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Acao inseticida in vitro do 6leo essencial de Lippia gracilis
Schauer sobre Damalinia Bovicola ovis (Schrank, 1781)*

In vitro action of Lippia gracilis Schauer essential oil on
Damalinia Bovicola ovis (Schrank, 1781)
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Resumo

O objetivo deste trabalho é avaliar a eficacia inseticida in vitro do 6leo essencial de Lippia gracilis sobre Bovicola ovis. Os espécimes
(n =900) de B. ovis foram coletados de ovinos naturalmente infestados, distribuidos aleatoriamente em grupos, e submetidos
aos diferentes tratamentos: (G1) 1.000 a 15,6 mg/ml dleo essencial de Lippia gracilis; (G2) Tween 80 a 3% (controle negativo), e:
(G3) Amitraz 1,25 g/mL (controle positivo). Realizou-se 4 réplicas (25 piolhos por réplica) para cadatratamento. A viabilidade dos
piolhos foi avaliada nos tempos de 1, 3, 6, 24, 48 e 72 h. Os dados foram expressos em eficacia média + desvio padréo (SPSS
vers&o 23.0) e diferengas estatisticas dos grupos experimentais foram obtidas por Kruskal-Wallis e Friedman. Para obtengdo da Cl,
e Cl, foi realizada Regress&o de Probit, com nivel de significancia de p< 0,05. O éleo essencialde L. gracilis nas concentragbes de
100 a 62,5 mg/mL apresentaram eficacia de 100%, 1 h pos-exposi¢éo. Os valores de Cl,, eCl,, foram 18,1 mg/mL e 44,9 mg/mL,
respectivamente. Dessa forma, concluimos que o 6leo essencial de L. gracilis apresentou eficacia sobre B. ovis in vitro.

Palavras-chave: Compostos bioativos, pediculose, pequenos ruminantes, inseticida.

Abstract

The objective of this work is to evaluate the in vitro insecticidal efficacy of the essential oil of Lippia gracilis against Bovicola ovis.
The specimens (n = 900) of B. ovis were collected from naturally infested sheep, randomly distributed in groups, and subjected to
different treatments: (G1) 1,000 to 15.6 mg/ml essential oil of Lippia gracilis; (G2) 3% Tween 80 (negative control), and: (G3) Amitraz
1.25 g/mL (positive control). 4 replicates (25 lice per replica) were performed for each treatment. Louseviability was assessed at 1, 3,
6, 24, 48 and 72 h. The data were expressed as mean efficacy + standard deviation (SPSS version 23.0) and statistical differences
in the experimental groups were obtained by Kruskal-Wallis and Friedman. Probit regression was performed to obtain the IC_, and
Cl,,, with a significance level of p <0.05. The essential oil of L. gracilis at concentrations of 100 to 62.5 mg/mL showed 100% efficacy,
1 h post-exposure. The IC_, and Cl,, values were 18.1 mg/mL and 44.9 mg/mL, respectively. Thus, we conclude that L. gracilis
essential oil is effective on B. ovis.

Keywords: Bioactive compounds, pediculosis, small ruminants, lice.

Introducéao abrangendo rebanhos numerosos com mais de 18 milhdes de
cabecas (IBGE, 2018).

A pediculose ocasionada pelo piolho mastigador Bovicola ovis
Schrank (1781) causa nos ovinos e caprinos um quadro de
prurido intenso, inquietagdo, falta de apetitee perda de peso
(Constable et al., 2017). O controle desses ectoparasitos &
realizado convencionalmente com acaricidas, entretanto, o uso

Aovinocultura € uma atividade econdmica importante no Brasil,
pois contribui para a oferta de produtos nobres como a carne,
13, leite e derivados, além de proporcionar empregos no meio
rural e urbano (Araujo Filho et al., 2007). Essa atividade cresce
significativamente e ganha destaque no agronegdcio brasileiro,
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inadequado favoreceu a selegéo de parasitosresistentes (Abbas
et al. 2014).

Os fitoterapicos se destacam como uma alternativa para o controle
de ectoparasitos resistentes, pois podem reduzir os impactos
econdmicos e ambientais, devido uso de produtos quimicos
sintéticos (Dantas, 2009). Dentre os fitoterapicos, destacam-
se 0s Oleos essenciais, que sdo produtos do metabolismo
secundario das plantas, que possuem uma mistura complexa de
substancias volateis lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas
e de baixo peso molecular (Lubbe & Verpoorte, 2011). Alguns
6leos essenciais de plantas apresentaram atividade acaricida
sobre piolhos, como o 6leo de Azadirachta indica, Allium sativum,
Eucalyptus citriodora, Tagetes minuta e Tephrosia vogelii
(Dharani et al., 2015).

Lippia gracilis € conhecida popularmente como alecrim-da-
chapada, sendo uma planta arbustiva endémica importante
no nordeste do Brasil. Caracteriza-se como um arbusto pouco
ramificado de até 2,5 m de altura, folhas simples, pequenas e
flores brancas, ambas com odor bem caracteristico (Dantas
et al.,, 2010; Gomes et al., 2011). Suas folhas pequenas e
aromaticas s&o ricas em o6leos essenciais, contendo dentre
varios compostos o timol, carvacrol, p-cimeno e y-terpineno
(Pérez Zamora et al., 2018; Viana et al., 2019). O dleo essencial
de L. gracillis apresentou atividade acaricida (Cruz et al.,
2013; Costa-Junior et al., 2016), antibacteriana (Dantas et al.,
2010), anticancerigena (Ferraz et al., 2013), anti-inflamatdria
(Guimarées et al., 2012), antifungica (Albuquerque et al.,
2006; Melo et al., 2013), antileishmanial (Melo et al., 2013),
antioxidante (Franco et al., 2014), larvicida (Silva et al., 2008) e
inseticida (Coitinho et al., 2006). Sendo assim, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a eficacia in vitro do 6leo essencial de L.
gracilis sobre o piolho B. ovis.

Material e métodos

O dleo essencial foi extraido das folhas de L. gracilis oriundas
da Universidade do Estado do Rio Grande do Norte (UERN),
localizada em Mossoroé, Rio Grande do Norte nas coordenadas
geograficas (5 ° 1117 'sul e 37 ° 20 ' 39 'norte), clima semiarido,
bioma caatinga, temperatura média (+ desvio padrdo) durante
o periodo experimental de 29,3 (+0,37) °C, e umidade média
maxima e minima respectivamente de 85,6% e 38,6%. A
extragdo do 6leo essencial foi realizada no Laboratério de
Fisiologia e Bioquimica de Plantas da UERN através do método
de hidrodestilagdo adaptada ao aparelho Clevenger

Todos os procedimentos de manipulagdo dos animais estao de
acordo e foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais em Pesquisa (CEUA) da Universidade Federal Rural
do Semi-Arido (UFERSA), protocolo n. 23091.015145/2019-36.

Ovinos pertencentes a pequenas propriedades do municipio de
Mossord, RN, foram contidos mecanicamente e passaram por
inspecgao corpdrea para busca espécimes de D. (B.) Ovis, os
quais foram removidos por penteamento do pelo com auxilio de
pente fino e transferidos para frascos plasticos. Apds a coleta,
os piolhos foram encaminhados ao Laboratério de Parasitologia
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Animal (LPA) da UFERSA, e identificados de acordo com os
caracteres morfolégicos de sexagem e faixa etaria, segundo
descricdo de Guimaraes et al. (2001) e James (2013).

Para o experimento, 07 (sete) diluicbes (1.000, 500, 250,
125, 62,5, 31,2 e 15,6 mg/mL) de 6leo de L. gracilis (alecrim-
do- campo), tween 80 a 3% (controle negativo), e amitraz
1,25 mg/mL (controle positivo) compuseram 09 (nove) grupos
experimentais (tratamentos). Por grupo, 04 (quatro) repeti¢cdes
foram realizadas utilizando como unidade experimental, uma
placa de petri contendo 25 piolhos B. ovis cada.Ao total 900
espécimes foram utilizados e aleatoriamente distribuidos em
36 placas.

Os piolhos foram imersos em 0,5 mL das solugbes
correspondentes a cada um dos tratamentos descritos acima,
durante 1 minuto e apds a imerséao foi utilizada a técnica
descrita por Leite (1988), com algumas adaptagdes referentes
ao tamanho do papel de filtro, a auséncia de formagéo de um
envelope de um papel filtro e o acondicionamento das placas.
Os piolhos foram retirados das solugdes com auxilio de pincel e
colocados em placas de Petri contendo papel de filtro (6x6cm) e
mantido no laboratério em temperatura ambiente para o registro
de piolhos vivos e mortos. As observagdes do nimero de piolhos
vivos e mortos em cada um dos tratamentos foram realizadas
com o auxilio de estereomicroscopio e lupa simples apés 1, 3,
6, 24, 48 e 72 horas, decorridos o inicio do teste. A analise da
mortalidade dos piolhos foi definida segundo Heukelback (2008)
que cita dentre os critérios de mortalidade do piolho, a auséncia
de quaisquer sinais vitais, como o movimento das antenas e
pernas, com ou sem estimulagao, utilizando pingas.

A eficacia do o¢leo foi calculada de acordo com a formula:
mortalidade dos piolhos (%) = [n° de piolhos mortos/ (n° de
piolhos vivos + n° de piolhos mortos) x 100]. Os dados foram
expressos em valores de média + desvio padréo através do
programa estatistico SPSS versdo 23.0. Apds analise dos
pressupostos ndo paramétricos diferencas estatisticas dos
grupos experimentais dentro e entre tempos estudados (1 a
72 horas) foram obtidas através dos testes de Kruskal-Wallis
e Friedman, respectivamente. Para obtenc¢do do valor das
concentragdes inibitorias (Cl,, e Cly,) foi realizado Regresséo de
Probit. O nivel de significancia estabelecido foi de 5% (p<0,05).

Resultados e discussao

Os d6leos essenciais e seus compostos bioativos apresentam
eficacia acaricida e se destacam como uma alternativa para
o controle de ectoparasitos de importancia veterinaria. No
presente estudo, os resultados obtidos ao avaliar a eficacia do
6leo essencial de L. gracilis (alecrim-do-campo) sobre o piolho

B. ovis encontram-se na tabela 1. Nas concentragdesde 1000 a
62,5mg/ml, o 6leo essencial de L. gracilis ocasionou amortalidade
de 100% dos piolhos, 1 h pds-exposi¢ao. Resultadossemelhantes
foram encontrados por FARIAS et al. (2017), queavaliou o dleo
da semente de Carapa guianensis sobre piolho mastigador D.
caprae e, nas concentragdes de 100% a 30%, obtiveram eficacia
de 100%, 1 h pds-exposicao.
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Tabela 1: Eficacia média + desvio padrdo do 6leo de Lippia gracilis sobre Damalinia (Bovicola) ovis

Schrank (1781)
Grupos Tempo

experimentais 1h 3h 6h 24h 48h 72h

000mg/mL 100 + 0,07 100 + 0,07 100 £ 0,07 100 + 0,07 100 + 0,07 100 + 0,07
500mg/mL 100 + 0,07 100 + 0,07 100 + 0,07 100 + 0,07 100 + 0,07 100 + 0,07
250mg/mL 100 + 0,0%° 100 + 0,07 100 £ 0,07 100 + 0,07 100 + 0,07 100 + 0,07
125mg/mL 100 + 0,07 100 + 0,07 100 + 0,07 100 + 0,07 100 + 0,07 100 + 0,07
62,5mg/mL 100 + 0,07 100 + 0,07 100 £ 0,07 100 + 0,07 100 + 0,07 100 + 0,07
31,2mg/mL 79 + 26,8782 80+27,5%%  80+27,5%  89+150482 350+ 14,79 97 + 3,8%
15,6mg/mL 39 + 428 41 + 39,98 59 + 28,18 90 + 9,512 92 +7,3% 95 + 3,8
Tween 80 0+ 0B 2+34°8° 7+4,38 30 + 7,21 BCab 58 + 4,472 65 + 7,67
Amitraz 4 +6,9% 7+598 9+ 4,358 46 + 14,0 76 + 6,325 88 + 6,327

ABCMédias seguidas de letras distintas na coluna e 2> mintsculas distintas na linha apresentam diferenga estatistica (Two-way

ANOVA seguida por Tukey - p<0,05).

A baixa eficacia do amitraz (controle positivo) nas primeiras
horas do experimento pode ser um indicativo que a populagao de
piolhos utilizada é resistente a esse acaricida. Diversos estudos
descrevem a resisténcia de ectoparasitos ao amitraz (Baron et
al., 2015; Sungirai et al., 2018; Higa et al., 2020). Ja no controle
negativo (3% de tween 80), observa-se uma mortalidade média
de 30% e 60%, com 24 e 72 hs, respectivamente. A mortalidade
de piolhos do grupo controle negativo (agua destilada), apos 48
hrs de experimento, também foi observada Farias et al. (2017)
e Barros et al. (2012). A possivel justificativa
para mortalidade desses piolhos ¢ a falta de
alimentos e a toxicidade do diluente (tween 80).

piolhos dentro dos tratamentos testados (Tabela 2). Em outros
estudos, o 6leo essencial de L. gracilis apresentouefeito inseticida
sobre as fases de larva e pupa de Liriomyza sativae, com média
de mortalidade de 27,27% na fase de larvae, 28,12% no estagio
de pupa, ndo apresentando diferencas estatisticas entre as
duas fases de vida do inseto (Oliveira et al.,2020). Independente
da fase de vida do piolho, Aguiar (2019) observou que o dleo
de C. guianensis em diferentes diluigdes, agiu igualmente em
todos os B. ovis.

Tabela 2: Valores de média * desvio padrdao de Damalinia (Bovicola) ovis Schrank
(1781) expostos 6leo de Lippia gracilis de acordo com a sexagem

Ao realizar a regresséao de Probit, observou-

se que os valores das concentragbes do Grupos experimentais Sexagem

6leo essencial de L. gracilis para inibir 50% Macho Fémea Ninfa
(Cls0) € 90% (Clgp) dos piolhos B. ovis foram 1000 mg/mL 3,75 £ 2,63 9,5 + 5,26 12,0 £ 5,777
18,1 mg/ml € 44,9 mg/ml, respectivamente. 500 mg/mL 7,75 +6,29% 5,25 + 1,895 12,0 + 6,06%
Silva et al. (2008) ao testarem o 6leo essencial

de L. gracilis sobrelarvas de Aedes aegypti, 250 mg/mL 6,0+2,71% 575+ 1,5 13,25 £ 3,86"
verificaram que a Clg( da eclos&o dos ovos e 125 mg/mL 6,25 + 2,75% 7,0 +2,16%82 11,75 + 4,86
do desenvolvimento das larvas era de 98 + 62,5 mg/mL 3,25 + 0,96*° 7,5+ 3,11ABab 14,5 + 3,7"a
1,99 ppm. Cruz et al. (2013) demonstraram 31.2 mafmL 4042 94% 6.0 + 2 83/ 15.0  5.6%
que a Clgg do desenvolvimento das larvas < mg/m e e e

de carrapatode Rhipicephalus (Boophilus) 15,6 mg/mL 5,25 2,06 5,0 £ 3,16% 14,75 £ 4,99/
microplus variaram de 1,31 mg/ml a 4,34 Tween 80 6,0 + 1,414 7,75 + 2,87A8a 11,25 + 4,19%
mg/ml, e os valores de Clgg variaram de (controle negativo)

2,18 mg/ml a 6,02 mg/ml. Esses resultados Amitraz 5,75 + 3,3%° 5,75 + 1,5%8P 13,5 £ 4,65

indicaram que o 6leo essencial de L. gracilis

(controle positivo)

possui agao acaricida sobre diferentes
ectoparasitos de importancia médica e
veterinaria. Essa agaopode estar relacionada
aos seus principais compostos majoritarios encontrados nos
diferentes gendtipos de L. gracilis, como carvacrol e timol, que
apresentam ag&o sobreectoparasitos (Cruz et al., 2013).

Ao considerar os efeitos das diferentes concentragdes do
6leo essencial de L. gracilis sobre o sexo e fase de vida de B.
ovis, no que diz respeito aos machos, fémeas e ninfas,ndo houve
diferenga estatistica significativa na mortalidade (p>0,05) dos
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ABC Médias seguidas de letras diferentes na coluna e **° minusculas diferentes na linha significam
diferenga estatistica (p<0,05 - Tukey).

Os resultados desse estudo mostraram-se promissores,
indicando a eficiéncia da agdo do 6leo essencial de L. gracilis
em ectoparasitos. A partir desses resultados é interessante
que sejam feitas pesquisas in vivo para que seja testado o
efeito téxico deste dleo essencial em animais, bem como
sua eficiéncia, com a finalidade de produzir um novo método
alternativo a base de L. gracilis, uma planta nativa da Caatinga,
para pediculose em ovinos mantidos em ambiente natural.



Conclusao

O ¢dleo essencial de Lippia gracilis apresentou atividade in vitro
efetiva contra o piolho mastigador B. ovis. As concentragbes
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