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The present study had as objective to evaluate the activity of limonoid azadiractin, extracted of the seeds of the
plant Azadirachta indica, neem, on the embryonary development of Ctenocephalides felis felis. A dog was sprayed
with the formulation 10%, another dog was kept as control, without treatment. Both had been infested weekly with
600 fleas, in the ratio of 1:1 between males and females. The deriving positions of the infestations had been incubate
per seven days in assay pipes, and evaluated it percentage of emerging of flea eggs, comparing themselves the
averages of the groups treat and have controlled. The extract of nim presented activity on the embryonary development
of C. f. felis, keeping superior levels of effectiveness 80% until day +14, beyond diminishing the position and

inhibiting the development between urging larval of the percentage of larvae that had come out.

KEYWORDS: Azadiractin, cat flea, control, limonoid.

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade do
limondide azadiractina, extraido das sementes da planta
Azadirachta indica, nim, sobre o desenvolvimento embriona-
rio de Ctenocephalides felis felis. Um c&o foi tratado com a
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formulacdo spray a 10%, outro cdo foi mantido como contro-
le, sem tratamento. Ambos foram infestados semanalmente
com 600 pulgas, na proporc¢éo de 1:1 entre machos e fémeas.
As posturas oriundas das infestag@es foram incubadas por sete
dias, em tubos de ensaio, e avaliou-se a porcentagem de eclosao
dos ovos de pulga, comparando-se as médias dos grupos, tra-
tado e controle. O extrato de nim apresentou atividade sobre
0 desenvolvimento embrionario de C. f. felis, mantendo ni-
veis de eficacia superiores a 80% até o dia +14, além de dimi-
nuir a postura e inibir o desenvolvimento entre instares larvais
do percentual de larvas que eclodiram.

PALAVRAS-CHAVE: Azadiractina, pulga do gato, controle,
limonoide.

INTRODUCAO

A pulga Ctenocephalides felis ¢ o mais abundante
ectoparasito em cées e gatos do mundo e causa muitos pro-
blemas. Além do desconforto aos animais e aos proprietarios,
as pulgas estdo associadas a severas doencas, incluindo
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dermatites alérgicas (FOIL et al., 1998; MEHLHORN et al.,
2001)

O ciclo evolutivo é constituido das fases de ovo, larva,
pré-pupa, pupa e adulto. No ambiente, encontram-se 95% dos
individuos da populagdo de pulgas, enquanto apenas 5% es-
t4o sobre o hospedeiro (LINARDI; GUIMARAES, 2000).

As pulgas sdo muito proliferas, produzindo cerca de 30
ovos por dia. As larvas podem ser encontradas em frestas co-
bertas, entrelacados no tecido de carpetes e estofados, embai-
x0 de mobilias e dentro de fendas e rachaduras. (CARLOTTI;
JACOBS, 2000).

O fato de as formas imaturas desenvolverem-se no ambi-
ente proporciona uma constante populagdo, servindo como
fonte de reinfestagdes para animais domésticos e, também,
para outros mamiferos silvestres que atuam como reservatori-
0s, garantindo a continuidade do ciclo, mesmo na auséncia do
hospedeiro principal. A eliminacdo destas formas do ambien-
te é dificil, principalmente devido a sua localizagdo, porque
muitas vezes, os produtos ndo exercem sua atuagdo no con-
trole (SANTOS, 2000).

Os programas de controle integrado de pulgas devem ter
como objetivo principal a reducgdo das infestacfes a niveis
toleraveis nos hospedeiros e no ambiente. Esses niveis sao
subjetivos e devem ser determinados com base nas caracte-
risticas proprias de cada sistema de criacdo, em que se inte-
gram o hospedeiro, o parasito e 0 ambiente comum a ambos.
Os programas de controle tém como base a combinacdo equi-
librada de métodos mecanicos, culturais e de métodos de apli-
cagdo de compostos quimicos (DRYDEN, 1995).

Atualmente, sdo varios 0s grupamentos quimicos disponi-
veis para o controle de C. felis felis, por exemplo os piretrdides,
organofosforados, carbamatos, fenilpirazoles, nitroguanidinas,
neonicotindides e as lactonas macrociclicas, além de substan-
cias que atuam como reguladoras de crescimento dos insetos
conhecidas como IGR’s (SCOTT et al., 2002).

Com o desenvolvimento da resisténcia contra drogas
antiparasitarias, a industria tem hesitado em investir na pes-
quisa de novos defensivos quimicos. O tempo de comerciali-
zagao de um novo produto é de dificil calculo, mas certamen-
te limitado em relagdo a rapida aquisicdao de resisténcia
(UILENBERG, 1996).

Por tanto novas substancias sdo necessarias, para o efeti-
vo controle de pragas, oferecendo maior seguranca,
seletividade, biodegradabilidade, viabilidade econémica ,
aplicabilidade em programas integrados de controle de inse-
tos e baixo impacto ambiental (VIEGAS-JUNIOR, 2003)

Produtos naturais provenientes de plantas podem repre-
sentar alternativas as medidas de controle, por apresentarem
baixa toxicidade para mamiferos e pouco impacto ambiental
(VIEGAS-JUNIOR, 2003; BARRETO et al., 2006; BUSS;
PARK-BROWN, 2006).

Os limondides séo, provavelmente, os maiores represen-
tantes da classe dos terpenos com atividade inseticida. S&o
conhecidos como meliacinas, por causa do seu sabor amargo.
Cercade 100 triterpendides tém sido identificados em semen-
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tes, madeira, cascas, folhas e frutos de Azadirachta indica
(Meliaceae) (LNO et al., 1999).

A azadiractina é um composto extraido das sementes da
arvore Azadirachta indica, nativa da india, vulgarmente co-
nhecida como nim. Essas arvores possuem dois compostos
com atividades inseticidas, a azadiractina e a salanina, e um
outro composto com ago fungicida (VIEGAS-JUNIOR, 2003;
BUSS; PARK-BROWN, 2006).

Atualmente sdo comercializados compostos quimicos ati-
vos sobre mais de 200 espécies de insetos. Mesmo sendo ati-
va frente a um enorme espectro de insetos, a azadiractina ndo
afeta os seus predadores naturais ou seus hospedeiros.
(STONE, 1992; NDUMU et al.1999).

Tal molécula possui acdo fagoinibidora, atuando na su-
pressdo do apetite, na interferéncia do funcionamento das glan-
dulas enddcrinas que controlam a metamorfose do inseto,
impedindo assim o desenvolvimento na fase larval, compor-
tando-se como analogo do horménio juvenil (ISMAN, 1997;
COOPING; MENN, 2000; VIEGAS-JUNIOR, 2003).

A literatura também cita o efeito do nim sobre a oviposi¢do
e a fecundidade de insetos expostos ao composto, interferin-
do na sua reprodugdo (ISMAN, 1997; COOPING, MENN,
2000). Além de todas as acOes sobre insetos anteriormente
relatadas, o nim também age como repelente (BUSS; PARK-
BROWN, 2006). Essa variedade de componentes reduz de
modo significativo a ocorréncia de fendmenos de tolerancia e
resisténcia ao fitoterapico (MULLA; TIANYUN, 1999).

Até o presente momento, ndo foram encontrados em lite-
ratura relatos da acdo da azadiractina sobre o desenvolvimen-
to embrionario de pulgas C. f. felis. O presente trabalho teve
por objetivo avaliar a acdo da azadiractina sobre o desenvol-
vimento embriondrio da pulga do gato.

MATERIAL E METODOS

Localizacdo da experimentagéo

O experimento foi realizado no Laboratério de
Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria,
Projeto Sanidade Animal (Embrapa/UFRRJ). Departamento
de Parasitologia Animal, Instituto de Veterinaria da Universi-
dade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Avalia¢do da atividade da azadiractina no desenvolvimento
embriondrio de Ctenocephalides felis felis

Para avaliar a atividade da formulacdo aquosa spray do
extrato de nim a 10%, foram utilizados dois cées da raca
Beagle. No dia 0, um animal foi tratado com a formulagéo
aquosa spray de azadiractina, recebendo trés borrifadas do
produto por quilograma de peso vivo, j& o outro animal ndo
recebeu nenhum tipo de tratamento, sendo mantido como con-
trole.

Os caes foram alocados separadamente em gaiolas de fer-
ro galvanizado, medindo 120 x 60 x 60 cm. Essas gaiolas
eram mantidas em instalacGes de alvenaria dentro do canil.
Cada animal foi infestado nos dias +4, +7, +14, +21, com 300
pulgas machos e 300 fémeas, em um total de 600 pulgas. Se-
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tenta e duas horas apos a infestacdo, esses animais foram
mantidos individualmente em transportes proprios para cdes,
de tamanho médio, um para cada animal, devidamente identi-
ficado, por um periodo de quatro horas. Posteriormente, 0s
animais foram escovados com o intuito de se retirar ovos de
pulgas que poderiam estar aderidos ao pelame do animal, e 0
material presente no piso do transporte foram coletados com
0 auxilio de um pincel de cerdas macias, varrendo-se toda a
area interna. O mesmo processo foi realizado com os dois
cdes, o tratado e o controle.

Os ovos de pulga que foram obtidos no material coletado
foram devidamente identificados, aspirados, quantificados e
separados em seis repeti¢cdes contendo 10 ovos cada, acondi-
cionados em tubos de ensaio com o auxilio de um aspirador
de baixa poténcia ao qual foi adaptado um tubo de borracha e
uma pipeta Pasteur. Esse procedimento foi realizado com au-
xilio de um microscépio estereoscdpico. Junto aos ovos, foi
adicionado meio grama de uma dieta necessaria para manu-
tencdo das larvas, preparada com uma parte de farelo de trigo
e uma parte de sangue bovino desidratado em estufa, na tem-
peratura de 100 °C durante 24 horas, misturada com areia na
propor¢do de 1:5 (CORREIA et al., 2003). Posteriormente,
esses ovos foram incubados em uma camara climatizada
mantida na temperatura de 28 + 1°C e UR de 75 + 10%. Ao
final de sete dias, os tubos foram vertidos em alcool 70° e
examinados sob microscépio estereoscopico para avaliar o
percentual de emergéncia das larvas.

A atividade da azadiractina foi avaliada com base no cél-
culo da eficicia empregando-se a seguinte formula:

[(percentual de emergéncia de larvas dos ovos
provenientes do grupo controle - percentual de emergén-
cia de larvas dos ovos provenientes do grupo tratado) /
(percentual de emergéncia de larvas dos ovos provenien-
tes do grupo controle)] x 100 (ABBOTT, 1925).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliagdo do primeiro dia de observagdo, dia +4, o
grupo controle apresentou uma média de 7,83 larvas eclodidas,
enquanto o grupo tratado apresentou média de 0,33, demons-
trando 95,78% de inibigdo do desenvolvimento embrionario
das pulgas. Essa média de inibicdo se manteve na avaliacdo
seguinte, dia +7, em que as médias dos grupos controle e tra-
tado foram, respectivamente, 8 e 0,66, com percentual de
91,75% de inibigdo. Na avaliacdo do dia +14, o percentual de
inibicdo caiu para 82,20%, ainda sendo considerado um bom
percentual de inibicdo, visto que niveis de eficacia inferiores
a 70% sdo considerados insatisfatorios. No dia +21, o experi-
mento deu-se por encerrado, uma vez que 0s niveis de inibi-
¢ao foram menores que 70%, como podem ser observados na
Tabela 1.

Nas observacdes realizadas durante o periodo experimen-
tal, também se observou que as larvas que eclodiram no gru-
po tratado com a formulacao contendo azadiractina, além de
estarem em menor ndmero, apresentavam-se menos desen-
volvidas que as larvas eclodidas no grupo que ndo recebeu

Tabela 1. Numero de larvas de pulga eclodidas apés trata-
mento de cdes da raca Beagle com uma formulacdo spray
de extrato de nim a 10%.

Grupos Numero de larvas emergidas apds 7 dias do desafio
Dia +40 Dia +70 Dia +14 Dia +21
Controle
1 5 6 9 6
2 7 10 10 7
3 10 9 9 8
4 9 8 8 6
5 8 8 10 6
6 8 7 10 5
Total 47 48 56 38
Média 7,83 8 9,33 6,33
Tratado
1 0 1 1 8
2 0 0 4 8
3 1 0 2 7
4 1 0 0 4
5 0 1 0 0
6 0 2 3 0
Total 2 4 10 27
Média 0,33 0,66 1,66 4,5
Eficacia (%) 95,78 91,75 82,20 28,91

tratamento, isso associado a uma significativa diminuicdo no
namero de ovos encontrados no fundo dos transportes.

A atividade do nim sobre larvas de C. felis e X. brasilien-
sis foi verificada por Kilonzo, em 1991, quando foram expos-
tas quatro instares larvais das duas espécies por 24 horas ao
extrato de nim a 50%. Houve letalidade dessas larvas a partir
de um periodo de duas horas. No entanto, neste estudo, a acéo
do extrato de nim foi avaliada quando aplicado sobre um in-
dividuo infestado com as formas adultas, agindo sobre a pos-
tura e sobre a eclodibilidade das larvas oriundas de pulgas
adultas expostas ao produto.

Em 1998, resultados equivalentes foram observados por
Guerrini e Kriticos, sobre ovos C. felis, utilizando metodolo-
gia parecida, com o uso de uma formulacéo spray, aplicada
sobre gatos artificialmente infestados com pulga, também
impedindo que houvesse eclosao de larvas por um periodo de
14 dias.

No ano seguinte, Salles e Rech ao utilizar uma torta de
nim, observaram que houve diminuicéo na postura da mosca-
das-frutas, Anastrepha fraterculus, concordando com os re-
sultados deste trabalho, enquanto na utilizacéo da formulacéo
liquida, a reducdo ndo foi significativa, chegando a ser au-
mentada na maior concentracdo. Situacdo semelhante se deu
quanto a ecloséo de larvas em ambos 0s casos.

Ginarte (2003) realizou testes com diferentes extratos,
dentre eles 0 6leo de  A. indica (Nim), visando avaliar sua
acdo inseticida sobre Musca domestica, ndo encontrando to-
xicidade em suas larvas, discordando dos resultados deste tra-
balho, visto que houve uma acéo sobre a eclosdo de larvas.

Em 2006, Brito et al. avaliaram a toxicidade de algumas
formulacdes comerciais de nim sobre os acaros, Tetranychus
urticae, Euseius alatus e Phytoseiulus macropilis , obtendo
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100% de eficéacia no que diz respeito a sua embriogénese em
todas as formulagdes testadas para T. urticae e na maior con-
centragdo para as demais espécies, com viabilidade de 96,3%
para o primeiro e 100% na maior concentracdo para as de-
mais, apresentando resultados superiores aos do presente es-
tudo.

Os trabalhos envolvendo a agdo da azadiractina sobre o
desenvolvimento de pulgas ndo sdo comumente encontrados
em literatura, existindo somente discussdes sobre uma possivel
acéo sobre elas. Em literatura, os trabalhos encontrados refe-
rentes & acao dos extratos de nim sobre pulgas, envolvem, em
sua grande maioria, a acdo do produto diretamente sobre as
formas evolutivas das pulgas, enquanto o presente trabalho en-
volve a agdo sobre os adultos quanto a diminuicéo da postura e
evolucao do ciclo bioldgico. Até o presente momento, nao exis-
tem relatos sobre a acdo desse limondide sobre o desenvolvi-
mento embrionério de C. f. felis. Pode-se afirmar, a partir do
presente trabalho, que a azadiractina obteve uma boa eficécia
sobre a inibi¢do do desenvolvimento embrionario de C. f. felis,
mantendo niveis superiores a 80% durante 14 dias. Pode-se
ainda relatar que a azadiractina também possui agdo sobre as
formas larvais da pulga do gato. Estudos relacionados a ativi-
dade dessa molécula, como também de outros produtos natu-
rais como o nim sobre pulgas se fazem necessarios, em virtude
do pouco conhecimento que se tem sobre tais produtos e pelo
fato de possuirem um menor impacto ambiental, em compara-
¢do aos produtos quimicos convencionais.
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