade
inseticida e acaricida (VIEGAS-JUNIOR, 2003); o Vimang® que contém mangiferina, um
constituinte que apresenta atividades imunoestimulante, anti-inflamatoria, antioxidante,
citotdxica e antineoplésica; e Himax ®, Ectozee®, Pestoban® e Charmil® desenvolvidos a
partir do 6leo de Cedrus deodara, cujo principal ativo é o limoneno, demonstrando atividade
inseticida e acaricida (FLAMINI, 2003).

Os dleos citricos, cujo principio ativo € o linalool, também sdo ingredientes ativos de
diversos sprays, shampoos e lo¢des para o controle de &caros e pulgas. (BLAGBURN &
LINDSAY, 2003).

Estudos realizados por Batista et al. (2013a) e Batista et al. (2013b) revelaram atividade
pulicida in vitro de Rosmarinus officinalis e Pilocarpus pennatifolius, respectivamente. No
entanto, estudos in vivo utilizando produtos naturais para o controle de C. felis felis ndo foram
encontrados na literatura.

2.7.1.1 Familia Anacardiaceae

Anacardiaceae é uma familia de plantas de ampla distribuicdo geografica, constituida
por cerca de 70 géneros e 600 especies (CORREIA et al., 2006), presentes em ambientes secos

29



a umidos, principalmente em terras baixas nas regides tropicais e subtropicais em todo 0 mundo,
estendendo-se até regides temperadas (LUZ, 2011).

Trata-se de um grupo composto por arvores ou arbustos, pequenos ou grandes, sempre
com canais resiniferos nos ramos, cujas folhas sdo coriaceas, alternas, simples ou compostas e
flores pequenas (FALCAO, 1966). As partes jovens exalam aroma e sabor caracteristicos,
semelhantes ao do fruto verde da manga (Mangifera indica L.), uma das espécies mais notorias
da familia (LUZ, 2011). Essa familia esta entre as maiores no grupo das angiospermas
(GONGCALVES, 2014).

Anacardiaceae tem se mostrado bastante promissora na busca de substancias bioativas
(SUZIMONE et al., 2006; CORREIA et al., 2006; SOUZA et al., 2008; FERNANDES;
FAVERO, 2014). Os géneros mais estudados nesta familia sdo Mangifera, Rhus
(Toxicodendron), Anacardium, Spondias, Lannea, Semecarpus, Schinus, Pistacia, Lithraea,
Tapirira e Melanorrhoea, sendo que Mangifera, Rhus e Anacardium destacam-se pelo numero
de investigacgdes relativas a composicdo quimica de suas espécies e atividades bioldgicas de
seus extratos e metabolitos, provavelmente devido a importancia econémica e toxicidade
demonstrada (CORREIA et al., 2006)

Muitas espécies de Anacardiaceae sdo conhecidas por fornecerem frutos de alto valor
econdmico tais como caju (Anacardium occidentale L.), manga (Mangifera indica L.), pistache
(Pistacia vera L.), caja (Spondias mombim L.), siriguela (Spondias purpurea L.) e umbu
(Spondias tuberosa Arruda) (BRITO, 2010). Outras produzem madeiras de boa qualidade como
a muiraquatiara (Astronium fraxinifolium Schott e Astronium lecointein Ducke), aroeira do
sertdo (Astronium urundeuva Engl.), e baratna (Schinopsis brasiliensis Engl.) (MONTANARI,
2010).

Algumas espécies sdo utilizadas na ornamentacdo de ruas e pragas como as aroeiras
(Schinus terebinthifolius Raddi e Schinus molle L.), a arvore da cera (Rhus succedanea L.) e
peito de pombo (Tapirira guianensis Aubl.). Esta Gltima é a espécie nativa mais comum
ocorrendo em quase todas as formagdes florestais brasileiras (SOUZA; LORENZI, 2005;
MONTANARI, 2010).

Os frutos de muitas espécies da familia sdo atrativos da fauna, principalmente da
avifauna (GUIMARAES, 2003), mostrando a importancia da sua utilizacdo em programas
de recomposicdo de vegetacao.

As substancias de maior ocorréncia na familia sao os triterpenos, biflavonoides e lipidios
fendlicos e as atividades bioldgicas tém justificado o interesse no estudo desta familia na
busca de principios bioativos (CORREIA et al., 2006).

Diferentes plantas da familia Anacardiaceae apresentaram atividade sobre diferentes
insetos, como S. terebinthifolius Raddi sobre a broca-do-café (Hypothenemus hampei)
(SANTOS et al.,, 2013) e sobre pragas de semente de leguminosas armazenadas
(Acanthoscelides obtectus Say e Zabrotes subfasciatus Boheman); e Tapirira guianensis Aubl.
e S. molle sobre o gorgulho do milho Sitophilus zeamais (SOUZA et al., 2008; FERNANDES;
FAVERO, 2014).

Atividades  imuno-estimulante,  anti-inflamatoria,  antioxidante,  citotoxica,
antineoplasica, antibacteriana e antifungica foram relatadas em outras plantas da familia
Anacardiceae (OZCELIK et al., 2005; MONTANARI, 2010).

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade de plantas do mundo abrigando uma
variedade enorme de plantas que podem ser utilizadas no controle de ectoparasitas
(CARVALHO et al., 2007). No Brasil estdo catalogados 14 géneros da familia Anacardiaceae
com 57 espécies sendo 14 delas restritas a flora brasileira (GONCALVES, 2014), distribuidos
entre as cinco regides centro-oeste, nordeste, norte, sul e sudeste (FALCAO, 1966). Dentre as
especies encontradas no Brasil esta a espécie alvo do estudo Schinus molle L.
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2.7.1.2 Schinus molle Linneu

Originaria da América do Sul a espécie Schinus molle L., foi introduzida como planta
ornamental e se estabilizou na América Central, México e nas regiGes temperadas quentes e
subtropicais do mundo (LUZ, 2011). Encontra-se como nativa no Brasil, Uruguai, Argentina e
outros paises da regido Andina, sendo amplamente distribuida no Rio Grande do Sul
(LORENZI; MATOQOS, 2008). Possui uma longa histéria de uso na medicina tradicional em toda
a América do Sul, dos quais, muitos ja consubstanciados por pesquisas cientificas realizadas
em varios paises (RIZZINI et al., 1966; LORENZI; MATOS, 2008; GEHRKE, 2012).

Popularmente conhecida como aroeira mansa ou aroeira salsa, possui folhas finas,
alternadas e lanceoladas que contém 6leos essenciais e constituintes fixos que sdo utilizados na
medicina popular. E uma arvore muito cultivada para arborizag&o urbana e paisagismo em geral
no sul e sudeste do pais, que pode atingir uma altura entre quatro a 10 metros de altura em
condicGes favoraveis, com um tronco de até 35 cm de didmetro, copa densa e casca aspera e
espessa. As flores sdo pequenas, numerosas, branco-amareladas, enquanto os frutos sdo
arredondados, globulosos com epicarpo de cor coral (LORENZI; MATOS, 2008) (Figura 1).

Figura 1. Arvore (A), folhas, flores (B) e frutos de S. molle (C).
Fonte: https://selectree.calpoly.edu/tree-detail/schinus-molle

A grande dispersdo de S. molle, bem como outras espécies como S. terebinthifolius
Raddi (aroeira vermelha), S. lentiscifolius March. (aroeira do campo) e S. polygamus Cav.
(aroeira de espinhos) entre vérios fatores, deve-se a facilidade de aclimatacéo a diferentes areas
geograficas, bem como a utilizacdo como planta ornamental, a importancia na medicina
tradicional, a utilizagio dos frutos como aromatizantes e flavorizantes de alimentos (GEHRKE,
2012).

O dleo-resinoso extraido das cascas € usado como cicatrizante, analgésico, para o
tratamento de reumatismo e como purgativo. As cascas e folhas secas sdo usadas em processos
febris, problemas do trato urinario, cistites, uretrite, blenorragia, tosse e bronquite, problemas
menstruais com excesso de sangramento, além de gripe, diarreia e inflamagdes em geral
(CRUZ, 1995); e sua seiva € usada como purgativa e diurética, e a planta inteira é empregada
externamente como antisseptico no caso de fraturas ou feridas expostas (LORENZI; MATOS,
2008).

A composigdo dos 0leos essenciais de S. molle revela substancias com propriedades
antimicrobianas, antifungicas, antiespasmodicas, antipiréticas, anti-inflamatérias e
cicatrizantes (CHANTRAINE et al., 1998; MARONGIU et al., 2004; LORENZI; MATQOS,
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2008). Além dessas, a atividade inseticida e repelente desses 6leos foi descrita. (DEVECI et al.,
2010; LJALEM; UNNITHAN, 2014 ; FERNANDES; FAVERO, 2014).

A analise fitoquimica mostra que o 6leo essencial desta espécie € rico em mono e
sesquiterpenos; taninos, resinas, alcaloides, flavonoides, saponinas esteroidais, esteroides e
triterpenos também sdo encontrados na espécie (LORENZI; MATQOS, 2008).

Diferentes substancias foram identificadas em 6leo essencial de S. molle, sendo as
diferencas qualitativas e quantitativas dependentes das condicdes de plantio, idade, fisiologia,
condigdes ecoldgicas, bem como extracdo e métodos analiticos utilizados. Essas condigdes
devem ser levadas em consideracdo quando se deseja realizar uma avaliacdo completa e
sistematica de diferengas quanto a composi¢do (GEHRKE, 2012).

Com base nas diferentes atividades ja relatadas, o estudo sobre a acao inseticida de S.
molle se torna importante, uma vez que a planta pode representar uma ferramenta complementar
num sistema de manejo integrado de pragas.

2.8 O Fendmeno de Resisténcia

Em 1957, a Organizacdo Mundial da Salde (OMS) definiu como resisténcia, "o
desenvolvimento de uma capacidade em tolerar substancias que seriam letais para a maioria de
individuos em uma populagdo normal da mesma espécie” (GALLO et al., 2002).

Mais tarde, em 1992, a OMS redefiniu resisténcia em artropodes como, "uma
caracteristica hereditaria que confere uma tolerancia aumentada para um pesticida, ou grupo de
pesticidas, de tal modo que os individuos resistentes sobrevivem a uma concentracdo do
composto que seria normalmente letal para a espécie”, embora o termo tolerancia nao tenha
sido bem aplicado (COLES; DRYDEN, 2014).

Resisténcia e tolerancia sdo termos muitas vezes usados como sinénimos, no entanto, a
tolerancia é uma tendéncia natural ou particular de determinada espécie, ao invés de um
resultado de pressao de selecdo (SCOTT, 1995).

Para Coles e Dryden (2014) “Resisténcia ¢ a sele¢do de uma caracteristica hereditaria
especifica (ou caracteristicas), em uma populacdo de artrépodes, devido ao contato da
populacdo com um produto quimico, que resulta num aumento significativo da percentagem da
populacdo que vai sobreviver a uma dose padrdo desse produto quimico (ou uma substancia
guimica estreitamente relacionada)”.

Boyce (1974) cita como primeiro registro desse fendmeno a resisténcia de cochonilhas
da familia Diaspididae, Quadraspidiotus perniciosus (Comstock, 1881) a sulfurados, em
macas, observada por Melander, em 1914. Este observou que populacGes de insetos separadas
por localidade apresentavam diferencas quando a susceptibilidade ao inseticida, pois utilizando-
se 0 mesmo farmaco algumas popula¢cdes morriam enquanto outras permaneciam vivas
(COLES; DRYDEN, 2014).

O controle de ectoparasitas de importancia veterinaria usando inseticidas neurotoxicos
sintéticos tem sido progressivamente colocado em discussdo pelo desenvolvimento de
resisténcia aos inseticidas (ELLSE; WALL, 2014).

Insetos estdo entre 0s organismos mais adaptaveis do planeta, conseguindo sobreviver
por milhdes de anos ajustando-se rapidamente as mudancas no seu ambiente. Muitas espécies,
guando submetidas a constantes tratamentos quimicos, desenvolvem varios mecanismos de
defesa para a sua sobrevivéncia levando a diminui¢do do nimero de mortes e consequentemente
a reducdo da eficacia do farmaco (MACORIS et al., 1999, TAYLOR et al., 2007).

O fendmeno da resisténcia aumentou exponencialmente desde a década de 1940, e hoje
sdo mais de 500 espécies de pragas que apresentam algum nivel de resisténcia a pelo menos um
tipo de inseticida (TAYLOR et al., 2007).
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Nem sempre falhas em programa de controle estdo associadas a resisténcia, podem estar
associadas a outros fatores como, por exemplo, armazenamento incorreto do produto, um
inadequado tratamento ambiental e/ou do préprio animal ou mesmo as condi¢bes ambientais
(DRYDEN; RUST, 1994; COLES; DRYDEN, 2014). Portanto, se um tratamento ndo fornece
bom resultado, outras causas devem ser excluidas antes que a resisténcia seja considerada
provavel causa da ineficicia (COLES; DRYDEN, 2014).

A rapida adaptacédo das pulgas a alguns principios ativos, e a aplicacdo de farmacos de
forma desordenada, conduziram ao aparecimento de populacgdes de pulgas resistentes (MELO
et al., 2007). Principalmente com relacdo aos animais de companhia onde o proprietario muitas
vezes utiliza o farmaco inseticida de maneira profilatica. A falta do conhecimento sobre a
biologia dos parasitos associada ao uso supressivo dos antiparasitarios em animais de
companhia leva ao fendémeno da resisténcia parasitaria (BEIRAO et al., 2009).

A pulga C. felis apresentou resisténcia ao DDT relatada pela primeira vez em 1952
(COLES; DRYDEN, 2014), nos dias atuais existem relatos de resisténcia de C. felis para
diferentes classes quimicas como os carbamatos, organofosforados, piretroides, piretrinas,
organoclorados e fenilpirazoles (fipronil mais especificamente) (RUST; DRYDEN, 1997;
SCHENKER et al., 2001, COLES; DRYDEN, 2014).

Com isso surge a necessidade de mudancas relacionadas ao controle desses insetos,
utilizando-se novos farmacos e outras medidas de controle (GARCEZ et al., 2013). Segundo
Carneiro et al. (2011) os produtos derivados de plantas que apresentam atividade biocida tém
sido importante alternativa para o controle vetorial, apontando como vantagem o0 menor
desenvolvimento de insetos resistentes.

A utilizacdo de um programa que tem como alvos insetos adultos e estagios imaturos no
ambiente pode diminuir a taxa de desenvolvimento de resisténcia (BLAGBURN; DRYDEN,
2009). O controle integrado pode reduzir a frequéncia de tratamento inseticida ajudando a
retardar o desenvolvimento da resisténcia (OTRANTO et al., 2005).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local do Estudo

O experimento foi realizado nas dependéncias do Laboratério de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterindria (LQEPV), pertencente ao Departamento de
Parasitologia Animal (DPA) do Instituto de Veterinaria (IV) da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ), localizada no Convénio EMBRAPA, Sanidade Animal/UFRRJ e em
parceria com o Laboratorio de Quimica de Bioativos Naturais (LQBioN) — chefiado pelo
professor Douglas Siqueira de Almeida Chaves, Departamento de Quimica (DeQuim), do
Instituto de Ciéncias Exatas (ICE) da mesma universidade.

3.2 Obtencao de Ctenocephalides felis felis

Ovos e pulgas adultas de C. felis felis utilizados no estudo foram obtidas de uma col6nia
mantida desde 1998, nas dependéncias do LQEPV.

Para manutencdo da coldnia sdo utilizados gatos infestados duas vezes por semana com
50 casais de pulgas e realizadas coletas do material contido na bandeja das gaiolas, onde ficam
0s gatos. Esse material é coletado com auxilio de pincel e pa, logo ap6s é peneirado e
acondicionado em potes plésticos adaptados com tampas teladas para manutencdo dos
diferentes estagios de pulgas e mantidos em cdmara climatizada com demanda bioquimica de
oxigénio (tipo DBO) a 27+1°C e 75+10% até a emergéncia das pulgas adultas.

3.3 Obtencéo do Material Vegetal

Folhas e frutos maduros de S. molle foram coletados durante o periodo de verdo na
cidade de Volta Redonda, Rio de Janeiro, Brasil (GPS 22°31” 36.23 S; 44°04°31.62 W). A
autorizacdo de coleta do material botanico foi registrada no Sistema de Autorizacdo e
Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) sob nimero 37893-1 e emitida em 15 de janeiro de
2013. Um espécime foi depositado no herbario do Instituto de Botanica (UFRRJ, Brasil) e
identificado com o cddigo RBR 35791. O material vegetal de S. molle foi seco a temperatura
ambiente, protegido da luz e umidade. Em seguida as folhas foram trituradas manualmente e
submetidas ao processo de extracao.

3.3.1 Obtencao de constituintes fixos e volateis de S. molle

Os constituintes fixos foram obtidos em parceria com o LQBIoN. Extratos de folhas
(100g) de S. molle foram obtidos através de extracdo por soxhlet com diferentes sistemas de
solventes (1000 mL cada) de polaridade crescente n-hexano (SmH), acetato de etila (SmAe) e
metanol (SmM). O tempo de extragéo foi de duas horas para cada solvente e posteriormente 0s
extratos foram secos em evaporador rotativo, gerando ao final 1,5g de extrato seco de SmH,
1,2g de SmAe e 1,1g de SmM.

Os constituintes volateis foram obtidos em parceria com o Laboratério de Plantas
Aromaticas e Medicinais, Departamento de Fitotecnia, da UFRRJ — chefiado pelo professor
Marco André Alves de Souza. Amostras constituidas de partes aéreas (folhas secas ou frutos)
de S. molle (509 cada) foram submetidas a hidrodestilacdo separadamente usando um aparelho
do tipo Clevenger. Os 0leos essenciais (OE) das folhas foram recolhidos ap6s quatro horas e
dos frutos apos seis horas para avaliacdo da composic¢do quimica, uma vez que a perfusdo de
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o0leo essencial em frutas é mais dificil do que em folhas. Os OE’s foram secos utilizando-se
sulfato de sddio anidro e concentrados com gas Nitrogénio (N>).

3.3.2 Andlise de constituintes fixos e volateis de S. molle

Os extratos fixos foram analisados por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massas (CG-EM) e comparando os tempos de retencdo com bibliotecas padrdo (NIST e
Adams).

Para a separacdo, a deteccdo e quantificacdo dos componentes de OE de S. molle,
utilizou-se Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM) (Shimadzu
QP-2010 Plus). As substancias foram separadas utilizando-se uma coluna capilar de silica (5%
difenil e 95% dimetilsiloxano), com 30m x 0,25 milimetros x 0,25 um de espessura de filme.
Como gas de arraste foi utilizado hélio, a um fluxo de 1 mL.min. A programagdo de
temperatura da coluna foi de 60°C (2 min) com aumento de 5°C min™ até 110° C, seguido por
um aumento de 3°C minaté 150 ° C, e, finalmente, aumentando 15°C min™até 290°C, sendo
mantida constante esta temperatura final durante 15 min. A temperatura do injetor e a interface
foram de 220°C e 250°C, respectivamente. Para separar e identificar as substancias, amostras
de 1,0uL do dleo essencial (10uL.mL™), nos tempos definidos, foram injetadas manualmente e
no modo de splitless. Os espectros de massa foram obtidos com um detector quadrupolo
operando a 70eV, com intervalo de massas de 40-400 m.zL,

A identificacdo e quantificacdo dos OE foram baseadas nas comparac6es dos tempos de
retencdo (TR), com os célculos do indice de Kovacts e confrontados com os dados dos bancos
NIST (2008) e o indice de retencdo (IR) a partir da literatura (ADAMS, 1995). O IR foi obtido
com base na co-injecgédo de amostras com uma mistura de hidrocarbonetos, em C8-C40 (Sigma-
Aldrich, EUA), e calculado com base na literatura (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963).

3.4 Delineamento Experimental

A metodologia empregada para a realizacdo dos ensaios baseou-se nos guias da
Associacdo Mundial para o Avan¢o da Parasitologia Veterinaria (WAAVP) para teste com
farmacos utilizados no controle de pulgas e carrapatos em cées e gatos de Marchiondo et al.
(2007).

3.4.1 Atividade inseticida in vitro dos extratos de folhas (n-hexano, acetato de etila e
metanol) de S. molle sobre adultos de Ctenocephalides felis felis

Extratos das folhas (SmH, SmAe SmM) foram secos e ressuspendidos em acetona, a
partir de uma solu¢do-mae a 200mg/mL. A partir desta, foram realizadas seis diluicdes seriadas
1:2 iniciando na concentragdo de 800 pg.cm até alcancar a concentracéo final, 25ug.cm™. Essa
unidade de medida foi escolhida levando-se em consideracdo de que posteriormente o teste
possa ser realizado também em canis e no proprio animal, medindo-se as superficies de
tratamento.

Para controle negativo foi utilizado apenas a acetona, e para controle positivo o Fipronil
a 400 pg.cm™, para assegurar a viabilidade da coldnia. Apos esse procedimento, as diluigdes
foram encaminhadas ao teste in vitro.

Para cada concentracdo foram realizadas duas repeticdes (R1 e R2), cada uma composta
por uma tira de papel filtro com 10cm? (1cm de largura e 10cm de comprimento) impregnada
com 0,2mL da respectiva diluicdo. Apos o tratamento, as tiras permaneceram no ambiente para
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secar por um periodo de 30 minutos. As tiras foram colocadas em tubos de ensaio contendo 10
adultos ndo alimentados de C. felis felis, cinco machos e cinco fémeas.

Os tubos foram vedados com tecido ndo tecido (TNT) e elastico, devidamente
identificados de acordo com o grupo. Os tubos foram mantidos em camara climatizada com
temperatura de 28+1°C e umidade relativa de 75+10%. A avaliacdo de motilidade ocorreu nos
tempos de 10 minutos, 30 minutos, uma hora, duas horas, 24 horas e 48 horas com auxilio de
um microscopio estereoscopico. O critério de avaliacdo utilizado foi a motilidade, ou seja,
qualquer inseto que apresentasse um minimo de motilidade era considerado vivo. Foram
registrados os numeros de insetos vivos e mortos em cada tempo avaliado.

3.4.2. Atividade inseticida in vitro dos 6leos essenciais obtidos de folhas e frutos de S. molle
sobre adultos de Ctenocephalides felis felis

Para o teste com OE de folhas (OEFo) e frutos (OEFr) de S. molle, foi preparada uma
solucdo-mée a 200mg/mL para cada, utilizando-se acetona como solvente. A partir desta, foram
realizadas 10 diluicBes seriadas 1:2 iniciando na concentracdo de 800 pg.cm™ até alcancar a
concentragéo final, 1,562pg.cm™. Para controle negativo foi utilizado apenas a acetona, e para
controle positivo o Fipronil a 400 pg.cm™

A metodologia empregada no teste in vitro foi a mesma utilizada para avaliacdo dos
extratos SmH, SmAe e SmM, a de impregnacdo em tiras de papel filtro, utilizando-se os
mesmos tempos e critérios de avaliacdo descritos anteriormente.

3.4.3 Atividade in vitro de 6leos essenciais obtidos de folhas e frutos de S. molle sobre ovos
de Ctenocephalides felis felis

Para a realizacdo do teste com ovos utilizou-se 6leo essencial de S. molle impregnado
em papel filtro a partir de uma solugdo mée a 200mg/mL. Foram realizados dois testes isolados:
um para fruto e outro para folha, ambos diluidos em acetona.

A partir da solugdo-mae foram realizadas 10 diluicbes seriadas 1:2 iniciando na
concentragdo de 800 pg.cm?, sendo realizadas duas repeticbes (R1 e R2) para cada
concentracdo. Cada tira foi impregnada com 0,2mL da respectiva dilui¢éo, totalizando 20 tiras,
mais duas para o grupo controle negativo, duas para o controle positivo realizado com
fenilpirazole (fipronil a 400 pug.cm™) e duas para controle realizado com um regulador de
crescimento de insetos (piriproxifen 400 pg.cm™).

Apos o tratamento, as tiras permaneceram no ambiente para secar por um periodo de 30
minutos. As tiras foram colocadas em tubos de ensaio contendo 10 ovos de C. felis felis. Junto
aos ovos foi adicionado um substrato necessario para o desenvolvimento larval a base de areia,
farelo de trigo e fezes de pulgas adultas oriundas de colénia. Os tubos foram vedados com
tecido ndo tecido (TNT) e eléstico e mantidos em camara climatizada com temperatura de
28+1°C e umidade relativa de 75+10%.

Para avaliacéo da eficacia do produto teste, o material de cada desafio foi fixado com
alcool 70°GL 30 dias ap0s a incubagéo e posteriormente foi realizada a quantificacdo de adultos
emergidos do pupario com auxilio de microscopio estereoscopico.
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3.5 Calculo de Eficacia, da Dose Letal 50 (DLso) e Andlise Estatistica.

A avaliacdo da eficécia in vitro de S.molle sobre adultos de C. felis felis foi realizada
seguindo-se a formula de Abbott (1987), com base na média das repetices (R1 e R2).

Eficacia= nimero médio de pulgas vivas grupo controle - nimero médio de pulgas vivas grupo tratado) x 100
(nimero médio de pulgas vivas do controle)

A avaliacdo da eficacia in vitro de S. molle na interrup¢do do ciclo ovo-adulto foi
realizada seguindo-se a formula de Abbott (1987), considerando-se o nimero médio de pulgas
adultas que emergiram dos puparios nas repetices (R1 e R2).

Eficacia=nUmero médio de pulgas adultas grupo controle - nimero médio de pulgas adultas grupo tratado) x 100
(nimero médio de pulgas vivas do controle)

Para analise estatistica e o célculo da DLso utilizou-se o programa Minitab® versao 16
(2013, Minitab Inc., Leadtools, Lead Technologies, Inc.) levando em consideracéo a relacdo de
sobrevivéncia e utilizando o método de analise probit. Para verificar a normalidade dos dados
amostrais foi utilizado um teste de Shapiro-Wilk. Apos analise dos dados, verificou-se uma
distribuicdo normal e entdo foi escolhido o teste T paramétrico, para identificar diferencas
especificas entre a mortalidade em 24 e 48 horas a partir do grupo controle, com nivel de
significancia de 5% (p <0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacdo Quimica
4.1.1 Extratos hexanico (SmH), acetato de etila (SmAe) e metanol (SmM) de S. molle

O extrato hexanico (SmH) mostrou oito compostos que foram quantificados:
espatulenol, Oxido de cariofileno, 14-heptadecenal, n-octadecanal, Z-2 octadecen-1-ol,
octadecil-vinil-éter, lupenona, lupeol (Tabela 1), e outros dois compostos (3,42%) néo
identificados. Estes compostos foram identificados anteriormente no género Schinus e alguns
em S. molle (CARVALHO et al, 2013;. MASATERU et al., 2008). Andlise das fracOes
metandlica (SmM) e acetato de etila (SmAe) ndo foram realizadas porque estes nédo
apresentaram atividade no modelo bioldgico estudado neste trabalho, contudo, sabe-se que 0s
extratos de média e alta polaridade de S. molle apresentam &cidos fenolicos, flavonoides,
biflavonas e terpenos (MASATERU et al., 2008), resinas, alcaloides e taninos (FERRERO et
al., 2006). Alguns estudos ja relataram a acdo destes metabdlitos secundarios no controle da
infestacdo por pulgas. Monoterpenos e sesquiterpenos sdo conhecidos como agentes utilizados
para controlar as pulgas; uso do inseticida de limoneno foi aplicado com sucesso para o controle
de insetos parasitas de animais de companhia, onde uma aplicacdo semanal do farmaco foi
capaz de reduzir as infestaces de pulgas em 80% e era tdxico para todos os estagios de vida da
pulga, sem efeitos adversos sobre a funcdo hepatica e renal (IBRAHIM et al., 2001).

Tabela 1. Principais substancias obtidas, por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de Massas, no extrato hexanico de S. molle

Substéncias Percentual no extrato (%)
Espatulenol 8,86
Oxido de cariofileno 0,73
14-heptadecenal 1,36
n-octadecanal 8,72
Z-2 octadecen-1-ol 1,87
Octadecil-vinil-éter 21,56
Lupenona 50,52
Lupeol 2,96
Compostos ndo identificados 3,42
TOTAL 100

Neste estudo, a CG-EM do extrato hexanico revelou o terpenoide lupenona como
constituinte majoritario no extrato hexanico. Assim este constituinte poderia ser o responsavel
pela agdo toxica de SmH. A lupenona é um triterpeno que apresenta atividades antidiabética,
antidiapogénica (NA et al., 2009) e antiprotozoaria sobre Trypanosoma cruzi e Plasmodium
falciparum relatadas (POLANCO-HERNANDEZ et al., 2013; RODRIGUEZ; PINTO, 2014).

Terpenos constituem a classe mais variada estruturalmente de produtos naturais de
plantas. Muitos foram isolados e avaliados quanto a toxicidade frente a diferentes insetos, tendo
como atividades relatadas a inibicdo de desenvolvimento, danos na maturacdo, reducdo da
capacidade reprodutiva, supressao de apetite, entre outros (VIEGAS-JUNIOR, 2003).
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Né&o foi encontrada atividade inseticida, especificamente, de lupenona na literatura. No
entanto, um grande nimero de novos triterpenos com atividade bioldgica vem sendo isolado a
partir de extratos de sementes e folhas de A. indica (LUO et al., 1999). Os limonoides, por
exemplo, sdo conhecidos pelo fato de apresentarem atividade contra insetos, seja interferindo
no seu crescimento, seja pela inibicdo de sua alimentacéo (SIMOES et al., 2000).

Deveci et al. (2010) realizaram uma pesquisa visando determinar as atividades repelente
sobre baratas e antibacteriana dos dleos essenciais e extratos hexanicos obtidos das folhas e
frutos de S. molle. Para obtencéo e avaliacdo quimica dos extratos utilizou-se 0 método de
soxhlet e cromatografia gasosa, respectivamente. Foram identificados dezesseis componentes
(72,14% do total de componentes) nos extratos. Os principais componentes do extrato de folha
foram germacreno D (20,77%) e beta-cariofileno (13,48%). O extrato do fruto ndo foi avaliado
qguimicamente, pois apresentou baixa atividade no teste in vitro.

Germacreno D, tem sido relatado como constituinte com atividade repelente contra o
gorgulho do milho Sitophilus zeamais e o carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(BIRKETT et al., 2008; LIU et al., 2010), enquanto beta-cariofileno, foi relatado como sendo
repelente sobre Ulomoides dermestoides conhecido como besouro do amendoim (SILVA et al.,
2012). Messer et al. (1990) concluiram que o B-cariofileno presente em resinas produzidas por
arvores do género Dipterocarpus era o constituinte responsavel pela defesa contra cupins
Neotermes spp.

4.1.2. Oleo essencial de folhas (OEFo) e frutos (OEFr)

A andlise do 6leo de folhas e frutos de S. Molle (OEFo e OEFr) mostrou diferencas na
composicdo e concentragdes quimicas (Tabela 2, figura 2). As principais substancias
encontradas nas folhas foram espatulenol e cubenol (sesquiterpenos), nos frutos foram terpinol
e mirtenal (monoterpenos) e o espatulenol.

O tempo de extracdo de seis horas foi 0 mesmo que o recomendado por Azevedo et al.
(2002), que em estudo com seis quimiotipos de Hyptis suaveolens, conhecida como mentrusto,
utilizou 360 minutos de hidrodestilacdo; e o0 mesmo utilizado por Cole (2008) para extracao de
o0leo essencial de frutos de S. terebinthifolius.

Silva et al. (2005) utilizaram o mesmo periodo utilizado no presente estudo, de seis
horas (nos tempos de 1h, 2h, 4h e 6h), para extracdo por hidrodestilacdo de 6leo essencial da
semente de S. molle e verificaram que o rendimento é diretamente proporcional ao tempo de
extracdo. No entanto, Santos et al. (2014) avaliaram que o rendimento de 6leo essencial de
sementes e folhas de S. terebinthifolius, nos tempos de 2,5h, 4h 5,5h e 7h, ndo sofreu alteracédo
em funcdo do tempo de hidrodestilacdo usando aparato de Clevenger.

Nicolini et al. (2009) realizaram estudo comparando a eficiéncia do método utilizado no
presente estudo com outro “arraste a vapor”. Utilizaram frutos de S. terebinthifolius, realizando
a extracdo durante um periodo de sete horas e verificaram que o arraste a vapor forneceu maior
teor de 0leo essencial em todos os tempos de extracdo e que o rendimento foi diretamente
proporcional ao tempo de extracdo para ambos os métodos. No presente estudo, o Unico método
utilizado para obtencéo de 0leo essencial foi a hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger que
em comparacao ao sistema de soxhlet para extragdo de macerado apresentou resultado superior.

Oliveira et al. (2012) realizaram experimento e verificaram o tempo ideal para extragao
de 6leo essencial de folhas de Mentha x piperita (horteld-pimenta) utilizando o metodo de
hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger. O volume de 6leo extraido foi registrado a cada 30
minutos e apos 60 minutos de hidrodestilacdo ocorreu estabilizacdo do volume extraido.
Valmorbida et al. (2006) relataram 150 minutos de extracdo de 0leo essencial de folhas para a
mesma planta, demonstrando que essa diferenca no tempo ocorre ndo apenas entre diferentes
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especies. Ehlert et al. (2006) verificaram tempo superior de hidrodestilacdo, chegando a
registrar 230 minutos para Eucalyptus globulus (eucalipto-comum).

Ljalem e Unnithan (2014) em estudo para identificacdo de compostos quimicos de S.
molle utilizaram um tempo de hidrodestilacdo de trés horas. O tempo foi semelhante ao
utilizado no presente estudo.

Cavalcanti et al. (2015) evidenciam em seu trabalho que embora alguns trabalhos
tenham relatado o tempo de 90 minutos para hidrodestilacdo de S. molle, esses periodos de
tempo ndo sdo suficientes para a extracdo completa dos constituintes essenciais do 6leo, pois
puderam observar o tempo de até quatro horas para que 80% dos sesquiterpenos fossem
extraidos, demonstrando que volateis com alto peso molecular e polares tendem a ter menor
difusibilidade exigindo maior tempo de extracdo. Portanto, o tempo de extracdo adequado para
se conseguir a avaliacdo quimica real do 6leo essencial depende de um tempo de extracdo um
pouco maior, devendo-se considerar também o custo x beneficio.

O conhecimento da influéncia do tempo no rendimento contribui por tornar o processo
menos oneroso, mais rapido e menos destrutivo com relagdo aos compostos mais leves
(SANTOS et al., 2014).
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Tabela 2. Perfil quimico do 6leo essencial de S. molle obtido por hidrodestilacdo de folhas e
frutos secos a temperatura ambiente protegido da luz e umidade.

OE TR Substancias IK IR OEFo OFFr Método id.
1 5.580 a-Pineno 939 935 3,4 Tr ab
2 6.881 Sabineno 976 977 0,6 — a,b
3 7.048 p-Pineno 980 982 6,7 Tr ab
4 12.984 Linalol 1098 1114 — 1,0 a,b
5 14.108 Metil Octanoato 1120 1133 Tr 4,3 ab
6 14.283 p-Ment-2-en-1-ol 1121 1136 Tr 1,8 b
7 14.403 a-Camfolenal 1125 1138 1,1 Tr ab
8 15.294 trans-Pinocarveol 1139 1154 6,2 57 a.b
9 15.432 cis-p-Terpinol 1144 1156 Tr 2,0 a

10 15.703 trans-Verbenol 1144 1161 2,8 Tr b
11 16.549 Pinocarvona 1162 1176 2,2 Tr a
12 17.293 a-Felandren-8-ol 1166 1189 1,6 4,6 a
13 17.521 4-Terpinol 1177 1193 11 18,5 a,b
14 18.622 Mirtenal 1193 1211 51 20,9 a.b
15 18.853 Mirtenol 1194 1215 3,9 4,3 ab
16 19.520 Verbenona 1204 1226 2,0 4,0 a.b
17 20.334 cis-Carveol 1217 1239 0,8 — ab
18 31.406 S-Cariofileno 1418 1425 4,6 1,3 a.b
19 33.325 a- Cariofileno 1454 1463 0,8 Tr ab
20 33.557 Aloaromadendreno 1461 1467 4,3 Tr a.b
21 34.634 y-Muuroleno 1477 1489 2,3 2,3 b
22 35.407 Biciclogermacreno 1494 1505 2,3 1,1 b
23 35.578 a-Muuroleno 1499 1508 1,4 Tr ab
24 36.216 trans-f-Guaieno 1500 1523 6,2 0,8 b
25 36.488 y-Cadineno 1513 1529 2,8 Tr ab
26 37.306 a-Cadineno 1538 1548 0,9 Tr a.b
27 39.250 Germacrenol 1574 1592 1,2 — a,b
28 39.504 Espatulenol 1576 1598 14,5 11,7 a.b
29 39.809 Globulol 1583 1607 2,1 1,2 ab
30 40.138 Gleenol 1585 1618 2,2 — b
31 40.510 Ni 1631 1,3 —

32 40.703  Humuleno epoxide Il 1606 1638 1,0 Tr b
33 40.880 (1, 10-di-epi)-Cubenol 1614 1644 3,0 1,1 b
34 41.297 (1-epi)-Cubenol 1627 1658 0,4 — b
35 41.765 Cubenol 1642 1674 130 8.2 ab
36 42.082 a-Cadinol 1653 1685 1,0 2,4 a,b

Identificacdo: OE- Ordem de eluicdo, TR- Tempo de retencdo em minutos; IK- indice de
Kovats; IR- indice de Retencio; OEFo- 6leo essencial da folha; OEFr- 6leo essencial do fruto;
Método id-método de identificagdo; a— CG-EM (Nist Library, 2008); b — Espectro de massa da
literatura (Adams, 1995) com ajuda do indice de Retengdo; uma concentracéo inferior a 0,1%
(tr); ndo detectado (-); ndo identificado (ni).
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Figura 2. Gréafico de subtracdo do 06leo essencial Schinus molle obtido por hidrodestilacdo das
folhas (acima) e frutos (abaixo), considerando-se a diferenca (subtracdo) dos mesmos
componentes (ou mesmo tempo de retencdo). Os nimeros na ordem de eluicdo sao listados na
Tabela 2.

A composicdo quimica dos 6leos essenciais foi consistente com as conclus@es de outros
estudos, exceto para a porcentagem de cada substancia. Além disso, ndo foram detectados 0s
monoterpenos mirceno, felandreno e limoneno (MURRAY et al., 2005; SILVA et al., 2005;
BENZI et al., 2009; ZAHED et al., 2010; BARROSO et al., 2011; GOMES et al., 2013;
MARTINS et al., 2014)

Segundo Ferri (1995) os OE’s normalmente sdo constituidos pelos terpenos e
basicamente elaborados nas folhas, armazenados em espacos extracelulares, entre a cuticula e
a parede celular. Corroborando a afirmacéo do autor, no presente estudo, utilizando-se CG-EM
para avaliagdo quimica de OE’s de folhas e frutos, pode-se verificar a presenca de um maior
namero de constituintes no OEFo.

Os resultados demonstram que o método de hidrodestilacdo fornece resultado superior,
quando a identificacdo de constituintes, aquele apresentado quando o material é obtido por
soxhlet, embora a literatura relate que o soxhlet pode fornecer melhor rendimento de material
extraido (SILVA et al., 2005). Ambos os métodos utilizados neste estudo sdo definidos pela
Farmacopéia Brasileira para a obtencdo desses produtos (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
1988).

Pode-se observar no presente estudo que 35 constituintes foram identificados no OEFo
e 30 no OEFr. Deveci et al. (2010) utilizando o mesmo método de hidrodestilacdo e avaliacdo
de constituintes das folhas e frutos de S. molle verificou a presenca de 24 constituintes no OEFo
sendo representados principalmente pelos sesquiterpenos 6-cadineno (11,28%) e a-cadinol
(10,77%), ao passo que o OEFr ndo foi avaliado quimicamente devido & baixa atividade
apresentada em teste in vitro frente a barata Blatta orientalis. Esses autores puderam observar
que o extrato e Oleo da folha de S. molle apresentaram atividade repelente sobre os insetos
citados, sendo o Ultimo ainda mais eficaz, pois conseguiu repelir 100% dos insetos testados.

As substancias encontradas por Deveci et al. (2010), como constituintes principais,
apresentam atividade inseticida relatada na literatura e tém sido classificados como repelentes
contra alguns artrépodes (HE et al., 1997; YATAGAI et al., 2002). Rossini et al. (1996) também
relataram &-cadineno como principal componente do 6leo de folha. No presente estudo, pode-
se observar no OEFo a presenca desses constituintes identificados nos estudos de Deveci et al.
(2010) e Rossini et al. (1996).
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Cavalcanti et al. (2015) utilizaram o tempo de seis horas de hidrodestilacdo em aparato
Clevenger, o mesmo utilizado no presente estudo, e verificaram que cubenol (27,1%), 6xido de
cariofileno (15,3%) e espatulenol (12,4%) representaram os principais componentes do 6leo
essencial das folhas de S. molle de 21 constituintes identificados, enquanto B-pineno (36,3%) e
a-pineno (20,3%), germacreno D (12,1%) e espatulenol foram os principais constituintes
encontrados no fruto de 20 identificados. Gehrke (2012) em seu trabalho cita que os compostos
a-pineno e B- pineno sao bastante comuns em 6leos essenciais de espécies do género Schinus.

Assim como no estudo de Cavalcanti et al. (2015), neste estudo, verificou-se que 0s
sesquiterpenos cubenol e espatulenol foram identificados entre os constituintes majoritarios no
OEFo; 6xido de cariofileno ndo foi encontrado. Ja no OEFr pode-se observar diferenga na
constituicdo pois os principais constituintes foram terpinol e mirtenal, ambos monoterpenos,
seguido de espatulenol, que assim como no estudo de Cavalcanti et al. (2015) apresentou-se
como um dos constituintes majoritarios em OEFo e OEFr. No presente estudo, a ¢ p-pineno
apresentaram pouca representatividade em OEFr, apenas tracos.

Diferente do presente estudo, Rodrigues et al. (2011) em analise dos constituintes
quimicos do Oleo essencial de folhas de S. molle identificaram apenas cinco substancias
(monoterpenos) por CG-EM, destes o mirceno foi o constituinte majoritario. Abdel-Sattar et al.
(2010) encontraram p-cimeno como componente majoritario do dleo essencial das folhas de S.
molle. A CG-EM foi muito semelhante a técnica usada por esses autores. Houve variagdes nos
teores de Oleo essencial de tecidos vegetais, devido a fatores intrinsecos controlados por tracos
genéticos da planta. Além disso, as caracteristicas quantitativas sdo suscetiveis a efeitos
edafoclimaticos, como a sazonalidade, a disponibilidade de &gua e nutrientes do solo
(CAVALCANTI et al. 2015), bem como luminosidade, temperatura, altitude, disponibilidade
de &gua e nutrientes do solo. Em Lippia sidoides, conhecida como alecrim-pimenta, por
exemplo, foram detectados diferentes monoterpenos como constituintes majoritarios
provenientes de espécimes coletados em duas areas distintas (LIMA et al., 2003).

Bandoni (2000) aponta que a composicdo quimica de plantas de mesma espécie depende
de diversos fatores, tais como estado fenoldgico da planta, fatores geograficos, ecoldgicos,
variabilidade genética, processo de extracdo empregado, entre outros, o que justifica a diferenca
de constituintes verificada em diferentes trabalhos. A similaridade de constituintes identificados
no presente estudo com os encontrados no estudo de Cavalcanti et al. (2015) pode ser devido
ao local de coleta. Folhas e frutos de S. molle, em ambos estudos, foram coletados em mesma
cidade e, portanto, os fatores relacionados a ecologia e geografia podem ter sido determinantes.

Bernhard et al. (1983) ao analisarem amostras do OEFr de S. molle, identificaram a
presenca majoritaria de y-cadineno (17,41%) e cadinol (17,39%) ao passo que no presente
estudo foram apenas identificados tracos (menos de 0,1%) de y-cadineno e baixa
representatividade de cadinol (2,4%) no OEFr.

O 6leo essencial de frutos de S. molle cultivado na Tunisia foi analisado por Bendaoud
et al. (2010) sendo identificados como constituintes principais o a-felandreno (46,52%), -
felandreno (20,81%), a-terpineol (8,38%), a-pineno (4,34%), B-pineno (4,96%) e p-cimeno
(2,49%). Os Oleos essenciais foram obtidos por destilacdo a vapor dos frutos. Destes
constituintes, apenas a-pineno e -pineno foram identificados no presente estudo, apresentando
uma concentracao inferior a 0,1%.

Gehrke (2012) realizou estudo fitoquimico e bioldgico de quatro espécies de Schinus
distribuidas no Rio Grande do Sul. A extracdo ocorreu por hidrodestilacdo e a composi¢édo
guimica determinada através de CG-EM. Aproximadamente cento e trinta e cinco compostos
foram identificados a partir dos oOleos essenciais. Os 0leos volatéis das espécies analisadas
apresentaram como componentes majoritarios nas folhas, os monoterpenos a-pineno, $-pineno,
6-2-careno, limoneno; e 0s sesquiterpenos germacreno-D, biciclogermacreno, 6-cadineno,
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espatulenol, 6xido de cariofileno e cadinol. Ja nos OEFr’s foram identificados os monoterpenos
a-pineno, B-pineno e mirceno; e os sesquiterpenos epi-cubenol, cubenol, espatulenol, éxido de
cariofileno e cadinol. As varia¢Ges quantitativas entre os diferentes constituintes nos 6leos das
diferentes espécies foram marcantes. Desses constituintes identificados em espécies de Schinus,
apenas 0-2-careno, limoneno, germacreno-D, Oxido de cariofileno e mirceno ndo foram
encontrados no presente estudo. Mais uma vez reforga-se que variagdes em conteudo de 6leos
essenciais podem estar relacionadas a fatores intrinsecos, controlados pelas caracteristicas
genéticas de plantas (GOMES et al., 2013), e fatores externos. Santos et al. (2013) avaliaram a
composicdo quimica do Oleo essencial de folhas de S. terebinthifolius, obtido por
hidrodestilagdo. O rendimento do dleo foi de 0,8%, sendo identificados 37 constituintes
quimicos. Os componentes principais foram germacreno D (25,0%), (E)-B-cariofileno (17,5%)
e o-elemeno (10,5%).

4.2 Atividade Inseticida In Vitro dos Extratos de Folhas (n-hexano, acetato de etila e
metanol) de S. molle Sobre Adultos de Ctenocephalides felis felis

A mortalidade de C. felis felis adultas induzida pelos extratos hexano (SmH), acetato de
etila (SmAe) e metanol (SmM) foi significativamente diferente do grupo controle no tempo de
48 horas, SmH (p = 0,0034), SmM (p = 0,0062) e SmAe (p = 0,0051). No tempo de 48h 100%
(n=10) das pulgas estavam vivas no grupo controle. O extrato SmH revelou eficacia de 100%
na maior concentragdo, 800 pg.cm™, enquanto SmAe e SmM apresentaram eficacia de 5% e
40%, respectivamente, nessa concentracao.

Pode-se observar que o extrato SmH apresentou aumento na eficicia de acordo com o
aumento da concentracdo. A eficacia diretamente proporcional a dose ou concentracdo do
farmaco tem relacdo com a biodisponibilidade para que o principio ativo seja absorvido pelo
parasito. Alguns fatores influenciam nessa absor¢do, como a solubilidade e inversamente a
saturacdo de concentragdes crescentes (BATISTA et al., 2013a).

Entre os extratos testados, em diferentes concentracGes, somente 0 SmH mostrou
atividade inseticida com os valores de DLso de 524,80 e 168,57 pg.cm™ ap0s 24 e 48 horas,
respectivamente. Apos 48 horas, SmM e SmAe mostraram méaxima eficacia de 40%, motivo
pelo qual ndo foi possivel calcular a DLso (Tabela 3). O aumento de concentragcdo ndo interferiu
na eficacia induzida pelos extratos SmM e SmAe. Esta resposta ndo-linear pode ser com base
no sinergismo entre 0s constituintes presentes nos extratos.

O fipronil foi escolhido para ser utilizado no estudo como controle positivo, pois trata-
se de um inseticida fenilpirazole (COLE et al., 1993), com boa atividade seletiva contra 0s
insetos (NARAHASHI et al., 2010). Isto ¢, aprovado globalmente para tratamento e controle
de infestacdes por pulgas e carrapatos em cées e gatos (Taylor, 2001). A droga interfere na
neuromodulacdo do inseto, levando a morte por hiperexcitacdo (RAUH et al., 1990).
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Tabela 3. Percentuais de mortalidade de Ctenocephalides felis felis 24h e 48h apds teste de
impregnacdo em papel filtro com extratos hexano (SmH), acetato de etila (SmAe) e metanol de
Schinus molle (SmM).

Concentragao Extratos de Schinus molle
(ng.cm?) Hexano (SmH)% Metanol (SmM)%  Acetato de etila (SmAe)%
Tempo 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
800 75 100 10 40 0 5
400 25 55 20 40 0 15
200 35 65 10 35 5 20
100 0 25 5 20 0 20
50 0 10 20 35 20 40
25 10 20 25 40 5 25
DLso (png/cm?) 524,80 168,57 - - - -
& Teste norm. Normal Normal  Normal Normal Normal Normal
b p valor 0,093 0,0034 0,125 0,0062 0,152 0,0051

a— Teste de Normalidade (Shapiro wilk), b - p valor (tratado vs. controle), t-test e analise probit
utilizando Minitab® 16 (2013, Minitab Inc., LEADTOOLS, LEAD Technologies, Inc.).

Né&o foram encontrados na literatura trabalhos realizados a partir de extratos de S. molle
sobre pulgas. No entanto Batista et al. (2013a) realizaram avaliacdo de extrato etanolico de
Rosmarinus officinalis, popularmente conhecido por alecrim, sobre a pulga C. felis felis nas
concentragdes de 800 a 1,562 pg.cm™ utilizando a mesma metodologia empregada no presente
estudo, de impregnacdo em tiras de papel filtro. Esses autores verificaram que R. officinalis
apresentou alta atividade inseticida in vitro com resposta proporcional a concentracdo na faixa
de 1,562 a 50 pg.cm?, com valores de eficacia maxima de 95%. A partir dos valores de
mortalidade de C. felis felis foi possivel calcular a DLso= 31,784 pg.cm™ que em comparagio
ao obtido com extrato hexanico de S. molle apresentou resultado superior pois a dose necessaria
para matar 50% dos individuos foi menor.

Batista et al (2013b) também avaliaram a atividade do extrato de Pilocarpus
pennatifolius, jaborandi, frente a C. felis felis nas concentragdes de 400 a 12,5 pg.cm™ diluidas
em acetona e impregnadas em tiras de papel filtro e verificaram que o extrato apresentou
eficacia a partir da concentragdo de 25 pug.cm™ variando entre 5 e 35 %, no tempo de 48 horas,
ndo apresentando resposta linear conforme o aumento da concentracao.

Deveci et al. (2010) avaliaram a atividade repelente de extratos hexanicos e 6leos
essenciais de folhas e frutos de S. molle sobre adultos de Blatta orientalis, barata oriental, e
verificaram que produtos obtidos dos frutos ndo tiveram boa atividade e que tanto o extrato
hexanico quanto o OEFo apresentaram atividade repelente satisfatéria. A atividade repelente
do OEFo foi ainda superior a do extrato hexanico. A diferenca na atividade do OEFo para o
extrato hexanico deve-se provavelmente a presenca de constituintes com maior potencial de
atividade repelente no 6leo essencial. Os constituintes que foram os majoritarios no OEFo e
extrato hexanico da folha apresentam atividade repelente relatada (HE et al., 1997; MESSER
et al., 1990; YATAGAI et al., 2002; BIRKETT et al., 2008; LIU et al., 2010; SILVA et al.,
2012).

45



4.3 Atividade Inseticida In Vitro dos Oleos Essenciais Obtidos de Folhas e Frutos de S.
molle Sobre Adultos de Ctenocephalides felis felis

Os testes avaliando a atividade do 6leo essencial de S. molle, OEFo e OEFr, contra C.
felis felis foram realizadas por dois ensaios, e 0s percentuais de mortalidade e eficacia de ambos
0s testes podem ser vistos na Tabela 4.

Ambos os testes (OEFo e OEFr) apresentaram eficacia com 24 e 48 horas apés a
exposicdo. O controle negativo utilizado no teste com OEFr apresentou 100% (n=10) de pulgas
vivas em 48h, enquanto o controle do teste com OEFo apresentou media das repeticdes R1 e
R2 de 95% (n=9,5) de pulgas vivas no tempo de 24h e 48h. OEFr atingiu 100% de eficacia
apenas com a concentracio mais elevada (800 pg.cm™), em 24 e 48 horas. No tempo de 24
horas a mortalidade induzida por OEFr n&o foi significativamente diferente do controle (p=
0,0855), ja em 48 horas diferiu (p = 0,0201). O OEFo atingiu 100% de eficacia em menor
concentracdo (50 pg.cm™) e mostrou grande diferenca estatistica 24 horas (p = 0,0003) e 48
horas (p = 0,0002) apos a exposicao quando comparado ao controle.

Os OEFr’s demonstram valores de DLsp mais elevados (353,95 e 138,22 pg.cm?),
quando comparado com OEFo (12,02 e 9,11 pg.cm™) s 24 e 48 horas. Entdo pode-se dizer que
nas condi¢cBes em que o estudo foi realizado, OEFo apresentou eficacia superior ao OEFr,
demonstrando elevada atividade ja no tempo de 24 horas, contra C. felis felis.
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Tabela 4. Percentual de mortalidade e eficacia do 6leo essencial de folhas e frutos de Schinus
molle sobre adultos de Ctenocephalides felis felis, 24h e 48h apos teste de impregnagdo em
papel filtro.

Concentracéao

(ng.cm-2 )/Tempo Frutos Folhas

Mortalidade%o Eficacia% Mortalidade%o Eficacia%

24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h

800 100 100 100 100 100 100 100 100

400 35 70 35 70 100 100 100 100

200 40 70 40 70 100 100 100 100

100 0 10 0 10 100 100 100 100

50 5 10 5 10 100 100 100 100

25 0 15 0 15 50 55 47,4 52,6

12,5 20 30 20 30 40 45 36,8 42,1

6,25 0 0 0 0 45 45 42,1 42,1

3,125 5 5 5 5 15 35 10,5 31,6

1,562 0 5 0 5 10 15 5,3 10,5
DLso (ug.cm™) 353,95 138,22 - - 12,02 9,1 - -

4 Teste norm. Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal

b p valor 0,0855 0,0201 - - 0,0003 0,0002 - -

a— Teste de normalidade (Shapiro wilk), b - p valor (tratado vs. controle), t-test e analise probit
utilizando Minitab® 16 (2013, Minitab Inc., LEADTOOLS, LEAD Technologies, Inc.).

H& um crescente corpo de evidéncias indicando o valor potencial do 6leo essencial como
agente de controle contra uma gama de ectoparasitas artropodes, especialmente acaros, piolhos
e carrapatos. No entanto, os resultados publicados sobre as pulgas sdo escassas e néo
conclusivas. De acordo com uma recente revisdo, ndo ha estudos especificos sobre a eficacia
de Gleos essenciais contra pulgas (ELLSE; WALL, 2014).

Santos et al. (2007) realizaram estudo avaliando a atividade inseticida de 6leo essencial
de folhas de S. terebinthifolius, planta de mesmo género que a utilizada no presente estudo,
sobre Acanthoscelides obtectus e Zabrotes subfasciatus, insetos que atacam o feijdo
armazenado, utilizando acetona como solvente para as diluicbes que variaram de 102 a 108,
Foi realizado teste de impregnacdo em papel filtro colocado em placa de petri para avalia¢éo
do efeito do 6leo em contato com o inseto. Avaliou-se a mortalidade dos insetos apds 24 e 48,
onde pode-se observar 100% de mortalidade de A. obtectus na faixa de 102 e 107 no tempo de
48 horas e de 100% de mortalidade de Z. subfasciatus nas concentracdes de 102 e 10apds 24
horas. Esses autores, no entanto, ndo realizaram avaliagdo da composi¢éo quimica do 6leo para
que a luz da literatura pudessem discutir os resultados encontrados.

Oleos essenciais de S. molle (frutas e folhas) mostraram atividade inseticida contra
Trogoderma granarium (besouro-do-arroz) e Tribolium castaneum (besouro da farinha). Os
dados sobre a mortalidade cumulativa durante seis dias de exposicdo mostram que o 6leo dos
frutos provocou uma mortalidade de 50% a 250 uL e de mortalidade de 93,3% a 1000 ml,
enguanto que a obtida a partir de folhas foi menos téxico, a mortalidade foi de 50% em 500 mL
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e 68,8% a 1000 mL. Estes resultados sdao importantes uma vez que a mortalidade aumentou
com o tempo de exposi¢do mais longo (ABDEL-SATTAR et al. 2010).

Outros estudos mostram que 0s 0leos essenciais de Schinus molle foram eficientes como
repelente em 176,0, 70,0 e 35,38 pg.cm™, fazendo com que 100%, 95% e 82,5% de mortalidade
contra Triatoma infestans respectivamente (CHOPA et al., 2006).

Rodrigues et al. (2011) avaliaram a atividade inseticida do 6leo essencial de folhas de
S. molle sobre Tenebrio molitor L., uma importante praga em gréos armazenados, e obtiveram
como resultado a atividade inseticida do 6leo, tanto por mortalidade como por repeléncia. Na
avaliacdo quimica do 6leo o monoterpeno mirceno foi identificado como o composto
majoritario. De acordo com Viegas Junior (2003) varios monoterpenos ja foram isolados e sua
acao toxica frente a diferentes insetos foi comprovada, pois esses compostos sdo volateis e
podem penetrar nas vias respiratorias dos insetos e interferir rapidamente nas suas fungdes
fisioldgicas. Assim como os demais trabalhos que avaliaram a atividade inseticida de S. molle,
0s terpenos estdo entre os constituintes mais identificados, sendo muitas vezes majoritarios.

Santos et al. (2013) avaliaram a atividade inseticida do oOleo essencial de S.
terebinthifolius, sobre Hypothenemus hampei, conhecido como broca-do-café. O 6leo essencial
foi diluido em acetona e aplicado aos insetos em diferentes concentracdes (102 a 10®) por
aplicacdo tépica que revelou 97,5 a 77,5% de mortalidade e exposicdo em superficie
contaminada com 100,0 a 30,0% de mortalidade. As taxas de mortalidade foram avaliadas apds
24 e 48 horas do inicio do experimento, conforme realizado neste estudo. Embora sejam de
espécies diferentes, os constituintes identificados no dleo de S. terebinthifolius neste estudo de
Santos et a. (2013) sdo os mesmos ja relatados por outros autores que avaliaram a composicao
quimica da espécie S. molle.

Em estudo realizado por Fernandes e Favero (2014) também se realizou teste de
impregnacdo em papel filtro visando-se avaliar o efeito do 6leo essencial de folhas de S. molle
L. no controle de Sitophilus zeamais em grdos armazenados. A exposi¢do do inseto em
superficie de contato foi realizada a partir da aplicagdo das diluicdes utilizando acetona como
solvente. Apds a evaporacdo do solvente, o papel filtro era colocado em placa de Petri,
juntamente com 10 insetos adultos com um pouco de milho de pipoca. Apds 24 horas foi
contado o namero de individuos mortos. Nas condi¢cdes em que o estudo foi realizado o 6leo
essencial de S. molle apresentou efeito inseticida para o S. zeamais. Nesse mesmo estudo foi
realizado teste de fumigacéo, repeléncia e aplicacdo tdpica no inseto. O 6leo foi eficaz no
controle de S. zeamais por meio das vias de intoxicagdo por contato, fumigagéo e repeléncia.

Assim, os resultados do presente trabalho permitem inferir que os 6leos essenciais das
folhas e frutos de S. molle podem ter atividade repelente contra a pulga do gato, uma vez que 0
6leo da folha causou 100% de mortalidade a 50pg.cm™.

4.4 Atividade In Vitro de Oleos Essenciais Obtidos de Folhas e Frutos de S. Molle Sobre a
Interrupc¢édo do Desenvolvimento Ovo-Adulto de Ctenocephalides felis felis

Oleos essenciais obtidos das folhas e frutos de S. molle apresentaram baixa eficacia na
interrupgdo do desenvolvimento ovo-adulto de C. felis felis, revelando uma diferenca estatistica
ndo significativa (p>0,05) quando comparados ao controle negativo. Ambos apresentaram
eficacia maxima de 10,53%. O OE da folha apresentou, em sua maior atividade, 10,53% de
eficacia na concentragdo de 800 pg.cm™enquanto na concentragdo de 100 pg.cm™ apresentou
5,26%. O OE do fruto apresentou 10,53% de eficacia nas concentracdes de 800 e 50 pg.cm?e
5,26% nas concentracdes de 200 e 3,125 pg.cm™. As demais concentragdes para folhas e frutos
apresentaram 0% de eficacia.
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O caélculo pela férmula de Abbott (1987) para os controles positivos, fipronil e
piriproxifen, revelou 100% de eficacia, onde o nimero médio para cada um foi de 10 adultos
emergidos, demonstrando que o método foi aplicado corretamente. Os ndmeros médios de
pulgas adultas emergidas dos pupérios bem como o percentual de eficAcia podem ser
observados na tabela 5.

Tabela 5. Numero médio de pulgas adultas recuperadas 30 dias apds teste com fruto e folha de
Schinus molle, e eficcia in vitro na interrup¢do do desenvolvimento de ovo a adulto de
Ctenocephalides felis felis.

Concentracéo Numero médio de pulgas adultas Eficécia
(ng.cm™) Fruto Folha Fruto Folha
800 8,5 8,5 10,53 10,53
400 9,5 10 0 0
200 9 9,5 5,26 0
100 10 9 0 5,26
50 8,5 9,5 10,53 0
25 9,5 10 0 0
12,5 9,5 10 0 0
6,25 9,5 9,5 0 0
3,125 9 10 5,26 0
1,562 9,5 9,5 0 0

Uma vantagem dos Oleos essenciais em relagdo aos tratamentos convencionais de
ectoparasitas pode encontrar-se em sua eficacia ovicida. Por esse motivo alguns autores tém
centrado no uso de 6leos essenciais a partir de plantas como potenciais agentes bioativos contra
formas imaturas de ectoparasitas (ELLSE; WALL, 2014).

Alguns autores descreveram a atividade ovicida de Oleos essenciais em A&caros
(GEORGE et al., 2010), moscas (CALLANDER; JAMES, 2012) e larvas de mosquitos
(ELLSE; WALL, 2014). Neste estudo, no entanto, verificou-se que 6leos essenciais de folhas
e frutos de S. molle ndo apresentaram atividade significativa na inibicdo do desenvolvimento
ovo-adulto de C. felis felis. A maior eficécia obtida foi de 10,53% tanto para 0 OEFo quanto
para o OEFr.

Estudos da atividade de extratos ou 6leos essenciais de S. molle sobre a inibi¢do do
desenvolvimento ovo a adulto de C. felis felis ndo foram encontrados na literatura.

Akinneye et al. (2006), avaliando o potencial inseticida de pés feitos a partir da casca
da raiz, casca do caule e folhas de Cleisthopholis patens, revelaram que as cascas da raiz e
caule inibiram o desenvolvimento de ovos para adultos da traga-indiana-da farinha (Plodia
interpunctella). Shojaeddin et al. (2008) testaram o 0Oleo essencial de Carum copticum por
fumigacdo para o controle de P. interpunctella e observaram que os insetos adultos foram mais
sensiveis do que as outras fases da vida. Eles também observaram que as larvas de ultimo
estadio foram mais suscetiveis do que 0s ovos. Em geral, todas as fases de desenvolvimento
foram afetadas pelo 6leo essencial dessa planta, 0 que causou a mortalidade de ovos, larvas,
pupas e adultos de 80, 90, 90 e 100%, respectivamente.
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No presente estudo observou-se uma maior eficacia de S. molle sobre C. felis felis
adultos do que em formas imaturas. Em nitido contraste, ambos os 6leos essenciais foram 100%
eficazes contra pulgas adultas.

Baldin et al. (2008) observou elevada atividade de um po6 feito de Ruta graveolens na
inibicdo do desenvolvimento de ovo a adulto do gorgulho do feijdo mexicano (Zabrotes
subfasciatus). Baldin et al. (2009) verificaram aumento no periodo de desenvolvimento de ovo
a adulto de Acanthoscelides obtectus, outra espécie de gorgulho que ataca feijao, quando os
grdos foram tratados com po feito de Arnica montana. Raja e John William (2008) investigaram
0s Oleos volateis de Cymbopogon winterianus, Eucalyptus citriodora, C. flexuosus, zizanioides
Vetiveria e C. Martini, onde pode ser observada atividade ovicida sobre o caruncho do feijéo
(Callosobruchus maculatus), reduzindo a emergéncia de adultos em até a 88%. Souza e Trovao
(2009) estudando extratos secos de Cnidoscolus quercifolius observou atividade ovicida e
larvicida contra o gorgulho do milho (Sitophilus zeamais).

Carneiro et al. (2011) investigaram a acdo de um extrato de Annona coriacea em ovos
e ninfas recém-nascidas do inseto Rhodnius neglectus, usando dois métodos de aplicacao, tdpica
e contato. Eles avaliaram as concentragdes de 25, 50, 100 425 e 200 mg/mL. O extrato foi capaz
de inibir a eclosdo dos ovos até 90% quando aplicado topicamente, enquanto que no método de
contato com papel impregnado, a mortalidade foi de até 96,6% de ninfas na concentracdo mais
elevada. O método de aplicacdo topica foi eficiente na inibicdo da eclosdo do ovo eclosédo e o
método de contato foi suficiente para inibir o desenvolvimento de ninfas recentemente
eclodidas. O método de contato foi semelhante ao utilizado no presente estudo, onde 10 ovos
em cada repeticdo foram colocados em contato com um papel de filtro impregnado. No entanto,
as formas imaturas se desenvolveram dentro do intervalo esperado, e adultos surgiram 30 dias
apos a exposicdo dos ovos ao Gleo, para ambos 6leos OEFo e OEFr.

A escolha de piriproxifen como controle positivo deve-se ao fato de tratar-se de um
analogo do horménio juvenil dos insetos, capaz de interromper o desenvolvimento embrionério
de C. felis felis, agindo sobre o crescimento e desenvolvimento de seus estagios imaturos
(GRAF, 1993). Ambos fipronil e piriproxifen, controles positivos usados neste estudo foram
100% eficazes em interromper o ciclo de ovo-adulto.

Batista et al. (2012) avaliaram em teste in vitro, a eficacia e o periodo residual de
protecdo de um produto comercial, para aplicagdo ambiental, composto por uma associagdo um
regulador do crescimento de insetos, piriproxifen a 0,05%, e o piretroide ciflutrina a 0,04% na
interrupgdo do desenvolvimento ovo-adulto de C. felis felis. Para o teste in vitro, um carpete foi
tratado conforme a recomendacdo do fabricante e semanalmente tiras desse carpete eram
colocadas em contato com ovos da pulga. Esses autores constataram uma eficacia média de
98,78% na interrupcdo do desenvolvimento ovo-adulto ao longo de 182 dias de estudo, com
variacdo minima de 89,47% e méxima de 100%. Esse resultado encontrado foi muito superior
ao encontrado no presente estudo que numa primeira avaliacdo ja ndo apresentou eficacia
significativa. Embora seja um produto sintético, a comparacao entre os resultados torna-se
importante, pois 0 uso de produtos naturais € incentivado desde que os produtos finais sejam
eficazes e seguros para sua utilizacéo.

Deve-se salientar que o0 uso de inseticidas sintéticos tem causado altos niveis de
resisténcia e grande impacto ambiental, o que justifica a necessidade de busca por novas
formulacBes parasiticidas (TAYLOR et al., 2007). Em contrapartida, 0s baixos niveis de
atividade residual devido a natureza volatil dos 6leos essenciais podem nao fornecer protecao
em continuos desafios ambientais por parasitas que possuem estagios de vida livre
(CALLANDER; JAMES, 2012).

Embora os resultados do teste, com 0Oleos essenciais de folhas e frutos S. molle, sobre
formas imaturas ndo tenha sido promissor, novos estudos devem ser realizados, pois pela
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avaliacdo quimica esses 0leos essenciais apresentam constituintes com potencial para interferir
no ciclo bioldgico do inseto. Ibrahim et al. (2001) em sua revisdo bibliogréfica verificou
diferentes modos de acdo de monoterpenos, incluindo interferéncia nas funcOes
comportamentais e em processos fisiologicos/bioquimicos bésicos de insetos, bem como a
interrupcao do crescimento e desenvolvimento ou reproducéo.

Em estudo realizado por Gonzalez-Coloma et al. (2006) nenhum constituinte quimico
parecia ser o responsavel pela bioatividade de Lavandula luisieri, da familia Lamiaceae, sobre
0s insetos testados, sugerindo que um sinergismo entre os constituintes poderia estar sendo
responsavel pela atividade observada. No caso do presente estudo, pode-se futuramente
verificar possiveis interacdes entre os Oleos essenciais e reguladores de crescimento de
artropodes como foi realizado em estudo feito por Silva (2010) buscando atividade
antimicrobiana de 06leos essenciais.
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5 CONCLUSAO

A planta S. molle demonstrou ser eficaz, in vitro, no controle de formas adultas de C.
felis felis, representando uma ferramenta complementar para o controle de pulgas.

Os dados obtidos mostram que o extrato ndo polar (hexanico) € mais ativo contra C.
felis felis. Portanto, estudos de extratos polares provavelmente ndo iriam conduzir a descoberta
de uma substancia que poderia ser usada para tratar infestagdes de pulgas.

Pode-se também concluir que embora o teste com formas imaturas de C. felis felis ndo
tenha produzido um resultado satisfatorio, o 6leo essencial de S. molle é uma importante fonte
de constituintes quimicos que podem ter utilizacdo potencial no controle de ectoparasitas de
importancia em medicina veterinaria e em salde publica, pois apresentou boa atividade sobre
formas adultas de C. felis felis.

Este é o primeiro estudo relatando os efeitos inseticidas in vitro de dleos essenciais e
extratos obtidos de S. molle. Os resultados obtidos evidenciam a necessidade de novos estudos
para avaliacdo da atividade inseticida dos mesmos. As substancias identificadas como
majoritarias devem ser testadas isoladamente e em sinergismo porque pelos resultados obtidos,
sdo possiveis precursoras de novos farmacos para o controle alternativo de pulgas
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8 ANEXOS

8.1 Producdo cientifica entre marco de 2013 e fevereiro de 2016
8.2. Artigo sobre a tese publicado em janeiro de 2016
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