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MENSAGEM

Preocupacodes

N&o se aflija por antecipacao, por quanto, é possivel que a vida resolva o seu problema,
ainda hoje, sem qualquer esforco de sua parte.

N&o é a preocupacao que aniquila a pessoa e sim a preocupacao em virtude da
preocupacéo.

Antes das suas dificuldades de agora, vocé ja faceou inUmeras outras e ja se livrou de
todas elas, com o auxilio invisivel de Deus.

Uma pessoa ocupada em servir nunca dispde de tempo para comentar injuria ou
ingratid&o.

Disse um notavel fildsofo: “Uma criatura irritada esta sempre cheia de veneno”, e
podemos acrescentar: “e de enfermidade também”.

Trabalhe antes, durante e depois de qualquer crise e o trabalho garantiréa sua paz.

Conte as béncdos que Ihe enriquecem a vida, em anotando os males que por ventura Ihe
visitem o coracdo, para reconhecer o saldo imenso de vantagens a seu favor.
Geralmente, o mal € o bem mal interpretado.

Em qualquer fracasso, compreenda que se vocé pode trabalhar, pode igualmente servir,
e quem pode servir carrega consigo um tesouro nas maos.

Por maior lhes seja o fardo de sofrimento, lembre-se de que Deus, que aguentou com

vocé ontem, aguentara também hoje.

ANDRE LUIS
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RESUMO

A Lippia sidoides Cham (alecrim pimenta) é uma planta presente em parte do semi-
arido do Nordeste Brasileiro. Suas folhas tem apresentado elevado potencial no
tratamento de diversas dermatites em humanos. O presente trabalho objetivou avaliar a
atividade biologica do dleo de L. sidoides Cham sobre ectoparasitos de cées domésticos
(Canis familiares) e antimicrobiana sobre Staphylococcus sp isoladas destes mesmos
animais. Para tal, foram selecionados 20 cdes acometidos de ectoparasitoses. Em 40
amostras de cultura de pele para crescimento bacteriano foi verificado resultado positivo
em 09 amostras analisadas, sendo isolada a bactéria Staphylococcus sp , para avaliacdo
in vitro da atividade antimicrobiana do 0leo de L. sidoides as mesmas foram submetidas
ao MIC. Os resultados revelaram ainda a presenca da pulga C. felis felis, e carrapato R.
sanguineus. Para avaliacéo in vitro da atividade inseticida contra Ctenocephalides felis
felis através do teste de papel filtro, foram utilizadas 150 pulgas adultas divididas em
trés grupos com dez individuos cada. Sendo G 01 &gua destilada + Tween 20, G 02 éleo
de L. sidoides a 5% tendo como dispersante o Tween 20 e G3 fipronil spray, avaliando-
se a motilidade em tempos de 10 minutos 1, 3, 6, 12, 24 horas. No teste in vivo 20 caes
domiciliados de ambos 0s sexos parasitados por C. felis felis foram divididos em dois
grupos G1 com shampoo de 6leo essencial de L. sidoides a 5% e G2 shampoo neutro,
banhados duas vezes por semana por nove semanas. Para avaliagcdo acaricida in vitro
contra R. sanguineus utilizou-se 90 fémeas teledginas divididas em trés grupos de
tratamento, sendo o G1 a base de 0leo essencial de L. siodoides Cham a 5% utilizando-
se tween 20 como dispersante em &gua destilada, G2 cipermetrina + Diclorvés® DDVP
e no controle negativo G3 &gua destilada e tween 20. Os resultados revelaram inibicéo
do crescimento bacteriano significativo na concentracdo de 5% frente a S. sp.
mortalidade de 100% frente R. sanguineus nas mesmas concentracdes. Nos testes in
vivo contra C. felis houve uma reducdo de 100% no nimero de pulgas tratadas com L.
sidoides bem como eficicia de 100% na mortalidade in vitro de C. felis felis apos 24h
de exposicao ao 6leo de L. sidoides. Conclui-se que o 6leo essencial de Lippia sidoides
Cham a 5% apresentou eficacia inseticida sobre a forma adulta de Ctenocephalides felis
felis em ambos os testes. Bem como agdo antimicrobiana frente a isolados de
Staphylococcus spp e acaricida frente a teledginas de R. sanguineus.

Palavras-chave: pulga, planta medicinal, ectoparasitos, timol.



ABSTRACT
The Lippia sidoides Cham (rosemary pepper) is a plant present in part of the semi-arid
on Brazil northeastern. Their leaves have shown a high potential in the treatment of
dermatitis in humans. This study aimed to evaluate the biological activity of the L.
sidoides Cham oil on ectoparasites of domestic dogs (Canis familiares) and
antimicrobial activities on Staphylococcus sp. isolated in these animals. To this end,
were selected 20 dogs suffering from ectoparasites. In 40 samples of skin culture for
bacterial growth it was found positive result in 09 samples analyzed, being
Staphylococcus sp isolated, for in vitro evaluation of antimicrobial activity of oil L.
sidoides they were subjected to MIC. The results also revealed the presence of flea C.
felis felis, tick R. sanguineus. For in vitro evaluation of insecticidal activity against
Ctenocephalides felis felis through the filter paper test, were used 150 adult fleas
divided into three groups each with ten subjects. G 01 being distilled water + Tween 20,
G 02 oil L. sidoides 5% with Tween 20 as a dispersant and G3 three spray fipronil,
evaluating motility in time of 10 minutes 1, 3, 6, 12, 24 hours. In the in vivo test 20 pet
dogs of both sexes parasitized by C. felis felis were divided into two groups G1 with
shampoo of essential oil of L. sidoides 5% and G2 shampoo neutral, bathed twice a
week for nine weeks. To in vitro acaricide evaluation against R. sanguineus were used
90 female ticks divided into three treatment groups, being G1 based on essential oil of
L. siodoides Cham using Tween 20 as a dispersant at distilled water, G2 cypermethrin +
Dichlorvos ® DDVP and in the negative control G3 distilled water and Tween 20. The
results showed significant inhibition of bacterial growth at a concentration of 5%
against S. sp. 100% mortality against R. sanguineus in the same concentrations. On in
vivo tests against C. felis was a reduction of 100% in the number of fleas treated with L.
sidoides and efficacy of 100% in the mortality in vitro of C. felis felis after 24 hours
exposure to oil L. sidoides. It was concluded that the essential oil of Lippia sidoides
Cham 5% presented insecticide effectiveness on the adult form of Ctenocephalides felis
felis in both tests. Well as antimicrobial activity against Staphylococcus spp and

acaricide against ticks of R. sanguineus.

Keywords: fleas, herbal medicine, ectoparasites, thymol.
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Capitulo 1



1 INTRODUCAO

Desde os primdrdios da civilizacdo humana, os povos da terra tém recorrido aos
recursos que mantém e preservam suas tradi¢cGes e manifestacdes culturais, conjugando-
as com as exigéncias do mundo contemporaneo. Ao invés de destrui-los, conseguem
potencializar os avangos da técnica sem corromper as bases de sustentacdo da
sociedade, ou seja, ndo recusam a mudanca, e sim a administram para fortalecer e
reiterar seus lagos sociais.

O mundo de hoje participa de uma grande reforma sob varios aspectos
relacionados com a vida. Valores naturais e ecoldgicos retornam com grande forca na
determinacdo de novos preceitos em todas as areas do conhecimento e da vida pratica.
Na medicina veterinaria produtos originarios de plantas medicinais ocupam espacos
cada vez maiores como alternativa de tratamento.

Nas sociedades onde, o conhecimento popular do potencial terapéutico da flora
local, € aliado ao conhecimento cientifico, sua validacdo é produzida e, ocorre o
reconhecimento de sua eficacia, vindo propiciar com isso, sua incorporagdo ao sistema
oficial de tratamento. Essa incorporacdo vem facilitar a vida das comunidades de baixa
renda, tendo em vista o elevado custo dos medicamentos da industria farmacéutica
moderna.

A Fitoterapia é o tratamento das doencas, alteracbes organicas, por meio de
drogas vegetais secas ou partes recém-colhidas em seus extratos naturais. Segundo
Baladrin et al. (1985), muitas plantas acumulam substancias organicas que podem ser
extraidas em quantidade suficiente para serem economicamente utilizadas para as mais
variadas aplicacdes cientificas, tecnoldgicas e comerciais.

A ideia primordial na indicacdo do uso de remédios a base de plantas na
medicina veterinaria ndo é substituir medicamentos registrados e ja comercializados,
mas sim, aumentar a opcdo terapéutica dos profissionais ofertando medicamentos
equivalentes, também registrados, com menos custos e quica, com indicacdes
terapéuticas complementares as medicacGes existentes; mas sempre com estrita
obediéncia aos preceitos éticos que regem o emprego de xenobilticos nas espécies
animais.

Muitas espécies vegetais vém se destacando no controle e tratamento de doencas
de pele em humanos, sendo utilizadas em formulagdes de cremes, xampus, pomadas,

locOes, entre outras. A obtencgdo de resultados positivos associados a menores indices de



contra indicacGes tém justificado o crescimento das pesquisas com os fitoterapicos,
incentivando desta forma, a descoberta de novos principios ativos e ou novos farmacos
a base de plantas medicinais.

Dentre as muitas espécies vegetais estudadas destaca-se a Lippia sidoides Cham,
presente no Sertdo do Nordeste brasileiro, e conhecida popularmente como alecrim
pimenta, alecrim bravo e estrepa cavalo. Esta planta j& é utilizada em diversas
formulacBes antissépticas e dermatoldgicas, abrindo fronteira para as indmeras
possibilidades de uso também na medicina veterinaria.

Na clinica veterinaria os problemas relacionados a pele sdo frequentemente
encontrados e estdo entre os de maior ocorréncia no dia-dia do médico veterinario. Estes
problemas tém como causa etioldgica diversos agentes patdgenos, que de acordo com a
sua natureza vao receber tratamento especifico e requerer do tutor uma dedicacdo maior
durante o periodo vigente do mesmo.

As dermatites em cdes podem ser classificadas de diversas formas, entre elas:
dermatite alérgica a picada de pulgas (DAPP), dermatites bacterianas e fungicas, além
das provocadas por acaros, separando-se, nessa Ultima categoria, as de origem por
carrapatos e as sarnas. Estes agentes podem ser primarios ou secundarios ao processo,
provocando injurias na pele, o que faz disparar diversos mecanismos de defesa
exacerbando as lesdes e permitindo a entrada de outros agentes etioldgicos.

Como recurso terapéutico a dermatites muitas substancias quimicas foram
pesquisadas e desenvolvidas para combater cada agente patdgeno envolvido nos
processos dermatoldgicos, mas essas mesmas substancias também podem apresentar
efeitos colaterais ou até tdxicos aos pacientes e residuais ao meio ambiente. Diante
disso, surgiu a necessidade de se encontrar novos produtos e ou fitoterapicos como
forma alternativa de tratamento e controle das dermatites.

Com base no exposto acima, essa pesquisa teve como objetivo avaliar a
atividade bioldgica in vitro e in vivo do dleo essencial de Lippia sidoides Cham (alecrim
pimenta) a 5% sobre ectoparasitos causadores de dermatites primarias e bacteriana
secundaria em cdes (Canis familiares).

Para tal, Esta tese foi dividida em dois capitulos: Primeiro, contendo Revisao de

literatura e Capitulo Segundo, contendo Artigos Cientificos.



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL
Avaliar a atividade biologica in vivo e in vitro do oOleo essencial de Lippia
sidoides Cham contra ectoparasitos causadores de dermatite em caninos (Canis

familiares)

2.2 ESPECIFICOS
2.2.1 Avaliar a acdo in vitro da atividade acaricida do 6leo essencial de Lippia sidoides

Cham contra Ripicephalus sanguineus (Ixodideos);

2.2.2 Verificar in vitro a atividade inseticida de Lippia sidoides Cham contra
Ctenocephalides felis felis (Bouché, 1835) (Pulicideae);

2.2.3 Estudar a acdo antimicrobiana da Lippia sidoides Cham sobre bactérias isoladas

da pele de caes apresentando dermatite pruriginosa;

2.2.4 Avaliar in vivo a atividade bioldgica inseticida de Lippia sidoides Cham contra
Ctenocephalides felis felis (Bouché, 1835) (Pulicideae) em caninos (Canis familiares);

2.2.5 Realizar andlise gquantitativa do 6leo essencial da L. sidoides Cham através da

cromatografia gasosa.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Plantas Medicinais

A utilizacdo de plantas medicinais bem como de alguns de seus subprodutos com
alguma atividade terapéutica data dos primordios da civilizacdo humana e, por muito
tempo, produtos de origem animal, plantas e minerais foram as principais fontes de
farmacos (BAJPAI et al., 2008). O achado histérico de registro médico mais antigo
conhecido data de 4.000 anos atras e é sumeriano, onde € relatado fitoterapicos
utilizados no tratamento de diversas doencas (MORAIS et al., 2006). A civilizagédo
egipcia ja fazia uso das plantas medicinais, e algumas das espécies vegetais utilizadas
por eles ainda continuam sendo empregadas, como por exemplo: Papaver somniferum
(papoula), Scilla maritima (scila), Aloe vera (babosa) e Ricinus communis (6leo de
ricino) (MAGWA et al., 2006; MORAIS et al., 2006; ABDELGALEIL et al., 2008).
Tido como farmacopéia farabnica o papiro de Ebers foi escrito por volta de 1.550 a.C., e
ja trazia referéncias de medicamentos de origem vegetal mencionando cerca de 700
remédios (GURGEL et al., 2005).

Considera-se como planta medicinal aquela que contém um ou mais principios
ativos que conferem atividade terapéutica (ASSIS et al., 2003), sendo 0s extratos
preparagdes concentradas obtidas de drogas vegetais ou plantas frescas por meio de um
solvente apropriado seguido de sua evaporacdo total ou parcial e ajuste do concentrado
a padrdes previamente estabelecidos (MATQOS, 2004).

J& os 6leos essenciais constituem uma mistura de principios quimicos complexos
e variam amplamente em sua composi¢do (BOTELHO et al., 2007). Na mistura, tais
compostos se apresentam em diferentes concentrac6es, onde, normalmente um deles é o
composto majoritario, existindo outros em menores teores e alguns em baixissimas
quantidades (SIMOES et al., 2004).

Tais substancias podem ser utilizadas para a sintese de vitaminas, hormdnios,
antibidticos e antissépticos (MATQOS, 2004), contudo, ha necessidade de testes clinicos
e nesses, segundo Fontenelle (2005), a etapa inicial ocorre com animais de laboratorio,
como ratos e camundongos, e envolve a determinagéo da toxicidade aguda, sub-crénica
e cronica no hospedeiro. Além destes testes, € necessario também investigar a
toxicidade do desenvolvimento (reproducédo e teratologia), efeitos neurotéxicos e efeitos

carcinogénicos e/ou mutagénicos.



Vérias sdo as estratégias capazes de determinar a atividade de produtos de
origem natural. De uma maneira geral, inicia-se com extratos brutos de plantas,
preparados com diversos solventes (hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol e
agua). Em seguida os extratos ativos sdo fracionados através de métodos
cromatograficos existentes e as fracdes obtidas sdo retestadas, repetindo-se o processo
até a obtencdo do(s) principio(s) ativo(s). Deve-se entdo escolher o bioensaio mais
apropriado para determinar a atividade, que depende dos hébitos do parasita com o qual
se deseja fazer o ensaio (BEGNINE, 2001).

Para Araujo Filho (2000), a fitoterapia € base para o controle de doencas na
producdo ecoldgica animal e nos tratamentos de animais de estimac&o, trazendo como
vantagem um maior retorno econdmico em fun¢do de um menor desembolso com a
compra de produtos quimicos industrializados. Também traz como vantagem a reducéo
de residuos toxicos contaminantes, além de terem demonstrado resultados positivos na

prevencéo e na cura de doengas.

3.1.2 Lippia sidoides Cham

A espécie Lippia sidoides Cham (Figura 1) € conhecida popularmente como
alecrim-pimenta e é encontrada no sertdo nordestino, principalmente nos estados do
Ceara e Rio Grande do Norte. Estudos anteriores realizados com esta espécie relataram
a presenca de flavonoides, quinonas, triterpenos, lignanas, esteroides livres e
glicosilados e acidos organicos (COSTA, 2004). A exemplo de outras plantas do
género, a referida espécie tem uso rotineiro na medicina popular, principalmente como
antisséptico e antimicrobiano. As folhas e flores constituem a parte medicinal desta
planta. Seu 6leo essencial possui elevado valor comercial, tendo o timol e o carvacrol
como constituintes principais, 0s quais apresentam propriedades antisséptica,
antimicrobiana, antifingica, antioxidante, anti-inflamatéria e larvicida. O cha ou a
tintura diluida desta espécie é também usado no tratamento de problemas de pele
(MATOS et al., 2004).



Figura 1: Arbusto de Lippia sidoides Cham identificado no sertdo
pernambucano.
Fonte: Souza, 2011.

Esta espécie de planta se destaca pelos elevados rendimentos de seu Oleo
essencial de até 6%, (MENDONCA, 1997), sendo este rico em timol (43,5%), que é 0
responsavel pelo alto poder antisséptico de suas folhas. Outros constituintes de seu 6leo
sdo: a- felandreno (22,4%), B-cariofileno (9,7%), a-cimeno (8,6%), mirceno (6,5%) e
carvacrol (4,3%) (BOTELHO et al., 2007). Além de ser considerado um poderoso
antisséptico e germicida natural, devido ao timol presente, esta planta apresenta um odor
mais aprazivel que aquelas ricas em &cido carbélico ou fenol comum (MENDONCA,
1997). Possui inumeras aplicagbes na medicina popular, sendo muitas delas
comprovadas cientificamente. No ser Humano é usada para combater infeccbes da
garganta e da boca, para o tratamento de ferimentos na pele e no couro cabeludo, para o
tratamento de acne, sarna infectada, pitiriase versicolor, dermatomicoses, caspa, mau
cheiro nos pés, nas axilas e virilha (MATOS, 2004).

Botelho et al. (2007) testaram extratos de Lippia sidoides contra bactérias
causadoras de cérie, encontrando eficcia por parte desses extratos.

O timol, também conhecido como acido timico ou isopropilmetacresol
(C10H140) é encontrado em diversas plantas como Thymus eriocalyx, Thymus x-
porlock e principalmente no 6leo essencial da Lippia sidoides. Apresenta-se sob a forma
de cristais incolores grandes ou pé cristalino branco com aroma irritante, lembrando
tomilho. Sendo, pouco sollvel em agua, mas muito soltvel em élcool. E irritante da

mucosa géastrica. Possui atividade antimicrobiana, que é diminuida na presenca de



proteinas e medidas apropriadas devem ser tomadas para evitar a contaminacdo no
acondicionamento e nas diluicbes (BOTELHO et al., 2007).

E absorvido no trato gastrointestinal e excretado na urina em sua forma pura e
como glicuronideo. E um antisséptico fendlico com atividade antibacteriana, antifingica
e € 0 mais potente dos fenois, porém seu uso € limitado por causa da sua pouca
solubilidade em &gua e sua agdo irritante (BOTELHO et al., 2007), sendo usado
principalmente como antisséptico bucal, associado & glicerina, em trés vezes o seu
volume, em agua morna. O timol tem sido usado topicamente no tratamento de
enfermidades da pele e por inalacdo, associado a outras substancias volateis, para tratar
enfermidades respiratorias (ASSIS et al., 2003).

Fontenelle (2005) avaliou a toxicidade aguda dos 6leos essenciais de Lippia
sidoides e Croton zenhtneri verificando que estes éleos administrados por via oral ndo

apresentaram qualquer toxicidade até 3 g kg™.

3.2 PELE

O Sistema Tegumentar, que engloba a pele e anexos, tem como uma de suas
funcBes a protecdo do corpo. Ele é composto por camadas identificadas como derme e
epiderme. Reveste os 6rgdos e constitui uma barreira de protecdo contra a entrada de
microrganismos sendo de extrema importancia a manutencdo de sua integridade
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004) Desempenha vérias funcdes tais como: acao
contra perda de fluidos, protecdo contra agressdes do ambiente, regulacdo térmica,
percepcdo sensorial, flexibilidade e conformacdo, acdo antimicrobiana, controle da
pressdo sanguinea, secrecdo e excrecdo, producdo de anexos, armazenamento,
pigmentacdo, producdo de vitamina D e ainda, € considerada indicadora de doenca
interna (FRASER, 1988; SCOTT et al., 1996).

A pele é um 6rgdo extenso e complexo tendo porcdes hirsutas e glabras. A
estrutura histolégica varia muito entre as diferentes areas e entre as diferentes espécies
animais. A pele hirsuta € mais espessa no dorso do animal e nas faces laterais dos
membros e mais delgada na face ventral do corpo e na face medial das coxas. O tecido
subcutaneo conecta a derme as fascias e musculaturas subjacentes. A epiderme da pele
hirsuta é mais delgada e é constituida de quatro camadas sendo elas: basal, espinhosa,
granulosa e cornea (HARGIS, 1998).



A camada basal € monocelular e esta localizada na zona da membrana basal que
separa a derme da epiderme. As mitoses das células da camada basal ocorrem
principalmente & noite e, como a maioria das amostras histologicas € obtida durante o
dia, as figuras de mitose raramente sdo vistas nos cortes histologicos da pele
(GARTNER e HIATT, 1999). Sao as proprias células que sobem a passam a compor a
camada espinhosa da camada basal e na pele hirsuta tem a espessura de uma a trés
laminas celulares. A camada granulosa esta inconstantemente presente na pele hirsuta,
tendo a espessura de uma a duas laminas celulares e no seu citoplasma ha granulos de
querato-hialina. A camada cornea contém varias laminas celulares cornificadas, é a
camada mais externa da epiderme e esta em constante descamacéo na porgéo periférica.
N&o ha cristas interpapilares na pele hirsuta normal de cdes (MULLER et al., 1985;
SCOTT etal., 1996; BANKS, 1998; GARTNER e HIATT, 1999).

As zonas da membrana basal sdo a interface fisico-quimica entre a epiderme,
derme e outras estruturas da pele tais como: apéndices epidérmicos, vasos e musculos
eretores do pélo. Esta zona é importante para fixar a epiderme a derme, garantir uma
epiderme funcional e proliferativa, manter a arquitetura tecidual, cicatrizar feridas e
funcionar como barreira. A zona da membrana basal se cora muito bem pelo acido
periodico Schiff (PAS), sugerindo a presenca de polissacarideos neutros (MULLER et
al., 1985; SCOTT et al., 1996). Cada fibra muscular lisa est4d envolvida por uma
membrana basal na qual se inserem as fibras reticulares (BANKS, 1998; GARTNER e
HIATT, 1999; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999; BACHA JR. e BACHA, 2000).

As alteracbes na pele serdo avistadas quando mais notorias. Quase todos 0s
tutores detectam alteracfes mais evidentes, como o inicio do prurido, uma alteracdo no
odor da pele, a perda de pélos, a presenca de descamacdes ou crostas, ou uma alteracdo
na pigmentacdo, e estes sdo 0s principais sinais de apresentacdo de doenca
dermatoldgica e tambem pela sensibilidade na apalpacdo (WILKINSON e HARVEY,
1995).

As lesdes do tegumento, que ocorrem por VAarios motivos, sejam por
atropelamento, queimaduras e outras, podem ser superficiais atingindo apenas a
epiderme, ou com uma maior incursao atingindo a derme e até mesmo o masculo, sendo
estas frequentes entre os animais. Existem ainda as afec¢fes causadas por pulgas, como
a dermatite alérgica a picada de pulga (DAP), acaros (carrapatos) e também as por
moscas como a miiase, cuja deposi¢do de ovos eclodem rapidamente liberando larvas,
que podem penetrar na pele causando perfuracdes (WILKINSON e HARVEY, 1995).



Ainda ha as afeccOes parasitarias por ectoparasitos como as sarnas, consideradas
também, como doencas cutdneas. Algumas delas sdo zoonoses, ou seja, podem ser
transmitidas dos animais de estimagcdo como cdo e gato para 0s seres humanos
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

3.3 ECTOPARASITOS

Os carnivoros domésticos, cdes e gatos, sdo hospedeiros frequentes de
ectoparasitas, sendo os artropodes os maiores causadores de afeccdes cutaneas. Assim,
as lesbes cutaneas mais comuns sao causadas por acaros da sarna e do carrapatos, e por
insetos como os piolhos e as pulgas. Além destes ectoparasitas, as moscas, mosquitos,
aranhas, vespas e formigas, também podem causar lesdes cutaneas (NOLI, 2002).

3.3.1 Pulgas

As infeccOes parasitarias da pele sdo a causa mais frequente entre as diversas
dermatopatologias existentes. A hipersensibilidade por picada de pulgas €, sem divida,
a doenca cutanea mais comum presente em cdes e gatos (DRYDEN, 1994;
WILKINSON e HARVEY, 1995; MEHLHORN et al., 2001) e consequentemente,
favorece o aparecimento de contaminacgdo secundaria (MEHLHORN et al., 2001).

Ha duas especies de pulgas comumente envolvidas nas manifestacdes caninas e
felinas: Ctenocephalides felis (pulga do gato), Ct. Canis (Figura 2) (pulga dos cées). Ct.
felis € a pulga que mais comumente infesta cdes e gatos na maioria das regides do
mundo, e também podem picar seres humanos. Na saliva desta pulga existem antigenos
que provocam uma reacdo de hipersensibilidade, também conhecida como dermatite por
alergia a pulgas (DAP) (WILKINSON e HARVEY, 1995; KUHL e GREEK, 2005).
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A DAP depende, até certo ponto, da gravidade da reacdo e do grau de exposi¢do

a pulga, que pode ser durante todo o ano, principalmente nas regides de clima quente e

umido. Foi proposto que todos os sinais dermatoldgicos associados seriam reacoes de
hipersensibilidade e a presenca de infestacGes caracteriza-se pelo prurido, eritema,

papulas crostosas e alopecia, particularmente na regido lombossacral. Em casos severos,

A poderdo ocorrer hiperpigmentacao e liquen g &o (SANTOS 2000; KUHL e GREEK,

2005).

(A), Ctenocephalides felis canis (B). Observam-se as escovas genitais e | .
cto rostral da cabeca (setas). Em Ct. Felis felis, o primeiro dente da escova ' de ovo, larva, pré-pupa, pupa e adulto.

rimento que o segundo, e a cabeca é mais longa que profunda (setas). 10s da populacdo de pulgas, enquanto
1996. ’

apenas 5% estao sobre 0 hospedelro (LINARDI e GUIMARAES, 2000). A capacidade
de sobrevida fora do hospedeiro pode tornar dificil o controle deste ectoparasito
(WILKINSON e HARVEY, 1995). O fato de as formas imaturas desenvolverem-se no
ambiente proporciona uma constante populacéo, servindo como fonte de reinfestagdes
para animais domeésticos e, também, para outros mamiferos silvestres que atuam como
reservatorios, garantindo a continuidade do ciclo, mesmo na auséncia do hospedeiro
principal. A eliminacdo destas formas do ambiente é dificil, principalmente devido a sua
localizagéo, porque muitas vezes, os produtos ndo exercem sua atuagéo no controle, ndo
conseguindo algumas fases do ciclo (pupa) penetrar no parasito (SANTOS, 2000).

Os programas de controle integrado de pulgas devem ter como objetivo principal
a reducdo das infestacdes a niveis toleraveis nos hospedeiros e no ambiente. Esses
niveis sdo subjetivos e devem ser determinados com base nas caracteristicas préprias de
cada sistema de criacdo, em que se integram o0 hospedeiro, 0 parasito e o ambiente
comum a ambos. Os programas de controle tém como base a combinacdo equilibrada de

métodos mecanicos, culturais e de aplicacdo de compostos quimicos (DRYDEN, 1994).

3.3.2 Carrapatos

Diversos artrépodes que vivem como ectoparasitas em cdes domésticos podem
atuar como causadores de dermatites severas e, também, como vetores de patdgenos,
resultando na transmissédo de doengas para 0s animais e para os seres humanos (TITUS
et al,. 2006). Dentre estes ectoparasitas, 0s carrapatos tém despertado o interesse da
comunidade cientifica e da saude publica devido a sua participacdo na transmissédo de

doengas como a babesiose, hepatozoonose, erlichiose, anaplasmose e borreliose



(FOLDVARI, 2005). Segundo Shimada et al. (2003), recentemente o interesse pelos
carrapatos e pelas doencas transmitidas por eles, tem aumentado devido a emergéncia e
reemergéncia destas doencas e pela natureza zoonética de algumas delas.

Para realizarem seu comportamento hematdfago caracterizado por longos
periodos de alimentacdo sobre o hospedeiro, os carrapatos tiveram que desenvolver
mecanismos para modular muitos dos processos fisiologicos dos seus hospedeiros
(DAIX et al., 2007), como por exemplo, a vasoconstri¢cdo, a inflamagdo e a resposta
imunoldgica (TITUS et al., 2006). Apenas uma pequena resposta inflamatoria na pele é
observada quando os carrapatos estdo se alimentando em seus hospedeiros naturais.
Esta resposta inflamatoria deficiente se deve a fatores imunomoduladores secretados
pelos carrapatos durante a sua alimentacdo no local da lesdo (DAIX et al., 2007). Essa
modulacdo do sistema imune possivelmente ocorre em decorréncia a alteracbes na
resposta imune induzida por linfécitos T (MEJRI e BROSSAND, 2007).

Para modular essas defesas do hospedeiro, os carrapatos possuem substancias
com efeitos vasodilatadores e imunossupressores que auxiliam sua alimentagdo. Com os
efeitos de vasoconstricdo, inflamacdo e da resposta imunoldgica prejudicada, o0s
carrapatos conseguem se fixar mais facilmente, mantendo o sangue fluindo sem a
ocorréncia de resposta fisiologica efetiva do hospedeiro para a eliminagdo do parasito.
Consequentemente, patdgenos tém sua transmissdo facilitada durante o periodo em que
0 carrapato esta se alimentando. Assim, certos patdgenos podem utilizar esta lesdo na
pele do hospedeiro que esta profundamente alterada pelos efeitos da saliva do carrapato
como porta de entrada para uma infeccéo (TITUS et al., 2006).

Existem duas familias de carrapatos com interesse para a medicina veterinaria, a
ixodidae (carrapatos de corpo duro) e a argasidae (carrapatos de corpo mole). Destas
duas familias a ixodidae é a que contém espécies mais especializadas e altamente
parasitarias, sendo mais proliferas e infestando todo o campo ocupado por seus
hospedeiros (DAIX et al., 2007). Desta forma, a maior ocorréncia de problemas clinicos
se deve a infestacdo por ixodideos (APPEL e JACOBSON, 1995).

Além do grande nimero de espécies estes carrapatos podem ser vetores de
muitos microrganismos causadores de doengas como o0 Rhipicephalus sanguineus
(Babesia gibsoni, Erlichia canis, Hepatozoon canis); Dermacentor andersoni (Babesia
canis, Rickettsia rickettsii), Amblyoma maculatum (Leptospira pomona), Amblyoma
americanum (R. rickettsii); Ixodes dammini, Ixodes pacificus e Ixodes ricinus: Borrelia
burgdorferi (doenca de Lyme) (APPEL e JACOBSON, 1995).



Rhipicephalus sanguineus, carrapato cosmopolita, € provavelmente o ixodideo
de mais ampla distribuicdo mundial (DAIX et al., 2007). Sua descrigdo tem sido
frequentemente associada & presenca do hospedeiro cdo (SZABO et al., 2001) estando
adaptado a cées de domicilios em cidade. Diversos microrganismos patogénicos podem
ser veiculados pelo R. sanguineus (APPEL e JACOBSON, 1995)

3.3.3 Demodex canis

Além dos carrapatos, existem os acaros causadores de dermatoses como a
demodicose que é conhecida também como sarna demodécica, demodiciose, sarna
folicular ou sarna vermelha sendo uma doenca parasitaria inflamatéria em caes
distinguida pela presenca de acaros demodécicos em quantidade maior que os nimeros
normais (SCOTT et al., 1996), mas também é uma das desordens cutaneas parasitarias
mais frequentes em cédes. O agente etiolégico da demodicose em cdes € o Demodex
canis, e normalmente, estes acaros habitam os foliculos pilosos, mas também podem ser
encontrados nas glandulas sebaceas e apdcrinas adjacentes (MEDLEAU e WILLEMSE,
2002).

O acaro Demodex canis (Figura 3) é parte da flora normal da pele canina e se
encontram em numeros reduzidos na maioria dos cdes saudaveis (MEDLEAU e
WILLEMSE, 2002). Desta forma, quando por algum motivo, esse equilibrio entre
hospedeiro e parasito € rompido, o numero deste acaro pode aumentar provocando

alopecia e eritema

na pele dos animais
(SAKO, e 1964).

Figura 3: Acaros Demodex canis em raspado de pele. Observam-se
os diferentes estagios do acaro setas (ovo, larva, pupa e adulto)
Fonte: Rhodes, 2010.



Demodex canis pertence ao Arthropoda subfilo Chelicerata, classe Arachinida,
subclasse Acari, ordem Acarina, subordem Trombidiforme, familia Democidae. A
caracteristica deste parasito € uma reacdo de hipersensibilidade tardia, pois que o0s
linfécitos sdo os infiltrados celulares que se instalam envolta dos acaros e seus
fragmentos. Essas células sdo do tipo T cetotoxicas e esse mesmo mecanismo estao
presentes nas dermatites de contato (HARVEI e MEKEEVER, 2004).

A demodicose canina € uma dermatose primaria causada pela excessiva
proliferacdo do Demodex canis, acaro comensal da pele normal, decorrente de quadro
herdado de imunodepressdo mediada celularmente (DELAYTE et al., 2006). O curso é
benigno e a maioria dos casos se resolve espontaneamente. A demodicose generalizada
(DG) é a forma mais grave da doenca, e se apresenta como uma dermatite crénica com
liquenificacdo, descamacdo, formacdo de crostas, hiperpigmentacdo, piodermatite
severa e alopecia, cobrindo grandes areas do corpo, mas o estabelecimento dessa
enfermidade é raro em adultos. Em cées mais idosos, as desordens imunossupressivas
podem aumentar a suscetibilidade a esta dermatopatia (MEDLEAU e WILLEMSE,
2002). A demodicose generalizada é considerada uma das mais severas doencas de pele
canina e frequentemente envolve infecgdes bacterianas secundarias (MUELLER, 2004).

As lesbes de pele ocasionadas pelo D. canis em sua forma generalizada
permitem que a flora bacteriana normal da pele torne-se patogénica. A piodermite
gerada por essa proliferacio € ocasionada principalmente por Staphylococus
intermedius, uma bactéria gram-positiva que esta envolvida em aproximadamente 90%
dos casos (HERNI et al., 2006). As piodermites profundas se desenvolvem em 50% dos
casos de D. canis (BARRAGRY, 1994), mas sua incidéncia ndo esta relacionada a
quantidade de acaros, e sim a infeccdo bacteriana (BOURDEAU, 2000).

3.3.4 Sarna Sarcoptica

A sarna sarcoptica, notoédrica e a queiletielose sdo dermatoses parasitarias
causadas por acaros que vivem na pele ou dentro do animal susceptivel. A variabilidade
das manifestacGes clinicas dessas dermatoses parasitarias reflete provavelmente as
variacOes na duragdo e na intensidade da reacdo de hipersensibilidade e na capacidade
do hospedeiro em limitar a multiplicacdo do parasita (BIRCHARD e SHERDING,
1998).



A exposicdo a esses acaros e a ocorréncia de dermatoses parasitarias se
relacionam intimamente a fatores ambientais, especialmente ao contato com outros
animais e a presenca de areas endémicas. Embora os &caros causadores ndo sejam
completamente hospedeiros especificos, eles exibem uma preferéncia por certos
hospedeiros. Apresentam também um potencial zoondtico para causar dermatoses nos
humanos (BIRCHARD e SHERDING, 1998).

A sarna sarcoptica € uma dermatose papulo-crostosa e intensamente pruriginosa
dos cdes, causada pelo &caro epidérmico Sarcoptes scabiei var. canis (Figura 4).
Embora seja citado na literatura como hospedeiro especifico, o 4caro pode afetar gatos,
raposas e 0 homem por periodos variaveis de tempo. O periodo de incubagdo no cao é
de duas a oito semanas, tornando-se dificil rastrear a fonte da infestacdo (SCOTT et al.,
2001).

Figura 4: C&o mestico jovem, apresentando a
distribuicdo tipica, em todo o corpo, das
lesbes cutineas associadas a escabiose.
Estdo evidentes alopecia, eritrema, pustulas,
crostas e escamas.

Fonte: Rhodes, 2005.

3.4 Reagdo Inflamatéria

Ha uma correlacdo direta entre resposta imunoldgica e a inflamacdo. Uma
atividade inflamatéria de curta duragdo geralmente traz beneficios para o organismo
hospedeiro na presenca de agentes agressores, contudo a persisténcia do processo
inflamatorio frequentemente resulta em dano tecidual e do DNA contribuindo para o
desenvolvimento do cancer (DE VISSER et al., 2006). Os macrofagos participam tanto

na imunidade inata como na adquirida através de varias atividades, que incluem:



fagocitose, producdo de agentes microbicidas, secrecdo de citocinas, processamento de
antigenos e apresentacdo de epitopos aos linfocitos T (MLAMBO e SIGOLA, 2003).
Atraveés da fagocitose, os macrofagos destroem os microrganismos, produzem diversas
moléculas e apresentam antigenos as células T. Tanto macrofagos como ceélulas
dendriticas orientam a resposta imune adaptativa conduzindo a expanséo e diferenciacédo
de linfdcitos especificos para microrganismos invasores e também celulas cancerigenas
(POZZI et al., 2005; PREYNANT-SEAUVE et al., 2006).

As citocinas sdo mediadores sollveis liberados por linfocitos e células do
sistema fagocitario, essenciais na comunicacdo intracelular e em muitos processos
fisiologicos e patofisiologicos. Elas também modulam a inflamagdo e a imunidade
regulando o crescimento e a diferenciagdo de leucécitos e também de células nédo
leucocitarias (OPPENHEIM et al.,1994).

A interleucina 1 é uma citocina pré-inflamatoria envolvida na resposta imune
contra infeccbes e agressdes. Ela é produzida principalmente por mondcitos e
macrdfagos (BIRD et al., 2002). A interleucina 6 € um exemplo de citocina das doencas
alérgicas e parasitarias, correspondendo a uma proteina de 21 kDa, produzida por
diversas células incluindo macréfagos, células endoteliais, neutréfilos e linfécitos.
Algumas de suas fungfes sdo estimulacdo e diferenciacdo de células B (MLAMBO e
SIGOLA, 2003), suporte de crescimento celular de hibridomas e plasmocitomas e
estimulacdo da sintese de proteinas de fase aguda hepaticas, apds exposicao a materiais
toxicos ou agressdo (BIRD et al., 2002). Ela modula diversos processos como
proliferacdo e diferenciacdo celular, respostas imunoldgicas e inflamacdo (FARIVAR et
al., 2006). Esta envolvida na iniciagdo e manutencdo da resposta inflamatdria de fase
aguda. A IL-6 aumenta proteinas de resposta de fase aguda associadas com inflamacéo e
agressdo (MATZARAKI et al., 2007).

3.5 Diagnostico

Para a realizacdo do diagndstico de sarnas, utiliza-se raspado de pele profundo,
onde o diagnostico positivo € dado quando h& demonstracdo aumentada de formas
adultas do acaro ou por relagdo aumentada de formas imaturas (ovos, larvas e ninfas)
em relacdo aos adultos. No exame histopatoldgico as amostras de bidpsia cutanea
demonstram os foliculos contendo &caros e debris ceratinosos e perifoliculite

inflamatdria, foliculite ou furunculose supurativa (SCOTT et al., 1996). As lesbes



microscopicas da demodicose generalizada podem variar em funcdo da presenca e da
extensdo da infeccdo bacteriana secundaria e da geracdo de piodermite profunda.
Tipicamente, o foliculo piloso é ocupado por grande nimero de &caros em todos 0s
niveis (FARIVAR et al., 2006). Nas les6es cronicas severas, observa-se fibrose dérmica
com obliteracdo de estruturas anexas (HARGIS e GINN, 2007).

Nos resultados positivos podem ser evidenciados as quatro fases de ciclo
biolégico do D. canis e mesmo em animais assintomaticos quando estes apresentarem
um namero excessivo de parasitos significara uma infeccdo ativa (URQUHART et al.,
1998; GUERETZ, 2005).

A bidpsia de pele é uma das ferramentas mais poderosas em dermatologia.
Embora, a maximizacdo dos seus beneficios necessite de uma equipe experiente
composta por um clinico, que criteriosamente seleciona, obtém e preserva as amostras e
um patologista que cuidadosamente processa, analisa e interpreta 0 material. Quando o
patologista e clinico trabalham juntos, a bidpsia de pele pode refletir corretamente o
diagnéstico dermatoldgico em mais de 90% dos casos. Com frequéncia as bidpsias de
pele ndo sdo realizadas ou sdo feitas tardiamente no processo diagnéstico (SCOTT et
al., 1996).

Além da utilidade da biopsia é atil também estabelecer o grupo de doencas a
considerar. Embora sem um diagnostico definitivo, uma bidpsia geralmente pode guiar
o clinico para a direcdo adequada ja que o processo de tratamento também pode ser
orientado com base nos achados histopatolégicos. Enfim, a bidpsia vem sempre
acrescentar informac@es e contribuir com o clinico na dermatologia veterinaria (SCOTT
et al., 1996).

3.6 Tratamento de Ectoparasitos

O tratamento de ectoparasitos é essencialmente quimico e realizado através de
acaricidas sintéticos, onde se observa que ha uma necessidade de reducdo do uso destes
produtos, visto que 0s mesmos ndo apresentam a mesma eficiéncia. Neste contexto,
novos produtos, com menos agressdo ao meio ambiente, tém sido pesquisados a fim de
controlar a populacdo de carrapatos; os produtos naturais vém sendo considerados como
uma alternativa viavel. Esta afirmacéo é de senso comum, principalmente devido ao fato
que ha um grande nimero de plantas e seus derivados com acfes farmacoldgicas, 0s

quais se incluem os efeitos acaricidas desejados para o controle de carrapatos. Soma-se



a este fato, o risco de intoxicacao e a maior predisposi¢do a outras doencas. (CLARK,
1982).

O desenvolvimento de acaricidas quimicos vem de longa data, aproximadamente
no ano de 1949, quando foram lancados os carrapaticidas arsénicos. Estes foram sendo
substituidos por exemplares como fosforados, amidinas e ultimamente os piretrdides e
0s quimioterapicos com acdo inseticida (FURLONG, 1993). O uso indiscriminado
destes acaricidas traz problemas como o desenvolvimento da resisténcia por parte dos
carrapatos aos carrapaticidas quimicos. Com relacdo ao carrapato, diversas plantas tém
sido testadas em programas de controle, na tentativa de reducdo na utilizacdo de
produtos acaricidas sintéticos, tais como Drimys brasiliensis (RIBEIRO et al., 2008),
Hypericum polyanthemum (RIBEIRO et al., 2007), C. winterianus (CHAGAS, 2002,
MARTINS, 2006), Azadirachta indica (MARTINEZ, 2002), Melinis multiflora Beauv.
(PRATES, 1993), e algumas espécies do género Stylosanthes (CASTREJON et al.,
2003).

3.7 Bactérias de Pele

Processos morbidos subjacentes podem alterar a pele diretamente em
decorréncia de traumatismo local, de irritantes ou do ato de cogar por causa de doenca
cuténea parasitaria ou pruriginosa (ETTINGER e FELDMAN, 2004). Em cdes, 0
Staphylococcus aureus causa a dermatite pustulosa (ACHA e SZYFRES, 2003).

As bactérias isoladas da pele de cdes costumam ser divididas em trés categorias:
residentes, transitorias e microrganismos patdégenos comuns. As bactérias residentes
incluem principalmente Staphylococcus coagulase negativo (S. epidermis, S. cohnii). As
bactérias transitdrias ndo sdo isoladas constantemente da pelagem do seu cdes, mas
ocasionalmente tornam-se patégenos por invasdo secundaria em secundarias; incluem E.
coli, Proteus mirabili, Pseudomonas aeroginosa e Corynebacterium sp. Ja o0s
microrganismos patogénicos sdo capazes de invadir tecidos e originar doencgas. Em
geral, destacam-se o S. intermediuns e S. aureus que causam infeccdes cutaneas que
podem ser classificadas como primarias ou secundarias (ETTINGER e FELDMAN,
2004).

Staphylococcus aureus foi observado pela primeira vez em 1878, por Robert
Koch, em pus humano (GUERREIRO, 1984). E uma bactéria coco, gran-positiva nio



esporulada, aerébia e anaeorobia facultativa, ndo resistente ao calor, mas que possui
enterotdxinas que resistem até 100° por 30 minutos (ACHA e SZYFRES, 2003).

Sinais de acometimento sisttmico podem ser evidentes, inclusive anorexia,
depressdo, perda de peso, letargia e febre, em geral indicando o desenvolvimento de
bacteriemia ou septicemia (ACHA e SZYFRES, 2003; ETTINGER e FELDMAN,
2004).
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Artigo 1

Atividade biologica inseticida in vivo e in vitro de Lippia sidoides Cham sobre a
forma adulta de Ctenocephalides felis felis (Bouche, 1835) (Pulicidea) de cées
(Canis familiares )

RESUMO

Objetivou-se com esse trabalho avaliar a atividade biologica inseticida in vivo e in vitro
de Lippia sidoides Cham sobre a forma adulta de Ctenocephalides felis felis (Bouché,
1835) (Pulicideae) de cées (Canis familiares). A avaliacdo C. felis felis in vitro se deu
através do teste de papel filtro, foram formados trés grupos com dez pulgas cada com
cinco repeti¢bes (n=150). Grupo 01 agua destilada + Tween 20, grupo 02 6leo de L.
sidoides a 5% tendo como dispersante 0 Tween 20 e grupo trés fipronil spray com cinco
repeticdes, sendo avaliada a motilidade das mesmas nos tempos de 10, minutos, 1, 3, 6,
12, 24 horas. No teste in vivo foram selecionados 20 cées domiciliados de ambos o0s
sexos portadores de dermatites e parasitados por C. felis felis divididos em dois grupos.
G1 tratamento com shampoo a base de 0leo essencial de L. sidoides a 5% e G2 controle
negativo recebendo banhos duas vezes por semana durante nove semanas. Realizando-
semanalmente a contagem do parasito direto no hospedeiro. Os resultados revelaram
uma eficicia de 100% para o dleo de L. sidoides com 24h de exposi¢do in vitro. Nos
testes in vivo houve uma reducdo 100% significativa no nimero de parasitos adultos
para 0 G1. Concluindo-se que o 6leo essencial de Lippia sidoides Cham a 5% in vitro
apresentou eficécia inseticida sobre a forma adulta de Ctenocephalides felis felis e in
vivo quando testado em formulag@o shampoo a 5%.

Palavras-chave: pulga, planta medicinal, ectoparasitos, timol.



ABSTRACT

Insecticide biological activity in vivo and in vitro of Lippia sidoides Cham on the
adult form of Ctenocephalides felis felis (Bouche, 1835) (Pulicidea) from dogs
(Canis familiares)

The objective of this study was to evaluate the biological insecticide activity in vivo and
in vitro of Lippia sidoides Cham on the form adult Ctenocephalides felis felis (Bouche,
1835) (Pulicideae) from dogs (Canis familiares). The in vitro evaluation of C. felis felis
was performed using the filter paper test, three groups were formed with ten fleas each
with five replicates (n = 150). Group 01 distilled water + Tween 20, group 02 oil of L.
sidoides 5% with Tween 20 as a dispersant and group three fipronil spray with five
repetitions, being motility evaluated in times of 10 minutes, 1, 3, 6, 12, 24 hours. In the
in vivo test were selected 20 pet dogs of both sexes suffering from dermatitis and
parasitized by C. felis felis divided into two groups. G1 shampoo treatment with the
essential oil based L. sidoides 5% and G2 negative control receiving baths twice a
week for nine weeks. Performing a weekly count of parasites in the host directly. The
results showed an efficacy of 100% for oil L. sidoides with 24 h exposure in vitro. In
vivo tests were 100% significant reduction in the number of adult parasites in G1. It was
concluded that the essential oil of Lippia sidoides Cham 5% showed in vitro insecticidal
efficacy on the adult form of Ctenocephalides felis felis and in vivo when tested in a
5% shampoo formulation.

Keywords: fleas, herbal medicine, ectoparasites, thymol.



INTRODUCAO

No desenvolvimento da sociedade atual os animais domesticos e/ou de
companhias tem sido em muitos casos, a solugdo para a problematica do isolamento
humano. Cées e gatos vém ao longo dos tempos se destacando no convivio direto com o
homem fazendo surgir a preocupacao com o bem estar e a saude dos tutelados.

Dentre as doencas que podem afetar os cées, as de pele sdo frequentemente
associadas a presenca de ectoparasitos, que além de provocarem danos cutaneos no
hospedeiro, também sdo veiculadoras de outros agentes patdgenos causadores de
enfermidades graves e urgentes que podem ganhar aspectos zoonoticos.

Entre os diversos ectoparasitos existentes, a pulga € o agente etiol6gico mais
envolvido com as doencas de pele. Sua agdo espoliadora e sua saliva irritante em
contato direto com a derme provoca, principalmente nos cdes, uma reagdo imuno-
mediata que faz disparar no animal um prurido intenso. E, consequentemente, uma
dermatite que no inicio tem carater agudo, pode progredir para uma resposta cronica.

No Brasil, a pulga do gato Ctenocephalides felis felis é encontrada parasitando
cdes e provocando uma reacdo inflamatoria. A identificacdo das pulgas se da pela
observancia do ectoparasito ou das fezes residuais do repasto sanguineo nas areas mais
atingidas (WILKERSON et al., 2004).

A pulga Ctenocephalides felis (Bouché, 1835) é a espécie mais observada em
cdes e gatos. Fazem parte da Ordem Siphonaptera, pertencente a Familia Pulicidae,
Subfamilia Archaeopsyllinae. Esta espécie estd amplamente distribuida pelo mundo e
até o presente momento ja foram descritas quatro subespécies; a C. felis felis (Bouché,
1835) ocorre nas Ameéricas e na Europa e é a Unica subespécie relatada no Brasil
(LINARDI e GUIMARAES, 2000).

O seu ciclo biologico é dividido em duas fases: uma fase de vida parasitaria
sobre o0 hospedeiro, e outra de vida livre, no ambiente. Nos hospedeiros sdo encontradas
as formas adultas, machos e fémeas, que sdo estritamente hemat6fagas, e no ambiente
sdo encontradas as formas imaturas, ou seja, 0s 0vos, as larvas, as pré-pupas e as pupas,
além de adultos recém-emergidos dos puparios. As larvas sdo mastigadoras, tem
fototropismo negativo e geotropismo positivo evitando assim a luminosidade, o que
impede a ocorréncia de dessecacdo. Sua importancia médico-veterinario esta
relacionada com a ag&o irritativa, espoliadora e com a transmissao de patdgenos para o
homem e para os animais (LINARDI e GUIMARAES, 2000).



O hematofagismo é determinante da acdo espoliadora. O prurido vem da acao
irritativa provocada pela sua picada e pela acdo da saliva na pele podendo provocar um
quadro de dermatite alérgica, conhecido como dermatite alérgica & picada de pulga
(DAPP) (WILKERSON et al., 2004).

Com a aproximacdo dos animais de companhia do ser humano na atual
sociedade urbana muitas espécies de pulgas tém se tornado um problema no ambiente
familiar e doméstico (VISSER et al., 2001). O controle destas pragas é usualmente
realizado de duas formas: mecanico e quimico. A limpeza do ambiente, a catacao
manual de parasitos e a higienizacdo do animal sdo alternativas eficazes no controle de
ectoparasitos. O emprego de medidas de controle mecanico, juntamente com o controle
quimico, no qual se faz o uso de inseticidas e reguladores de crescimento de artropodes,
favorecem um controle estratégico deste ectoparasito (DRYDEN et al., 1989).

Neste combate existem varios grupos quimicos de inseticidas, como 0s
organofosforados, os carbamatos, as formamidinas, as piretrinas, os piretréides, as
lactonas macrociclicas (avermectinas e milbemicinas), as nitroguanidinas e 0s
fenilpirazoles, em diversos tipos de formulacdes e métodos de aplicacdo como
sabonetes, xampus, pds molhaveis, concentrados emulsionaves, talcos, spray, colares
impregnados, “spot-on”, “strip-on”, “pour-on”, que sdo empregados no controle dos
principais ectoparasitos de caes e gatos (SCOTT et al., 2002).

Outras formas de controlar as pulgas também ja foram estudadas, como as
vacinas, elaboradas a partir de intestino ou de glandula salivar, fitoterapicos e o uso de
fungos entomopatogénicos (SCOTT et al., 2002). A necessidade se buscar alternativas
de controle natural para a ocorréncia de insetos no ambiente doméstico e nos animais
faz da fitoterapia um dos mecanismos mais estudados no momento.

A grande biodiversidade de espécies vegetais presentes no Brasil constitui uma
de suas maiores riquezas e se destaca como fonte para obtengdo de novas substancias
com finalidade terapéutica (KORDALI et al., 2008). Apesar do aumento dos estudos
sobre plantas medicinais, somente de 15% a 17% foram estudadas quanto ao seu
potencial medicinal. Considerando a grande biodiversidade do Nordeste brasileiro, esse
namero poderia ser bem maior (ALMEIDA et al., 2006).

Vérios estudos tém comprovado o efeito de compostos isolados, extraidos de
oleos essenciais de plantas, que atuam como fungicidas naturais, inibindo a atividade
fangica, dentre os quais, um namero significativo destes constituintes se mostrou eficaz
(ABDELGALEIL et al., 2008; KORDALI et al.,, 2008). Os constituintes quimicos



desses Oleos aromaticos variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples,
fenois, aldeidos, éteres, acidos organicos, ésteres, cetonas, lactonas, cumarinas, até
compostos contendo nitrogénio e enxofre (SIMOES et al., 2004).

Os o6leos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas. Também podem ser chamados de 6leos volateis, 6leos
etéreos ou esséncias. Essas denominacBes derivam de algumas de suas caracteristicas
fisico-quimicas, como, por exemplo, a de serem geralmente liquidos de aparéncia oleosa
a temperatura ambiente, advindo dai a designacdo de Oleo. Sua principal caracteristica,
entretanto, € a volatilidade, diferindo dos dleos fixos, misturas de substancias lipidicas,
obtidos geralmente de sementes. Outra caracteristica importante é o aroma agradavel e
intenso, sendo, por isso, chamados de esséncias (GIORDANI et al., 2008).

Fatores ambientais tais como temperatura, umidade relativa, duracdo total de
exposicdo ao sol, regimes de ventos, grau de hidratacdo do terreno e presenca de
micronutrientes no terreno, podem influenciar a composicdo dos Oleos essenciais
(KORDALI et al., 2008).

A Lippia sidoides Cham, conhecida popularmente como alecrim-pimenta, € um
arbusto de folhas caducas, aromatico e proprio da vegetacdo nordestina, pertencente a
familia Verbenaceae (MEDONGCA, 1997). Trabalhos ja registrados na literatura
mostram que a Lippia sidoides possui atividade bactericida e fungicida contra diferentes
espécies microbianas, bem como larvicida (BOTELHO et al., 2007; KORDALI et al.
2008).

O género Lippia pertence a familia Verbenaceae, a qual é distribuida nas regies
tropicais e subtropicais de todo 0 mundo. No Brasil existem cerca de 120 espécies dessa
familia e sdo caracterizadas como ervas eretas, procumbentes ou receptantes, até
subarbustos e arbustos perenes e anuais. As folhas apresentam sua corola com colorido
que varia de branco até rubescente, sdo pequenas e até mesmo diminutas, reunidas em
inflorescéncias de diversos tipos, predominando as racemosas (MEDONCA, 1997).

O timol, também conhecido como &c. timico ou isopropilmetacresol
(C10H140) é encontrado em diversas plantas como Thymus eriocalyx, Thymus x-
porlock e principalmente no 6leo essencial da Lippia sidoides. Apresenta-se sob a forma
de cristais incolores grandes ou pé cristalino branco com aroma irritante, lembrando
tomilho. Pouco solGvel em agua, mas muito soluvel em alcool. E irritante da mucosa
géstrica, e a gordura e o &lcool aumentam sua absorcdo. Possui atividade

antimicrobiana, que é diminuida na presenca de proteinas (BOTELHO et al., 2007).



Também tem sido usado topicamente no tratamento de enfermidades da pele e por
inalacdo, associado a outras substancias volateis, para tratar enfermidades respiratérias
(KORDALI et al., 2008).

Trabalhos ja registrados na literatura mostram que a L. sidoides possui atividade
bactericida e fungicida contra diferentes espécies microbianas, bem como larvicida
(BOTELHO et al., 2007; KORDALI et al. 2008).

Diversas plantas brasileiras apresentam potencial terapéutico a controle de
insetos, seu emprego estd associado ao desenvolvimento de pesquisas que possam
validar a sua eficacia. Neste sentido, este trabalho objetivou avaliar in vivo e in vitro a
eficdcia inseticida do Oleo essencial de Lippia sidoides Cham a 5% frente a
Ctenocephalides felis felis (Bouché, 1835) de caninos domésticos (Canis familiares).

MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi encaminhada a Comisséo de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UFRPE recebendo licenga n® 018/2011 13930/2011 DO09.

Extracdo do 6leo de L. sidoides

Para a extracdo do 6leo foram utilizadas folhas de L. sidoides Cham
provenientes da regido do Semi-arido pernambucano (8° 25°00°’Sul e 37° 03”157 Oeste).
A planta foi coletada na zona rural do municipio de Venturosa Mulungu, sendo
acondicionada e transportada para o Laboratério de Bioativos do Departamento de
Medicina Veterinéria da Universidade Federal Rural de Pernambuco. A L. Sidodes foi
desfolhada, selecionada e depois distribuidas sobre uma superficie lisa coberta com
papel tipo madeira em temperatura ambiente por um periodo de 24h. Apds esse tempo
foram acondicionadas e transportadas para o Laboratério de Produtos Naturais e
Bioativos do Departamento de Quimica da Universidade Federal Rural de Pernambuco.
As folhas foram pesadas em balanca analitica, em aliquotas de 250g, trituradas em
liquidificador industrial e depois adicionadas a elas agua destilada em quantidade
suficiente para permitir a trituragdo. Foram depositadas em balGes volumétricos de 5L e
colocadas no aparelho de destilacdo modelo Clevenger modificado. Depois do 1°
gotejamento marcou-se o tempo medio de duas horas para extragéo total do 6leo.

O teor de Oleos essenciais da Lippia sidoides Cham foi determinado por arraste a

vapor d.agua, em aparelho de Clevenger modificado (OLIVEIRA et al., 2005). Anélise



quantitativa do teor de timol foi realizada a partir do método extracao foi realizado por
Cromatografia Gasosa. A L. sidoides Cham foi identificada e tombada no Herbério IPA-
PE sob n® 82505 pela botéanica Olivia Cano, funcionéria da mesma instituigéo.

Teste in vitro

Foram capturadas 150 pulgas de C. felis felis diretamente do hospedeiro canino
domiciliado em abrigo de animais no Municipio de Igarassu — PE. Os parasitos adultos
foram acondicionados e transportados ao Laboratorio de Doencas Parasitarias do
Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

O método utilizado para avaliar a eficacia do produto em teste foi o de
impregnacéo de papel filtro. Trés grupos foram formados, sendo eles:

Grupo 1- 4gua destilada + Tween 20 = controle negativo;

Grupo 2 - 6leo de L. sidoides a 5% + Tween 20 = grupo tratado;

Grupo 3 - fipronil® spray = controle positivo.

Para cada grupo foram empregadas cinco repeticoes.

Para a avaliacdo da atividade adulticida, dez adultos ndo alimentados de C. felis
felis foram alocados em um tubo de ensaio contendo papel filtro impregnado com 0,2
mL do tratamento imposto, identificados e fechados com tampas rosqueadas para
impedir a fuga, mas permitindo a aeragdo dos mesmos. Os mesmos foram mantidos em
condi¢cdes ambientais, e avaliados nos seguintes periodos de tempo: 10"minutos, 1, 3,
12, 24 horas. O critério utilizado para avaliacdo foi a motilidade do inseto. As pulgas

que apresentassem qualquer tipo de movimento foram consideradas vivas.

Testes in vivo

Foram selecionados 20 cdes domiciliados em abrigo de animais no Municipio de
Igarassu — PE, de ambos os sexos, com idade entre trés meses e dez anos, portadores de
dermatites e parasitados por C. felis felis. Exame clinico foi realizado para determinacéo

dos mais frequentes sinais clinicos presentes nos caes parasitados.

Coleta de material

Com antissepsia do local utilizando alcool a 70% foi realizado raspado de pele
profunda em trés locais diferentes da pele de cada animal, nos dias 0, 40 e 65 para



diagnostico de sarna. Para tanto, lamina de bisturi sem corte foi posicionada de forma
perpendicular a pele e nela aplicada pressao moderada para o raspado cutaneo em direcao
ao crescimento do pélo; conteudo do raspado foi colocado em lamina de microscopia
eletronica. As mesmas foram acondicionadas sobre refrigeracdo em caixa térmica e
encaminhadas para o Laboratério de Doencas Parasitarias do Departamento de
Medicina Veterinaria/ UFRPE.

Visando uma avaliacdo hematoldgica, a coleta de sangue foi realizada através de
venopuncdo da veia jugular externa. O sangue coletado foi acondicionado em tubos de
coleta tipo vacutainer, sendo retirado 3mL de sangue por animal e acondicionados em
caixa térmica. O mesmo foi encaminhado para o Laboratorio de Patologia Clinica do
Departamento de Medicina Veterinaria/UFRPE.

Para a cultura microbiana foi coletado material com auxilio de swab estéril, em
trés locais diferentes da pele de cada animal. O material foi refrigerado em caixa
térmica e encaminhado para o Laboratdrio de Doencas Infecto-Contagiosas dos Animais

Domeésticos do Departamento de Medicina Veterinaria/UFRPE

Frontiline spray — Merial, Sio Paulo/SP |

foram submetidos a bloqueio anestésico local com lidocaina 2% e com o auxilio de
lamina de bisturi n°19 foi retirado um fragmento de pele que imediatamente foi
acondicionado em frascos individuais contendo solucao de formol a 10% e devidamente
identificados. Para contencdo foi utilizada a acepromazina 0,2% por via intramuscular
na dose de 0,2 mg/kg.

Para contagem das pulgas in vivo foi considerado no dia 0, antes de qualquer
tratamento, a metodologia proposta por Dryden et al. (1994) adaptada para essa
pesquisa, na qual a contagem foi realizada em seis regides distintas do corpo (pescoco,
dorso, base da cauda, antimero direito e esquerdo e regido inguinal) sendo considerado

0s seguintes escores (valores aproximados):

<dez=+
>deze<20=++
>20e <30 = +++

>30 = ++++



O autor supracitado recomenda a multiplicacdo por uma constante de valor igual
a 4,3 para padronizagdo das amostras.

Os 20 cées foram divididos igualmente em dois grupos utilizando-se para tal o
sistema de sorteio. Os animais do grupo 1 receberam banhos com shampoo contendo
como componente principal na sua formulacao o 6leo de L. sidoides a 5% (Quadro 1);
0s animais do grupo 2 foram banhados com shampoo base neutra (Quadro 2). Os cées
foram acomodados em canil com 20 m? comum a cada grupo, separados por tela de
arame e area para banho de sol dentro do proprio abrigo. Receberam racdo comercial
uma vez ao dia e agua ad libitun. Os shampoos foram manipulados e fornecidos pela

Farmacia Piramide, Recife-PE sob a orientacdo de farmacéutico responsavel.

Quadro 1 — Componentes, atividade e concentracdo do shampoo L. sidoides a 5%

Componentes Atividade Concentracdo (5%)
Lauril éter sulfato de sodio Tensoativo 18%

Cocoamida propilbetaina Co-tensoativo 4,0%

Oleo L. sidoides /Timol 5%

Agua destilada qsp Veiculo 300mL

Quadros 2 — Componentes, atividade e concentracdo do shampoo neutro

Componentes Atividade Concentragdo (5%)
Lauril eter sulfato de sodio Tensoativo 18%

Cocoamida propilbetaina Co-tensoativo 4,0%

Agua destilada gsp Veiculo 300mL

Todos os animais foram banhados duas vezes por semana durante nove semanas.
O shampoo era distribuido em linha reta ao longo do dorso, cabeca e membros o
suficiente para que cada animal tivesse todo o corpo recoberto pela espuma gerada
durante os banhos, permanecendo em contato com o produto por dez minutos, sendo em
seguida enxaguado e retirado toda espuma residual. A contagem das pulgas foi realizada

uma vez por semana durante nove semanas, sempre antes e apés 0s banhos.

Calculo da Eficacia e Analise de Dados

Para cada item supracitado foi calculada a eficcia através da seguinte formula:



Eficacia = [(nimero médio de larvas ou pulgas vivas no grupo controle - nUmero
médio de larvas ou pulgas vivas no grupo tratado) / nimero médio de larvas ou pulgas
vivas no grupo controle] x 100 (ABBOTT, 1925).

Todos os dados obtidos sofreram uma transformacéo logaritmica [log (n+1)]. Os
dados transformados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), quando se
tinham trés tratamentos (teste in vitro), sequido do Teste de Tukey quando as variancias
fossem menor ou igual a 0,05. Quando se tinham apenas dois tratamentos (teste in vivo),
os dados foram submetidos ao Teste t para duas amostras independentes (SAMPAIO,
2002; AYRES et al., 2005).

Anélise Estatistica

Foi realizada uma analise descritiva para expor os resultados obtidos. A
apresentacdo das variaveis mensuradas foi feita através de tabelas ou figuras. Para
verificar se existiu algum tipo de relacdo/associagédo, foi utilizado o teste de Qui-
quadrado considerando um nivel de significancia de 5%.

O software utilizado correspondeu ao R 2.11 e Excel 2011.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os trabalhos envolvendo a agéo do 6leo de L. sidoides sobre o desenvolvimento
de pulgas ndo sdo comumente encontrados em literatura, existindo somente discussoes
sobre uma possivel acdo sobre elas.

A andlise quantitativa do 6leo essencial da L. sidoides Cham através da
cromatografia gasosa (figura 1) revelou uma concentracdo de timol de 60,50%,
carvacrol 4% ambos caracterizados como fenois e outros elementos como p- cimeno, y-
terpineno, acetato de verbanol 3,27%, prezizaeno 4,05% e Cis-Acetato e Carvil 3,25%,
estes resultados estdo em desacordo com os resultados apresentados por Botelho et al.
(2007), mas concordando com os mesmos ao afirmarem que as concentragdes presentes
em cada constituinte de um 6leo essencial pode variar de acordo com as caracteristicas

do local onde habita a planta, horario de coleta e tempo de conservagdo da mesma.
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Figura 1- Perfil quimico (CG-EM) do 6leo essencial da L. sidoides Cham

Testes in vitro

O dleo essencial de Lippia sidoides a 5% (G1) e o fipronil (G3) provocaram
mortalidade de C. felis felis adultas em teste de tira de papel impregnada apds 24h em
100% das pulgas. No grupo controle negativo (G2) o observado foi em 2/50 (4%) dos
insetos em todo o periodo de avaliacdo (24 horas); como nesse Ultimo grupo as tiras de
papel foram impregnadas com &gua destilada e o dispersante Twenn 20 a mortalidade
verificada provavelmente se deu a outros fatores como, por exemplo, idade dos
parasitos e ou a falta de alimentacéo.

Ainda com referéncia a mortalidade, nas pulgas do G1 (L. sidoides a 5%), a
mortalidade iniciou-se a partir da primeira avaliacdo (dez minutos apds impregnacao)
concluindo-se com 24 horas apds o contato com o 6leo essencial. No G3 (fipronil), o
mesmo achado iniciou-se a partir da terceira avaliacdo (1h ap6s impregnacéo)
finalizando com 100% ap0s as 24 horas.

O acompanhamento da mortalidade das C. felis felis pode ser visualizado na
figura 2.
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Figura 2 — Numero médio de pulgas por grupo tratamento (controle negativo, L. sidoides e
Fipronil® spray) avaliados nos tempos 107, 1,3.6,12 e 24 horas.

Mehlhorn et al, (1999) demonstraram em um ensaio in vitro, que adultos e larvas
de C. felis felis morreram rapidamente quando entraram em contato com papel filtro
impregnado com uma solugdo aquosa de imidacloprid ou em contato com pélos de cées
tratados com uma formulagdo “spot-on”. Quando comparado com os resultados aqui
apresentados nessa pesquisa, se observa que apesar do periodo médio de reducdo dos
adultos ndo ser acentuado nas primeiras horas, o 6leo de L. sidoides apresentou reducéao
gradativa no nimero de individuos vivos, chegando a uma reducéo significativa a partir
da sexta hora de observacdo até 100% em 24 horas, esses percentuais devem ser
valorizados uma vez que o fitoterapico apresenta também caracteristicas desejaveis aos
produtos comerciais, como auséncia de residuos medicamentosos no animal € no meio

ambiente.

Tabela 1 — Avaliacdo do nimero de pulgas vivas durante o periodo de observacao apds tratamentos in

vitro.

Grupo 10 minutos 1hora 3horas 6horas 12horas 24 horas  Total
Controle 10+0 10+0 10+0 10+0 9,8+0,44 9,2+0,83 9,83+0,46
negativo
L. sidoides 9,4+0,89 8,2+0,44 7+1 444114 12+13 0+0  5,03%3,65
Fiproni 10+0 10+0 6+0,7 1,4+0,54 0,4+054 0+0 4,63+4,35

Média e desvio padrao



Estudo comparativo realizado Mehlhorn et al. (2001) da atividade do fipronil, do
imidacloprid e da selamectina sobre as larvas e os adultos de C. felis revelaram que as
pulgas adultas morreram entre 50 e 90 minutos da exposi¢cdo ao imidacloprid, e as
larvas sobreviveram por seis horas. Em relacdo ao fipronil, produto também estudado
nesse trabalho, as pulgas adultas morreram entre 24 e 29 horas apés o tratamento, e as
larvas foram encontradas mortas depois de 29 horas. Em relacdo a selamectina, 95% das
pulgas adultas morreram dentro de 96 horas e as larvas dentro de 29 horas apds o
tratamento.

Com esses dados supracitados é importante ressaltar que apesar de néo ter sido
avaliado todas as formas evolutivas de C. felis, a média de sobrevivéncia dos membros
adultos reduziu-se em menor tempo quando comparados aos resultados de Mehlhorn et
al. (2001) com o fipronil e imidacloprid, ou seja, mortalidade em 100% dos insetos com
24 e 29 horas, respectivamente para esse estudo e os dos autores acima citados.

Discordando de Mehlhorn et al. (2001) Tanner, (1997) cita que o fipronil age
antes mesmo do primeiro repasto. Segundo Koutinas et al. (2001) o produto é
considerado de maior aceitacdo mundial justificando a escolha neste experimento, pois é
de baixa toxicidade e eficaz.

Os resultados aqui apresentados estdo de acordo com estudos de Carvalho et al.
(2003) que demonstraram a propriedade inseticida da L. sidoides Cham na atividade
larvicida do Oleo essencial frente a outras espécies de insetos. Estes autores
consideraram o timol (73%), componente principal como o responsavel pelos resultados
obtidos; semelhanca foi verificada neste estudo com relagdo a concentracdo do timol, ja
que na cromatologia da planta se identificou 60,50% do mesmo no perfil quimico da L.
sidoides.

A tabela 2 demonstra os dados do Fipronil quando comparados aos demais
tratamentos. Nela é possivel visualizar que a média final na mortalidade dos parasitos
foi superior naquele grupo, porém, o desvio-padrdo também foi maior e isso se deve a
variacdo de mortalidade encontrada nas primeiras horas em uma das repeticdes, apesar
da tendéncia de estabilidade ao final do experimento. Quando comparado por periodos
de observacdo, o grupo da L. sidoides é superior até a primeira hora ap0s a aplicacéo do
produto, enquanto que o Fipronil® esse resultado € mais expressivo apos 6 horas da
aplicacdo. Nao foi observada diferenca estatistica significante entre os grupos (tabela 3).

Tabela 2 — Mortalidade pulgas durante o periodo de observagéo apds tratamentos in vitro com L. sidoides
e Fipronil® (dados em porcentagem)



Grupo 10 minutos 1 hora 3horas 6horas 12horas 24 horas Total

L. sidoides 6+8,9 18+4,47 30+10 56+11,4 87,3142 100+0 49,55+36,47
Fipronil® 0+0 0+0 407,07 86+547 96+547  100+0 53,67+43,59

Outros autores como Sousa (2000) ao estudar acdo inseticida de L. sidoides
contra a mosca branca (Benisia angentifoli), obteve resultados superiores a 95% de
acdo, corroborando com estes, que mesmo em espécies de insetos diferentes revelam o
potencial apresentado pela L. sidoides na ac&o inseticida deste 6leo no Brasil.

Analisar a eficacia em si de cada um dos produtos aplicados torna a analise
melhor em termos de comparacao entre o tratamento (L. sidoides) e 0 controle positivo
(Fipronil) podendo-se destacar qual dos produtos é mais eficiente. Para isso, utilizou-se o
teste de Mann-Whitney (tabela 3).

Tabela 3 — Eficacias médias entre o grupo L, sidoides e o grupo Fipronil (dados em porcentagem).

Tempo/Grupo L. sidoides Fipronil® Valor p
10’ 6 0 0,1797
1H 18 0 <0,01*
3H 30 40 0,14
6H 56 86 0,01*

12H 87,7 95,9 0,36
24H 1 1
Total 49,55 53,67 0,69

* nivel de significancia: 5%

Na tabela 4 € possivel verificar a diferenca média na contagem de pulgas entre
0s grupos L. sidoides e o grupo controle negativo e a relacdo entre os tratamentos

citados, onde se identifica que:

e Diferenca média na contagem de pulgas (Tratamento): Apds a aplicacdo do
tratamento com L. sidoides (G1), a diferenca média (em dezenas) de pulgas
encontradas foi superior a 03. Ou seja, ap0s o tratamento, a quantidade de pulgas
diminuiu, em média, em 03 dezenas. Isso € significativo estatisticamente com

valor p <0,01;

e Diferenca média na contagem de pulgas (Controle negativo): observou-se que,
apos a aplicacdo no controle negativo (G2), a diferenca média (em dezenas) de
pulgas encontradas foi de 0,43. Ou seja, ap0s o controle negativo ser aplicado, a



quantidade de pulgas diminuiu, em média, em 0,43 dezenas. Isso é significativo

estatisticamente com valor p de 0,002;

e Diferenca média na contagem de pulgas no tratamento e no controle apos a
aplicacdo (Tratamento x Controle): Percebe-se que o numero médio (em
dezenas) de pulgas encontrados no grupo G1 foi inferior a 1 dezena (0,83),
enquanto que essa medida no grupo G2 controle negativo foi superior a 13
dezenas. Ou seja, ap6s a aplicacdo de ambos os produtos, o tratamento com
Lippia sidoides zerou a quantidade de pulgas ao fim do tratamento. Essa
diferencga estatistica foi comprovada com valor p < 0,01.

Tabela 4 — Teste de médias t-Student para o nimero médio (em dezenas) de pulgas tanto no
tratamento (L.sidoides) como no controle negativo.

Diferenca média na

Tempo/Grupo contagem de pulgas Valor p
L.sidoides 3,12 <0,01*
Controle Negativo 0,43 0,002*
L.sidoides x Controle (0,82;13,66) <0,01*

* nivel de significancia: 5%

Teste in vivo

Os resultados hematol6gicos no momento zero para ambos 0s grupos (média e
desvio padrdo) estdo expressos na tabela 1. Quanto as interpretacdes dos resultados se
observou:

Anemia normocitica normocromica;

anemia normocitica hipocrémica;

leucocitose e eosinofilia;

leucocitose com desvio neutrofilico a esquerda e eosinofilia;

leucocitose com eosinofilia e linfopenia;

leucocitose com eosinofilia, desvio neutrofiilico a esquerda e linfopenia;

auséncia de esosinofilia



Tabela 5 — Valores hematoldgicos dos animais selecionados para tratamento em G1 e G2.

Medida Antes Depois Valor p
Ht 30%=+7% 28%+5% 0,14
He 4,46+1,1 4,42+0,91 0,75
Hb 9,27+2,86 9,19+2,32 0,81

V.C.M 67,215,24 65,14+5,47 0,09

C.H.C.M 30,65+3,22 32,13+2,84 0,03*
Leuc 21161,11+7101,71 21188,89+7820,25 0,99
Mon% 5,94+2,84 5,44%3,2 0,66
Linf% 1345,28 14,39+7,72 0,46
Eosi% 15,06+6,93 12+8,14 0,10
Segm% 63,89+7,52 64,44+11,76 0,86
Bast% 2,11+2,49 3,72+4,62 0,14

*nivel de significancia: 5%

Pode-se observar que a maior alteracdo presente nos dois grupos refere-se a uma
eosinofilia acentuada que entre a primeira e a segunda avaliacdo sofreu uma reducéo;
essa eosinofilia segundo Meyer et al, (2003) pode ser causada por hipersensibilidade
(parasitismo em hospedeiro sensivel, doenca eosindfilica, leucemia, carcinoma e
linfossarcoma), porém, nesse estudo ficou caracterizado como uma provavel alteracéo
eosinofilica por alergia a presenca de ectoparasitos, conhecida como DAP.
principalmente observado pelo aumento do prurido e presenca de mais pulgas no grupo
controle negativo. Ja a anemia observada nos animais pode estd associada a Varios
fatores, dentre eles e possivelmente neste caso, pode-se associar a presenca de
ectoparasitos e hemoparasitos presente nos animais e nas instalacbes do abrigo. A
reacdo leucocitaria pode estd associada aos constantes desafios infecciosos
dermatoldgicos, parasitarios e estressantes sofridos por esses caes.

Os resultados encontrados no raspado cutaneo demonstraram a presenca de
outras doencas parasitarias acometendo os animais desse estudo, com destaque para
sarna sarcoptica (tabela 6) e demodécica. Os cdes acometidos foram principalmente os
animais jovens e apesar de nédo ter sido objetivo desta pesquisa pode-se constatar que
sarna sarcoptes apresentou uma reducdo estatisticamente significativa (valor p < 0,01)
nos cées do grupo 1. No grupo 2 houve um aumento na presenca de Sarcoptes escabiei,
variedade canis. Esse achado se repete para os outros dois tipos de sarnas Demodex e
Otodex, 0 que demonstra uma agéo do shampoo com Lippia sidoides do tratamento das

referidas sarnas. Como diagnostico diferencial pdde-se verificar clinicamente a auséncia



do prurido para D. canis; outros sintomas ndo foram considerados como

patognomonicos para qualquer uma das lesdes.

Tabela 6 — Presenca de trés tipos de sarnas.

Medida 12 Coleta 22 Coleta 32 Coleta Valor p
Sarcoptes — grupo 1 6 1 0 <0,01*
Sarcoptes — grupo 2 2 5 5 0,29
Demodex — grupo 1 1 1 0 0,59
Demodex — grupo 2 1 5 S 0,1

0
Otodex — grupo 1 1 0 0,36
Otodex — grupo 2 1 1 1

* nivel de significancia: 5%

Os sinais clinicos encontrados (tabela 7) apesar de ndo determinarem uma causa
especifica, servem como indicadores do agente etioldgico presente nas dermatites, ja
que segundo Kulrl e Greek (2005) os achados mais frequentes para DAP podem ser a
hiperpigmentagéo, liquenificagdo, prurido intenso, alopecia e descamagéo. Tais achados
foram compativeis com o0s encontrados neste estudo. Pode-se destacar a reducdo

estatisticamente significativa dos sinais prurido, crostas e dos ectoparasitos.

Tabela 7 — Sinais clinicos em animais com dermatites por grupo.

Medida 12 Avaliacdo 22 Avaliacdo 3® Avaliagdo Valor p

Prurido — grupo 1 10 8 S 0,01*
Prurido — grupo 2 9 9 8 0,36
Alopecia — grupo 1 10 10 9 0,33
Alopecia — grupo 2 7 9 9 0,11
Liquenificacdo — grupo 1 7 6 6 0,88
Liquenificagdo — grupo 2 7 9 8 0,33
Crostas — grupo 1 10 7 S 0,02*
Crostas — grupo 2 7 7 8 0,78
Papulas — grupo 1 6 8 7 0,68
Papulas — grupo 2 3 4 4 0,85

* nivel de significancia: 5%

Com a presenca do C. felis e sua resposta alérgica provocando o prurido pode-se
supor que o ato de cocar pode ter propiciado a entrada na pele de outros agentes
infecciosos (tabela 8) haja vista que a analise microbioldgica identificou a bactéria

Staphylococcus sp. Segundo Codner e Rhodes, (2005) essas bactérias sdo comensais da



pele, mas quando se rompe a barreira de protecdo ocorre uma piodermatite infeciosa
com sinais de papulas, pustulas, bolhas hemorragicas, manchas circulares eritematosas

ou hiperpigmentas com descamagao e liquenificacdo.

Tabela 8 — Presenca da bactéria Staphylococcus em amostras de pele canina

Medida 12 Coleta 22 Coleta Valor p
Staphylococcus — grupo 1 3 2 0,6
Staphylococcus — grupo 2 1 3 0,26

A luz da avaliagdo histopatologica foi evidenciado, na maioria dos tecidos
epiteliais observados, uma hiperqueratose folicular (figura 3), vacualizacgdo, acantose, e
inflamacdo monuclear; onde a hiperqueratose, nesse estudo, foi associada ao prurido
intenso. A acantose foi considerada como uma resposta adaptativa a infestacdo por
parasitos, porém ndo especifica, podendo inclusive, ser acdo de um parasito comensal
da pele com uma resposta secundaria a uma possivel infeccdo ja que também foi

verificado a presenca de bactérias.

Figura3- Fragmento de pele revestido parcialmente por tecido
epitelial  estratificado. ~ Verificam-se  areas de
vascularizagdo (A), infiltrado inflamatério mononuclear
(B) derme com foliculos com hiperqueratose (C) e
discreta acantose (D). aumento de 40x.

Fonte: Souza, 2012.



Ainda nessas mesmas andlises pode-se evidenciar a presenca de parasito no
foliculo piloso (figura 4) Demodex canis em duas das ldminas avaliadas na primeira
coleta do G1. Segundo Yager e Wilcock, (1994) pode ser observado na pele foliculite,
perifoliculite, hiperpigmentacdo, degeneracdo da camada basal do folico, degeneracao
hidrépica nos queratinocitos basais e células apoptéticas ocasionais nas demodicoses

caninas.

Figura 4- Diversas glandulas sebaceas (A) e foliculo parasitado
(B). aumento de 40x.
Fonte: Souza, 2012.

Um percentual de 100% do G1 e G2 compostos pelos dez animais avaliados
neste experimento apresentavam sinais clinicos compativeis com diversas enfermidades
parasitarias e infecciosas, alguns com ocorréncia simultanea, revelando a necessidade de
intervencdes ndo somente clinica, mas também, da implantacdo de medidas higiénico
sanitarias no controle de dermatites parasitarias e infecciosas.

Em testes de toxicidade aguda e sub-crénica Fontenele (2008) testou em ratos
Wistar diversas concentracdes do extrato de L. sidoides Cham variando de 100mg até
3gr/kg aplicados por via oral e intraperitoneal. Avaliando alteragdes hemotoldgicas,
biquimica he histopatologica ndo havendo quaisquer diferenca significativa que levasse
a percepcdo de acdo toxica da L. sidoides. Lembrando também que a absorgéo da pele é

menor que as Vias testadas no estudo citado.



Na contagem das pulgas, antes e apos 0s banhos se observou gque ocorreu uma
diminuicdo em ambos os grupos, porém de forma diferenciada quantitativamente (figura
5). Essa reducgdo nos animais do grupo controle (banho com shampoo neutro) deve ter
sido ocasionada pela acdo mecéanica do banho que permitiu o desprendimento das
pulgas, mas em quantidade menores que o shampoo da L. sidoides e sem diferenca

significativa entre 0s mesmos.

4 N\

B Antes da aplicacdo

m Depois da aplicagao

nas servagao I I I

& J
Figura 5 — Numero médio de pulgas (em dezenas) antes e apds aplicacdo do Oleo de L.
sidoides.

Quando analisado os dados referentes aos grupos e as avaliacdes realizadas
(tabela 9) percebe-se que o tratamento com L. sidoides (G1) obteve efeitos antes dos
banhos e ap6s os banhos (reducGes de 85,3% e 100% antes e apds os banhos,
respectivamente ao fim das observacdes). No caso do controle (shampoo neutro, G2),
houve um aumento no namero de pulgas (42,3% antes dos banhos e 56,5% ap0s 0s
banhos) o que indica que um tratamento com Xxampu neutro ndo possui nenhum efeito

no combate as pulgas.

Tabela 9 — Redugdo percentual no nimero de pulgas de testes in vivo.

Inicio das Fim das Reducéo
Grupos e periodo observagoes observagoes percentual
G1 - Antes dos banhos 3,1 0,45 85,3%
G1 - Apds os banhos 1,18 0 100%
G2 - Antes dos banhos 2,6 3,7 -42,3%

G2 — ApGs os banhos 2,3 3,6 -56,5%




Dryden et al. (1997) avaliaram a eficacia do imidacloprid em cées e gatos em
situacdes de campo. Os animais sofreram trés tratamentos com intervalos de 28 a 30
dias. Os autores observaram uma reducdo na populacéo de pulgas de 86,8% por volta do
28° dia, e niveis de eficacia superiores a 95% até o 90° dia. Se compararmos 0s
principios testados junto a este experimento o dleo de L. sidoides Cham a 5% foi capaz
de reduzir o numero de pulgas presentes a partir do primeiro banho, mas ndo impediu a
reinfestacéo por C. felis felis nos dias subsequentes, apenas manteve-se sobre controle

Ao final das nove semanas de observacdo o shampoo com L. sidoides a 5%
reduziu em 100% a contagem C. felis felis em cées banhados duas vezes (tabela 9).

Apesar de permitir a diminuigdo das pulgas presentes, deve-se salientar que o
controle deste ectoparasito depende em muito da intervengdo do ambiente habitado pelo
hospedeiro. Ao analisar o abrigo em foco, percebeu-se a dificuldade de se manter o
ambiente descontaminado. A grande presenca de outros animais caninos (170) e felinos
(120) favorecia a permanéncia da colonia de C. felis felis no ambiente concordando com
Visser et al. (2001) ao afirmarem que infestacbes por pulgas tem se tornado um
problema domeéstico.

Os resultados encontrados com o teste in vivo neste estudo foram semelhantes
aos obtidos por Mehlhorn et al. (2001) que ao empregarem 0 neonicotindide
imidacloprid a 10% em uma formulacao “spot-on” observaram que as pulgas expostas a
pele dos cdes tratados, apds sete dias do tratamento, tinham morrido uma hora apos o
desafio. Porém, é importante ressaltar que esse tipo de solucdo apresenta um poder
residual mais duradouro que as formulagdes em shampoo. Esse mesmo autor também
ressalta a importancia residual nos pélos como forma de controle ambiental. Apesar da
retirada do shampoo de L. sidoides, observou-se que ndo ocorreu infestacdo macica das
pulgas, ndo sendo possivel a avaliacdo da acao residual ja que o mesmo foi retirado ap6s

10 minutos da aplicacao.

CONCLUSAO

O 6leo essencial de Lippia sidoides Cham a 5% apresenta in vitro eficacia
inseticida sobre a forma adulta de Ctenocephalides felis felis;

Formulagdo de shampoo contendo 6leo essencial de Lippia sidoides Cham a 5%
pode ser indicado para cdes no combate ao Ctenocephalides felis felis como opgéo

terapéutica;
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Artigo 2

Atividade bioldgica acaricida in vitro do 6leo essencial de Lippia sidoides Cham

sobre fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus (Ixodideos)

RESUMO

Objetivou-se avaliar a atividade carrapaticida in vitro do dleo essencial de Lippia
sidoides Cham (alecrim pimenta) sobre o controle do Rhipicephalus sanguineus. Para
tanto utilizou-se 90 fémeas teleoginas que foram divididas em trés grupos de tratamento
para o controle de R. sanguineus, sendo o G1 éleo essencial de Alecrim pimenta a 5%
utilizando-se tween 20 como dispersante em agua destilada, G2 a base de cipermetrina
+ Diclorvés® (DDVP) controle positivo, e 0 G3 grupo controle negativo com agua
destilada e tween 20.. Os resultados revelaram uma mortalidade de 100% das fémeas
ingurgitadas para o L. sidoides. Conclui-se que a avaliacdo da atividade bioldgica in
vitro do dleo essencial de Lippia sidoides Cham a 5 % sobre fémeas ingurgitadas de R.

sanguineus apresentou eficacia na mortalidade deste ectoparasito.
Palavras-chave: alecrim pimenta, carrapatos, controle natural e &caros.

ABSTRACT
Acaricide in vitro biological activity of essential oil of Lippia sidoides Cham on

engorged females of Rhipicephalus sanguineus (Ixodid).

The objective was to evaluate the acaricide activity in vitro of essential oil of Lippia
sidoides Cham (rosemary pepper) under the control of Rhipicephalus sanguineus. For
this purpose were used 90 female ticks divided into three treatment groups for the
control of R. sanguineus, being G1 essential oil from rosemary pepper 5% using Tween
20 as the dispersant in distilled water, G2 based on cypermethrin + Dichlorvos ®
(DDVP) positive control and G3 negative control group with distilled water and Tween
20. The results showed a 100% mortality of engorged females to L. sidoides. It is
concluded that the evaluation of in vitro biological activity of essential oil of Lippia
sidoides Cham 5% on engorged females of R. sanguineus exhibited efficacy on the
mortality in this ectoparasite.

Keywords: rosemary pepper, ticks, natural control, mites



INTRODUCAO

Na natureza vérias plantas apresentam propriedades inseticidas e sua utilizacéo
torna-se uma alternativa de menor impacto ambiental, e capaz também de diminuir a
ocorréncia de cepas resistentes ao tratamento convencional (FERNANDES et al ., 2007;
VALENTE et al ., 2007).

Para Araujo Filho (2000) a fitoterapia € base para o controle de doencas na
producdo animal ecoldgica e nos tratamentos de animais de estimagdo, trazendo como
vantagem um maior retorno econémico em funcdo de um menor desembolso com a
compra de produtos quimicos industrializados. Uma outra vantagem seria a reducédo de
residuos toxicos contaminantes, além de terem demonstrado resultados positivos na
prevencdo e na cura dessas doencas. Ressaltando que é preciso haver uma recuperacdo e
valorizacdo historica dos modos de cura das doencas dos animais, tanto o utilizado
pelos meios populares, quanto as técnicas terapéuticas mais antigas.

Os carrapatos sdo artropodes (filo Arthropoda) de importancia médica e
veterinaria. S8o hematdfagos e esse habito alimentar pode causar danos diretos sobre o
animal parasistado, bem como, sdo agentes transmissores de diversos outros parasitos
ou agentes causadores de doencas. Os carrapatos estdo entre os mais importantes
vetores de patdgenos que afetam o gado, animais de companhia e humanos
(LABRUNA, 2004).

Rhipicephalus sanguineus, carrapato cosmopolita, € provavelmente o ixodideo
de mais ampla distribuicdo mundial (DAIX et al., 2007). Sua descricdo tem sido
freqilentemente associada & presenca do hospedeiro cdo (SZABO et al., 2001), estando
adaptado a cées de domicilios em cidade. Diversos microrganismos patogénicos podem
ser veiculados pelo R. sanguineus (APPEL e JACOBSON, 1995). Estes ectoparasitas
tém despertado o interesse da comunidade cientifica e da salde publica devido a sua
participacdo na transmisséo de doengas como a babesiose, hepatozoonose, erlichiose,
anaplasmose e borreliose (FOLDVARI, 2005). Segundo Shimada et al. (2003),
recentemente o interesse pelos carrapatos e pelas doencas transmitidas por eles, tem
aumentado devido a emergéncia e reemergéncia destas doencas e pela natureza
zoonotica de algumas delas.

O principal método de controle contra esse ectoparasita tem sido o0 uso de
acaricidas, mas se tem propagado de forma generalizada a resisténcia em populacoes de

carrapatos, conjuntamente com as reacfes toxicas em animais e no homem, devido a



presenca de produtos quimicos residuais no meio ambiente. Por isso se tem buscado
novas alternativas ndo quimicas e mais seguras (RIBEIRO et al., 2006).

Paz et al. (2008) ressaltam a importancia no desenvolvimento de produtos
naturais ou a base de plantas medicinais que possam atuar de forma semelhante nas
diversas fases de vida do R. sanguineus. O que poderia também contribuir para a
diminuicdo de agentes quimicos sintéticos presentes no meio ambiente que segundo
Ponte (1999) o Brasil é o terceiro maior consumidor de Agrotéxico do mundo, tendo
como base para a classificagdo a Organizacdo para Alimentacdo e Agricultura, elevando
sua colocacgdo devido o uso exacerbado de organofosforados, por isso, algumas plantas
tem sido utilizadas no controle de ectoparasitos a exemplo do Neem.

A Lippia sidoides Cham (Verbanaceae) ou alecrim pimenta € uma planta
bastante usada como fitoterapico no nordeste brasileiro em funcdo da acéo anti-séptica,
devido aos altos teores de timol e carvacrol (MATOS, 2004). E um arbusto de folhas
caducas, bastante aromatico e préprio da vegetacdo nordestina, pertencente a familia
Verbenaceae. Esta espécie de planta se destaca pelos elevados rendimentos de seu 6leo
essencial, de até 6%, (MATQOS, 2004), sendo este rico em timol (43,5%), que é o
responsavel pelo alto poder antiséptico de suas folhas. Outros constituintes de seu 6leo
sdo: a- felandreno (22,4%), B-cariofileno (9,7%), a-cimeno (8,6%), mirceno (6,5%) e
carvacrol (4,3%) (BOTELHO et al., 2007). Possui inimeras aplicacbes na medicina
popular, sendo muitas delas comprovadas cientificamente. Em humanos é usada para
combater infec¢bes da garganta e da boca, para o tratamento de ferimentos na pele e no
couro cabeludo, para o tratamento de acne, sarna infectada, pitiriase versicolor,
dermatomicoses, caspa, odor fétido nos pés, nas axilas e virilha (MATOS, 2004).

Todos os 6leos essenciais constituem uma mistura de principios quimicos muito
complexos e variam amplamente em sua composicdo (BOTELHO et al., 2007). Na
mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes concentragdes, normalmente um
deles € o composto majoritario, existindo outros em menores teores e alguns em
baixissimas quantidades (SIMOES et al., 2004). Tais substancias podem ser utilizadas
para a sintese de vitaminas, hormonios, antibiéticos e antissépticos (MATQOS, 2004).

Com base no exposto, objetivou-se com esse trabalho avaliar in vitro a atividade
bioldgica acaricida do 0Oleo essencial de Lippia sidoides Cham a 5% sobre fémeas

ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus.



MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi encaminhada a Comisséo de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UFRPE recebendo licenga n® 018/2011 13930/2011 DO09.

Para a extracdo do Oleo foram utilizadas folhas de L. sidoides Cham
provenientes da regido do semi-arido pernambucano (8° 25°00°’Sul e 37° 03°15”Oeste).
A planta foi coletada na zona rural do municipio de Venturosa Mulungu, sendo
acondicionada e transportada para o Laboratorio de Bioativos do Departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco. A L. sidoides foi
desfolhada, selecionada e depois distribuidas sobre uma superficie lisa coberta com
papel tipo madeira em temperatura ambiental por um periodo de 24h. ap6s esse tempo
elas foram acondicionadas e transportadas para o Laborat6rio de Produtos Naturais e
Bioativos do Departamento de Quimica da Universidade Federal Rural de Pernambuco.
As folhas foram pesadas em balanca analitica, em aliquotas de 250g, trituradas em
liquidificador industrial e depois adicionadas a elas &gua destilada em quantidade
suficiente para permitir a trituraco. Foram depositadas em balBes volumétricos de 5L e
colocadas no aparelho de destilacdo modelo Clevenger modificado. Depois do 1°
gotejamento marcou-se o tempo médio de duas horas para extracdo total do 6leo.

O teor de 6leos essenciais da Lippia sidoides Cham foi determinado por arraste a
vapor d’agua, em aparelho de Clevenger modificado (OLIVEIRA et al., 2005). A
analise quantitativa do teor de timol foi realizada a partir do método extracdo por
Cromatdgrafia Gasosa. A L. sidoides Cham foi identificada e tombada no Herbario IPA-
PE sob n® 82505 pela botéanica Olivia Cano, funcionaria da mesma instituigéo.

Foram utilizadas 120 fémeas ingurgitadas de R sanguineus coletadas manualmente
de hospedeiros infestados naturalmente, no municipio de Jaboatdo dos Guararapes - PE,
as quais foram transportadas, em recipientes plasticos com aeracdo adequada. No
laboratério, foram selecionadas 90 fémeas com base nos aspectos de aparéncia e
motilidade normais, corpo integro e méaximo de ingurgitamento (LEITE et al., 1995).
Essas fémeas foram limpas com papel absorvente e distribuidas em grupos de dez
transferidos para placas de Petri devidamente identificadas e pesados em balanca
analitica.

As fémeas teledginas foram divididas em trés grupos em triplicata, sendo o0 G1 o
grupo que recebeu imersdo do Oleo essencial a 5% de alecrim pimenta + agua destilada

e usando tween 20 como dispersante, G2 utilizando uma apresentacdo comercial diluida



conforme recomendacéo do fabricante & base de cipermetrina + DDVP® e G3 utilizando
agua destilada e tween 20.

Cada grupo de 10 fémeas ingurgitadas foi submetido a imersdo em Becker de
100mL, cada um deles contendo 10mL das solugdes testadas, mantendo-se em constante
agitacdo durante cinco minutos, apos os quais o liquido foi desprezado e 0 excesso das
solugdes retirado com papel absorvente. Cada grupo testado foi recolocado em placa de
Petri e transferidos para estufa (BIOD) no laboratdrio em temperatura de 26°C +- 1 e
umidade relativa de 75% +-5 aferidas diariamente por um termo-higrémetro digital,
modelo Termohygro - TFA, instalado no local. Diariamente foram observadas e
avaliadas as fémeas do R. sanguineus quanto a motilidade, conservacdo de forma
anatdbmica e oviposi¢do. Transcorridos 10 dias do inicio da postura, a massa de ovos de
cada grupo foi pesada em balanca analitica, transferida para seringas plasticas
descartaveis de 20mL previamente adaptadas, identificadas e vedadas com algodédo
hidréfobo, mantendo-se as mesmas condigdes anteriormente descritas. Ap6s o periodo
de incubacdo, o percentual de eclosdo foi estimado objetivamente, estabelecendo-se
como parametro a verificacdo visual com intervalos de 10%.

A eficécia de cada produto (EP) foi calculada com base na eficiéncia reprodutiva
(E.R.) do grupo controle-agua, segundo Drummond et al. (1973). Para a interpretacéo
dos resultados, considerou-se como eficacia dos principios ativos o valor minimo de
95%, conforme legislacdo pertinente para a comercializacdo de carrapaticidas no pais
(BRASIL, 1990).

O célculo para a (ER) por produto foi realizado utilizando-se a seguinte formula:

ER = Peso dos ovos x % de eclosdo x 20.000
Peso das teledginas

O célculo para a percentagem da (EP) seguiu a formula:

% EP = (ER controle - ER tratado) X 100
ER controle

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise quantitativa do 6leo essencial da L. sidoides Cham através da
cromatografia gasosa (figura 1) revelou uma concentracdo de timol de 60,50%,

carvacrol 4% ambos caracterizados como fendis e outros elementos como p- cimeno, y-

Cipex plus pulverizagdo — Fagra, Mairipordo/SP
Tween 20 — Mapric, Ipiranga/SP



terpineno, acetato de verbanol 3,27%, prezizaeno 4,05% e Cis-Acetato e Carvil 3,25%,
estes resultados estdo em desacordo com os resultados apresentados por Botelho et al. (
2007), mas concordando com 0s mesmos ao afirmarem que as concentragdes presentes
em cada constituinte de um oleo essencial pode variar de acordo com as caracteristicas

do local onde habita a planta, horario de coleta e tempo de conservacéo da mesma.
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Figura 1- Perfil quimico (CG-EM) do 6leo essencial da L. sidoides Cham
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Os resultados demonstraram uma mortalidade in vitro de 100% das fémeas
ingurgitadas (Tabela 01), sendo observada o inicio das mortes a partir de 24h apds
imersao decorridos trés dias todas as fémeas do grupo tratamento controle positivo bem
como tratamento grupo Oleo L. sidoides a 5% se encontravam mortas, havendo

alteracdes de peso e desidratacdo de todos os exemplares de ambos 0s grupos.

Tabela 1. Atividade carrapaticida in vitro do 6leo de Lippia sidoides Cham (alecrim pimenta) 5% sobre
teledginas de R. sanguineus.

Tratamento Peso das teledginas Peso dos ovos  Ecloséo Eficécia do
(9) (9) % produto
%
Gl 1,1524+-024 - - 100
G2 1,161+-018 - - 100
G3 1,139+- 026 0,9167 95 -

Média+- dp G1: tratamento Lippia sidoides Cham, média G2: cipermetrina + DDVP, G3: controle negativo
(Agua destilada)

Tal resultado demonstra uma real possibilidade de utilizacdo de substancias

ativas presentes no 0leo essencial de L. sidoides, fato comprovado por Chagas (2004) ao



relatar que algumas substancias de origem vegetal tem potencial para o controle de
acaros, podendo com isso, reduzir o uso exacerbado e consequente desenvolvimento de
resisténcia aos acaricidas convencionais.

Quando comparado os grupos G1 e G2 podemos verificar que L. sidoides obteve
0 mesmo percentual de mortalidade que o tratamento com cipermetrina + DDVP
produto j& comercialmente conhecido e utilizado frequentemente no controle de
diversos Ixodideos.

Monteiro et al. (2009) ao avaliarem a eficacia acaricida apenas com timol nas
concentracdes de 1,0%, 1,5% e 2% sobre ninfas e fémeas ingurgitadas de R. sanguineus,
obtiveram 100% de mortalidade para todas as dilui¢fes testadas em ninfas, mas nos
testes conduzidos sobre as fémeas ingurgitadas ndo houve diferencas significativas, ndo
obtendo resultados eficientes sobre essa fase de vida do parasito, diferente deste estudo
no qual o dleo essencial a 5% foi o que apresentou 100% de mortalidade de fémeas
adultas.. Tal diferenca pode estar associada a composicdo da substancia testada e a
concentracdo do timol presente nos dois experimentos e o fato de ter utilizado o 6leo
essencial de L. sidoides neste estudo pode possibilitar a presenca de outras substancias
proximas ao timol que podem potencializar sua ac¢éo toxica sobre os carrapatos, porém
deve-se atentar pds o contrario pode acontecer Botelho et al.( 2007). H& também a
concentracdo testada do timol da planta oriunda da regido do semi-arido pernambucano
utilizado neste experimento que seria maior que os exemplares estudados por Monteiro
ET al. (2009), demonstrando-se assim mais eficazes em maiores concentraces na fase
adulta do parasito.

Nos resultados obtidos neste experimento ndo foi necessario realizar o célculo
do E.R. uma vez que o0s grupos controle tratamento com L. sidoides a 5% e 0 composto
quimico cipermetrina + DDPV® néo realizaram oviposicdo de suas fémeas ingurgitadas
apo6s 30 dias de observacdo (Fig. 2) e ndo apresentavam mais movimentacdo nem
respostas a estimulos mecénicos. Fato diferentemente observado no controle negativo
(dgua + tween 20%) que demonstrou em iguais condi¢cfes de avaliacdo uma postura de

ovos de 95%.

A B C. 9%
Figura 2. A-Teledginas do grupo tratado com o 6leo de Lippia sidoides Cham a
5%, B—grupo tratado com cipermetrina +DDPV e C-Teleodginas do

grupo controle negativo ap6s oviposicéo.
Fonte: Souza, 2012.



Daemon et al., (2009) ao trabalharem com larvas e ninfas de R. sanguineus
utilizando no controle o timol a 2% obtiveram 100% de mortalidade, confirmando seu
potencial uso sobre o0s estagios mais jovens deste parasito que ao serem associados aos
resultados encontrados neste estudo corroboram com o potencial carrapaticida
apresentado pela L. sidoides sobre R. sanguineus uma vez que esta planta tem como
principal componente o timol.

Nos diversos estudos de atividades carrapaticidas tém-se usado como
comparativo compostos quimicos ja empregado no controle de ectoparasitos
principalmente R. sanguineus e Boophilus Ripicephalus microplus pois Sant’anna et
al.(2002) demonstraram que 0 R. sanguineus, assim como outros Ixodideos na fase
adulta ja apresentam maior resisténcia a carrapaticidas, mas avaliando o piretroide
sintético alfametrina observou que nas diluicGes recomendadas pelo fabricante (50ppm),
este agente quimico apresentou eficacia acaricida, mas que em varias diluicdes menores
testadas frente as fases de larva e ninfa ndo obtiveram resultados satisfatorios
corroborando com este estudo, pois apesar ter sido utilizado outro piretroide para
comparagdo cipermetrina + DDPV, também ndo houve a evolucdo do ciclo bioldgico
deste parasito. Resultado observado com o 6leo essencial de L. sidoides a 5% ao obter
equivaléncia a produtos sintéticos comercialmente utilizados, mas representando menor
riscos ao hospedeiro e ao meio ambiente, podendo se tornar uma opgdo no arsenal
terapéutico para o controle de carrapatos.

Outras plantas também sdo utilizadas pela acdo ectoparasiticida como a
Caracanensis guianense (andiroba), onde Farias (2007) avaliando o dleo desta planta
nas concentracdes de 100%, 50% até 10% obteve 100% de eficacia para todas as
diluicBes testadas para R. Boophilus microplus, R. sanguineus e Anocentor nitens. Silva
et al., (2008) ao testarem a atividade do Azadicachta indica (Neem) demonstraram a
mortalidade de fémeas ingurgitadas ou teledginas e inibicdo da eclosdo Ripicephalus
Boophilus microplus, chegando a atingir 100%, quando utilizaram a formulagéo
comercial pura e indice de 95% com as solu¢des aquosa e alcoolica. Estes estudos tém
demonstrado o potencial que plantas medicinais podem apresentar no controle de

ectoparasitos, a exemplo da L. sidoides Cham nesta avaliag&o.



CONCLUSAO

A avaliacdo da atividade bioldgica in vitro do 6leo essencial de Lippia sidoides
Cham a 5 % sobre fémeas ingurgitadas de R. sanguineus apresentou eficicia na
mortalidade deste ectoparasito.
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Artigo 3

Avaliacao da Atividade Antimicrobiana da Lippia
sidoides Cham sobre Staphylococcus spp. isolados de cultura de pele de cées
acometidos de dermatopatias.

RESUMO

Objetivou-se com este estudo avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
Lippia sidoides Cham sobre amostras de Staphylococcus spp. isoladas de cdes com
dermatites multifatoriais . As amostras foram obtidas por meio de coletas com swabs
estéreis de lesdes cutaneas originadas de caninos domiciliados em abrigo localizado no
municipio de Igarassu-PE. Inicialmente foi realizado o isolamento bacteriano por meio
do plaqueamento em Agar base acrescido de sangue ovino a 5% e posteriormente
procedeu-se a técnica de coloracdo de Gram para a identificacdo dos microrganismos,
apos a identificacdo os isolados de Staphylococcus spp. foram submetidos a
determinacédo da Concentracdo Inibitoria Minima (MIC). Das 40 amostras analisadas foi
verificado crescimento bacteriano em nove amostras, sendo isolado o género bacteriano
Staphylococcus spp. quanto a MIC observou-se inibicdo do crescimento bacteriano
significativa na concentracdo de 5%. Conclui-se que o 6leo essencial de Lippia sidoides
Cham na concentracdo de 5% possui atividade antimicrobiana frente a isolados de

Staphylococcus spp.

Palavras-chaves: dermatite, fitoterapia, MIC

ABSTRACT

Evaluation of Antimicrobial Activity of Lippia sidoides Cham on Staphylococcus

spp. isolated from culture of skin of dogs suffering from dermatopathies.

The objective of this study to evaluate the antimicrobial activity of essential oil of
Lippia sidoides Cham on samples of Staphylococcus spp. isolated from dogs with
dermatitis multifactorial. The samples were obtained from sterile swabs from skin
lesions originated of dogs resident in a shelter in the city of Igarassu-PE. Initially
bacterial isolation was performed by plating on agar base supplemented with 5% sheep

blood and then proceeded to the Gram staining technique for the identification of



microorganisms,after the identification the isolates of Staphylococcus spp. underwent
determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC). Of the 40 samples analyzed
bacterial growth was observed in nine samples, being isolated the bacterial genus
Staphylococcus spp. and in the MIC was observed significant inhibition of bacterial
growth at a concentration of 5%. It is concluded that the essential oil of Lippia sidoides

Cham at a concentration of 5% has antimicrobial activity against Staphylococcus spp.

Keywords: dermatitis, phytotherapy, MIC

INTRODUCAO

As lesdes de pele por ectoparasitos vém comumente associadas a processos
infecciosos secundarios decorrentes da infiltragdo no tecido tegumentar por
microrganismos patégenos que em geral sdo comensais da pele. Estes mesmos agentes
quando ndo tratados podem progredir para processos infecciosos severos inclusive
septicemia.

Estima-se que de 20 a 75% dos atendimentos na clinica de pequenos animais
sejam decorrentes de dermatopatias (SCOTT e PARADIS, 1990). Pesquisa realizada no
Japdo revelou que as desordens de pele mais comuns em cdes sdo as infeccdes e as
doencas alérgicas como a dermatite alérgica a picada de pulga, as piodermites e as
dermatites atopica e seborréica (NAGATA e SAGAI, 1999).

Entre 0 agentes mais comumente relacionados as infeccdes de pele em pequenos
animais destaca-se o grupo do Staphylococcus spp., especialmente o Staphylococcus
pseudo intermedius e S. aureus (KEMPKER et al., 2009). Essas infeccdes cutaneas
podem ser classificadas como priméarias ou secundarias. Processos morbidos
subjacentes podem alterar a pele diretamente em decorréncia de traumatismo local, de
irritantes ou do ato de cocar por causa de doenca cutdnea parasitaria ou pruriginosa
(ETTINGER e FELDMAN, 2004).

O tratamento da dermatopatias bacterianas piogénicas consiste basicamente na
utilizacdo de antimicrobianos que, na maioria das vezes, se faz de forma empirica, sem
0 resultado de cultura bacteriana e o apoio de testes de susceptibilidade e de
concentracdo adequada, contribuindo para o aparecimento de cepas cada vez mais

resistentes (BARBOSA et al., 2011). Tal situagdo vem despertando o interesse dos



cientistas na busca de novas drogas. As plantas sdo uma excelente fonte de busca de
novas substancias antimicrobianas, tendo em vista que a diversidade molecular dos
produtos naturais € muito superior aquela derivada dos processos de sintese quimica
(NOVAIS et al., 2003).

Lippia sidoides Cham., planta da familia Verbenaceae popularmente conhecida
como alecrim pimenta, € um arbusto nativo da Caatinga, regido do Nordeste do Brasil.
Seu Oleo essencial é rico em timol e carvacrol o que lhe confere forte atividade
antimicrobiana e antisseptica (MACAMBIRA et al., 1986). As folhas da Lippia sidoides
Cham. sdo geralmente utilizadas para tratamento de acne, ferimentos, infeccdes da pele
e do couro cabeludo. Sua infusdo tem sido usada popularmente em inalages, rinite
alérgica e no tratamento das infecgdes vaginais, da boca e da garganta (MATOS e
OLIVEIRA , 1998).

O oOleo essencial desta planta mostra forte atividade sobre os microrganismos
que vivem na pele dos pés e especialmente sobre o Corynebacterium xerosis, bactéria
responsavel pelo odor caracteristico das axilas no homem; apresenta também acéo
contra E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis e
os fungos Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus neoformans e Aspergillus flavus
(COSTA, 2001).

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana do extrato da Lippia sidoides Cham sobre amostras de Staphylococcus
spp., isoladas de cdes acometidos de dermatopatias pio génicas domiciliados em abrigo

de animais.

MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi encaminhada a Comisséo de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UFRPE recebendo licenga n® 018/2011 13930/2011 DO09.

Extracdo do dleo de L. sidoides

Para a extracdo do oOleo foram utilizadas folhas de L. sidoides Cham
provenientes da regido do Semi-arido pernambucano (8° 25°00°’Sul ¢ 37° 03°15”Oeste).
A planta foi coletada na zona rural do municipio de Venturosa (sitio Mulungu), sendo

acondicionada e transportada para o Laboratério de Bioativos do Departamento de



Medicina Veterinaria (DMV) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
A L. sidoides foi desfolhada, selecionada e depois distribuidas sobre uma superficie lisa
coberta com papel tipo madeira em temperatura ambiente por um periodo de 24h. Apds
esse tempo foram acondicionadas e transportadas para o Laboratorio de Produtos
Naturais e Bioativos do Departamento de Quimica da UFRPE. As folhas foram pesadas
em balanca analitica, em aliquotas de 250g, trituradas em liquidificador industrial e
depois adicionadas a elas &gua destilada em quantidade suficiente para permitir a
trituracdo. Foram depositadas em bal6es volumétricos de 5L e colocadas no aparelho de
destilacdo modelo Clevenger modificado. Depois do 1° gotejamento marcou-se o0 tempo
médio de duas horas para extracdo total do dleo.

O teor de 6leos essenciais da Lippia sidoides Cham foi determinado por arraste a
vapor d’agua, em aparelho de Clevenger modificado (OLIVEIRA et al., 2005). A
analise quantitativa do teor de timol foi realizada a partir do método extracdo por
Cromatografia gasosa. A L. sidoides Cham foi identificada e tombada no Herbario IPA-

PE sob n® 82505 pela botéanica Olivia Cano, funcionaria da mesma instituigéo.

Animais

Foram selecionados, aleatoriamente, 20 cdes de ambos os sexos e diferentes
idades portadores de lesdes cutaneas, provenientes de um abrigo para pequenos animais
localizado na cidade de Igarassu-PE, Os animais foram divididos em dois grupo; o
primeiro (G1) recebeu banhos semanais hum periodo de 9 semanas com shampoo a
base de Lippia sidoides a 5% ja o segundo (G2) recebeu banhos semanais com

shampoo neutro.

Analises bacterioldgicas

Antes de cada banho foram coletadas amostras, através de esfregacos na pele
com swabs estéreis, em &reas onde se observou lesdes indicativas de dermatite
piogénica, totalizando 40 amostras para o isolamento bacteriano. As amostras foram
encaminhadas ao Laboratério de Doencas Infecto-contagiosas dos Animais Domesticos,
do DMV/UFRPE. O isolamento bacteriano foi realizado através de plagueamento em
Agar base acrescido de sangue ovino a 5% e posteriormente, as placas foram semeadas

e incubadas a 37° C por 24/48h. Decorrido este periodo, realizou-se a leitura para



verificacdo de col6nias e posteriormente, foi realizada a técnica de coloragdo de Gram

para determinacdo da morfologia dos agentes bacterianos (CARTER, 1998).

Concentracéo Inibitéria Minima

Apdbs a identificacdo, os isolados de Staphylococcus spp. foram submetidos a
determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) utilizando o método de
macrodiluicdo em caldo Mdeller-Hinton (NCCLS, 1997). Determinou-se a CIM do
o0leo de Lippia sidoides a 10 % e tween 20 como dispersante seguindo dilui¢des seriadas
em seis tubos contendo caldo Mueller Hinton (MH), realizadas em triplicata e utilizando
controles positivos (tubo com o caldo mais bactéria) (RESCHKE et al., 2007). Foram
adicionados 100 pl da suspensao de Lippia sidoides a 10 % aos primeiros tubos (2 mL)
de cada série e posteriormente realizada dilui¢cGes seriadas (1 mL), desprezando-se no
final 1 mL do ultimo tubo; com essas dilui¢ces foi possivel avaliar a acdo inibitdria do
6leo nas seguintes concentracbes: 10%, 5%, 2,5%, 1,25% e 0,625%. Foram
adicionados 100ul da suspensdo bacteriana aos tubos de caldo MH contendo Lippia
sidoides a 10% e nos tubos controle, posteriormente incubados a 37 °C por 24 h. Em
seguida, a atividade antibacteriana foi avaliada pela turvacdo (SOUZA, 2007),
semeados em &gar nutriente, e incubadas nas mesmas condic¢Bes acima citada. A CIM
foi determinada pela presenca ou auséncia de crescimento (ANTUNES et al., 2006).

Andlise estatistica

Para verificar a presenga/auséncia do crescimento bacteriano de acordo com a
concentracdo, realizou-se um teste estatistico para saber se a presenca da bactéria é
significativa em diferentes niveis de concentracdo. Pra tanto, foi utilizado o teste de
Qui-quadrado considerando um nivel de significancia de 5%. O Software utilizado

correspondeu ao R 2.11 e Excel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A anédlise quantitativa do Oleo essencial da L. sidoides Cham através da
cromatografia gasosa (Figura 1) revelou uma concentracdo de timol de 60,50%,
carvacrol 4%, ambos caracterizados como fenois, e outros elementos como p- cimeno,

y- terpineno, acetato de verbanol 3,27%, prezizaeno 4,05% e Cis-Acetato e Carvil



3,25%. O timol tem sido reconhecido como o composto ativo relacionado com a
propriedade antibacteriana e antifingica de 6leo L. sidoides essencial (MATOS e
OLIVEIRA, 1998).
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Figura 1: Perfil quimico (CG-EM) do 6leo essencial da L. sidoides Cham

minutes

Neste experimento foi avaliado a atividades do Oleo essencial da L. sidoides
(LSEO) sem a separacdo dos principios quimicos presentes no 6leo, sendo realizado
apenas o isolamento para determinacdo da concentracdo de cada elemento frente a
amostra do Agreste Pernambucano, mas Botelho et al. (2007) ao testarem isoladamente
0 Oleo essencial e os dois principais componentes quimicos fendis afirmaram que o0s
elementos puros , timol e carvacrol, foram mais ativos, com valores de MIC de 2,5 a
5,0 mg/mL, quando comparados com o 6leo essencial de L. sidoides (MIC =5-10 mg /
mL), mostrando assim um efeito significativo contra bactérias cariogénicas e que as
zonas de inibicdo determinada pelo dleo essencial de L. sidoides, timol e carvacrol
foram dependentes da concentracdo de todas as estirpes. Esta ultima afirmacdo estd em
parte de acordo com os resultados aqui encontrados, pois em algumas de cepas isoladas
a reacdo foi dose dependente, porem em um Unica amostra todas as concentragdes foram
ineficientes.

Das 40 amostras analisadas foi verificado crescimento bacteriano em nove

amostras. Os resultados por grupo e coleta encontram-se distribuidos na tabela 1.



Tabela 2 — Presenca de Staphylococcus sp em amostras de pele de cdes com
dermatopatias.

Medida 12 Coleta 22 Coleta Valor p
Staphylococcus — grupo 1 3 2 0,6
Staphylococcus — grupo 2 1 3 0,26

A eficacia do 0Oleo essencial da L. sidoides neste estudo demonstra-se eficaz
mesmo em amostras estudadas e isoladas de cées (Quadrol) com dermatites e 0s
resultados estdo em acordo com os resultados obtidos Silva et al. (2009) que ao
analisarem amostras de fontes diferentes, os referidos autores revelaram que o extrato
da Lippia sidoides Cham possui um potencial antimicrobiano contra os Staphylococcus
aureus isoladas de mastite em bovinos na diluigdo 1/8 obtendo acgdo de 30%.

Quadro 1- Avaliacdo de Crescimento bacteriano coletados e pele de cées.

Animal 12 coleta 22 coleta

Algl Staphylococcus spp. -

A3gl - Staphylococcus spp.

Adg2 - Staphylococcu sspp.

A5g2 Staphylococcus spp.

A6g2 - -

A7gl - -

A8g2 Staphylococcus spp. e | -

cocos Gram-

A9gl - -

Al10g2 - -

Allgl - Staphylococcus spp.

Al2g1 - -

Al3gl Staphylococcus spp. -

Aldg2 ; .

A16g1 ; ;

Al7g1 Staphylococcus spp. -

A19g2 ; .

A 21g2




A 2292 Staphylococcus spp.

A 2491

A 25g1

Pelo quadro acima, percebe-se que houve uma reducdo na presenca da bactéria
no grupo 1, enquanto que o aumento da mesma para o grupo dois foi ligeiramente mais
significativo. Ou seja, o tratamento ndo permitiu a proliferacdo da bactéria nos animais
tratados no grupo 1, enquanto que o controle negativo nada péde fazer para evitar essa
proliferacdo no grupo 2.

Quanto ao teste in vitro para determinar a MIC da L. sidoides Cham os

resultados encontram-se distribuidas na tabela 2.

Tabela 2 — Analise de crescimento bacteriano S. sp. frente ao 6leo de L. sidoides Cham em

diversas diluices.

Reducao

Concentracdo Presenca  Auséncia percentual Valor p
10% 1 9 90% 0,01*
5% 2 8 80% 0,05*
2,5% 3 7 70% 0,2
1,25% 4 6 60% 0,5
0,625% 4 6 60% 0,5

C 10 0

* nivel de significancia: 5%

Pela (Tabela 2), percebe-se que a partir de 5% de concentracdo, a auséncia da
bactéria é significativa. Para as demais concentracdes, ndo houve diferenca significativa
entre a presenca/auséncia de bactérias. Percebe-se ainda que quanto maior a
concentra¢do maior a reducdo, obtendo-se uma reducdo maxima de 90% (concentracao
de 10%) e uma reducdo minima de 60% (concentracdo de 0,625%). Tais resultados
corroboram 0s encontrados por Oliveira et al. (2006) que comprovaram o efeito
bacteriostatico do 6leo essencial de L. sidoides Cham, através do MIC em cepas de S.
aureus isoladas de material clinico de pacientes humanos no estado da Paraiba, Brasil.
Ja Botelho et al., (2007) estudaram a atividade antimicrobiana da L. sidoides Cham

frente a cepas de Streptpcoccus mutans, mitis, salivarius, sanguis e Candida albicans,



segundo os autores seu 0leo essencial, nas concentracdes de 2,5 e 5%, possui atividade
antibacteriana contra o S. mutans.

Vale ressaltar que apenas a cepa Agl1gl apresentou crescimento bacteriano para
todas as concentracdes testadas em todas as repeticbes, 0 que pode demonstrar o
aparecimento uma cepa resistente ao 6leo essencial da L. sidoides Cham necessitando
de novos estudos para melhor avaliar a acdo sobre esta amostra.

A atividade antimicrobiana da L. sidoides a 5% também est4d em acordo com
varios outros estudos frente a diferentes microrganismos patdgenos (por exemplo, P.
aeroginosa, B, subtilis, S. aureus, E. coli, Streptococcus spp. Trichosporon spp.)
(PONTES, 2002; COSTA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006).

CONCLUSAO

Conclui-se que o 6leo essencial de Lippia sidoides Cham na concentracéo de 5%

possui atividade antimicrobiana frente a isolados de Staphylococcus spp.
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