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“What is there that is not a poison?

All things are poison, and nothing is without poison.
Solely the dose determines that a thing is not a poison.”
Theophrastus Von Hohenheim (Paracelsus) (1493-1541)
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Avaliacdo da acao repelente dos 6leos essenciais de tomilho (Thymus
vulgaris) e de eucalipto (Eucalyptus globulus) em ixodideos parasitas do
coelho-bravo com vista ao controlo da Doengca Hemorragica Viral

Resumo

O coelho-bravo, Oryctolagus cuniculus, é presa chave para o equilibrio do ecossistema. Face
ao enorme declinio da sua populacdo na Peninsula Ibérica e sendo os ixodideos um dos
vetores do Virus da Doenca Hemorragica Viral (VDHV), urge a necessidade de criar formas
de controlo sustentaveis. Sendo que, a aplicacdo de repelentes de artropodes a base de
Oleos-essenciais (OE) é uma medida crucial e promissora face as exigéncias ambientais e
evidéncias obtidas.

O presente estudo piloto teve como finalidade avaliar a acdo repelente, através de bioensaios
in vitro, dos OE de Eucalyptus globulus e de Thymus vulgaris, a 2,5% e 5%, em ninfas e
adultos Hyalomma marginatum, Dermacentor marginatus e Rhipicephalus sanguineus.

Para a obtencdo de espécimes recorreu-se a sua captura e, quando necessario, procedeu-se
a sua criacdo em laboratério. As fémeas ingurgitadas, D. marginatus, submetidas a criacéao,
ao fim de 19 dias do seu acondicionamento, confirmou-se a ovopostura numa das fémeas,
tendo outra iniciado a ovopostura no dia seguinte. Porém, ao fim de 34 e 56 dias na primeira
e segunda fémea respetivamente, 0s ovos aparentaram estar secos. Em relacao as ninfas H.
marginatum ingurgitadas, constatou-se o inicio das ecdises 25 dias apés terem sido
acondicionadas, o qual se prolongou por mais de 45 dias, obtendo cerca de 94,12% de mudas.
Este estudo piloto abrangeu 6 bioensaios com 14 D. marginatus, 12 R. sanguineus e 54 H.
marginatum. Para avaliar a acdo repelente dos OE as espécimes utilizadas, recorreu-se a
uma caixa de acrilico com o sistema Hemotek™, sangue de coelho-bravo e alguns estimulos
gue incitam o comportamento de busca do hospedeiro. No controlo negativo foi utilizado o
Oleo de coco, Cocos nucifera, inodoro. Foi realizada a contagem de ixodideos em relacéo a
distancia ao limite exterior do papel de filtro, a observacéo da passagem pelo papel de filtro
embebido no OE e a contagem de ixodideos mortos no final de cada ensaio.

Os resultados obtidos indicam que nenhum dos OE, a 2,5% e 5%, conseguiu repelir totalmente
os ixodideos, pois verificou-se a passagem pelo papel de filtro que continha o OE e nao foram
evitadas todas as aproximacdes. Porém, parecem sugerir que tenha ocorrido alguma
atividade repelente, sendo ligeiramente mais evidente no OE de T. vulgaris. Por outro lado,
parece ter existido alguma atividade acaricida nos OE testados, em ambas as concentragfes.
A continuacao, amplificagdo e aprimoramento deste estudo é fulcral para obter um repelente
a base de OE, para o controlo de vetores e das doencas transmitidas por estes, com um valor
substancial de repeléncia e passivel de ser usado no coelho-bravo, em ambiente selvagem.

Palavras-chave: Ixodideos, dleo essencial, tomilho, eucalipto, coelho-bravo.
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Evaluation of the repellent action of thyme (Thymus vulgaris) and eucalyptus
(Eucalyptus globulus) essential oils in wild rabbit's parasitic ixodids for
Hemorrhagic Viral Disease control

Abstract

The European rabbit, Oryctolagus cuniculus, is a key prey for the balance of the ecosystem.
Given the huge decline of the population in the Iberian Peninsula and the fact that ixodids are
one of the vectors of the Rabbit Haemorrhagic Disease Virus (RHDV), there is an urgent need
to create sustainable forms of control. The application of arthropod repellents based on
essential oils (EO) is a crucial and promising measure given the environmental requirements
and evidence obtained.

The aim of the present pilot study was to evaluate the repellent action of the Eucalyptus
globulus and Thymus vulgaris EO, both at 2.5% and 5%, used in vitro bioassays against
nymphs and adults Hyalomma marginatum, Dermacentor marginatus and Rhipicephalus
sanguineus.

The specimens were obtained through capture and when necessary, reared under laboratory
conditions. Oviposition was observed in two engorged D. marginatus females, 19 and 20 days
after their conditioning. Additionally, the eggs appeared to be dry after 34 and 56 days for the
first and second female respectively. Regarding the engorged nymphs of H. marginatum, the
beginning of the nymphal ecdysial period was found 25 days after their conditioning, and lasted
for more than 45 days. Also, there were 94.12% of ecdysis obtained.

This study comprised 6 trials with 14 D. marginatus, 12 R. sanguineus and 54 H. marginatum.
It was used an acrylic box with a Hemotek™ system, European rabbit blood and other types
of stimuli to incite the host-seeking behavior. Coconut oil (Cocos nucifera) odorless was used
as negative control. The number of ixodids was counted taking into to account their distance
from the outer limit of the filter paper. Also, the passage of the ixodids through the filter papers
embedded with the substance under investigation was observed. The dead ixodids were
counted at the end of each trial.

The data obtained showed that none of the EO, at 2.5% and 5%, were able to completely repel
the ixodids. The ixodids were able to cross the filter papers containing EO. None of the EO
were able avoided all approaches. Nonetheless, it seems that some repellent activity was
observed, being slightly more evident with the T. vulgaris EO. On the other hand, the EO
tested, both at 2.5% and 5%, also showed some acaricidal activity.

It is important to improve and to continue the development of this kind of studies to find a
suitable EO-based repellent with a substantial repellency value, for the control of vectors and
vector-borne diseases, particularly useful in the wild European rabbit population.

Keywords: Ixodid ticks, essential oil, thyme, eucalyptus, European rabbit
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I.  INTRODUCAO

1. Relatorio das atividades desenvolvidas durante o estagio curricular

O estagio curricular, incluido no décimo primeiro semestre da estrutura curricular do
Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria, foi desenvolvido na area cientifica de Sanidade
Animal. O mesmo foi dividido em duas instituicdes: o Laboratério de Parasitologia e Doencas
Parasitdrias do Departamento de Sanidade Animal (DAS) na Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Lisboa, situada no P6lo Universitario da Ajuda e no Hospital
Veterinario VetOeiras, situado em Oeiras. Este decorreu no periodo de 11 de outubro de 2019
a 12 de setembro de 2020, tendo existido uma suspensédo entre 12 de marco de 2020 a 2 de
julho de 2020 face a situacdo excecional e medidas de saude publica. Cumpriram-se cerca de
1122 horas, sob orientacdo da Professora Doutora Isabel Pereira da Fonseca.

O estégio concretizado no Laboratorio de Parasitologia e Doengas Parasitarias deu
origem a presente dissertagao, este iniciou a 11 de outubro de 2019 e terminou a 27 de julho
de 2020. O qual teve como orientacdo e coordenacdo a Professora Doutora Isabel Maria
Soares Pereira da Fonseca e colaboragdo o Mestre Fabio Alexandre Abade dos Santos e
como finalidade desenvolver o projeto “Development of an arthropod vector repellent using
microencapsulated plant essential oils” financiado pelo Centro de Investigagdo Interdisciplinar
em Sanidade Animal (CIISA).

As atividades desenvolvidas permitiram a elaboracdo de um desenho experimental, a
captura de ixodideos de vida livre utilizando o método de arrastamento de bandeira e
diretamente em animais parasitados, o acondicionamento de ixodideos vivos e mortos, a
criacdo de ixodideos com possibilidade de monitorizar as ecdises e as ovoposturas, a
identificacdo de espécimes de ixodideos com o auxilio de um estereomicroscopio binocular
com recurso a chaves dicotomicas, o conhecimento sobre as caracteristicas morfo-
anatémicas e do ciclo de vida de diferentes ixodideos e a testagem de substancias com
possivel acdo repelente contra ixodideos utilizando um método in vitro. Conferindo assim, a
adquisic@o e consolidacao de aptiddes da pratica laboratorial, o treino e aprofundamento de
conhecimentos na area de Parasitologia e o dinamismo do raciocinio e do método cientifico.

O estégio realizado no Hospital Veterinario VetOeiras sob a coordenacéao do Dr. José
Diogo Goncalves dos Santos, iniciou a 3 de fevereiro de 2020 e terminou a 12 de setembro
de 2020. Este teve um horario compreendido em turnos com rotatividade semanal. Sendo que
existia um turno rotativo das 9h0Omin as 17hOOmin e outro das 16h0OOmin as 24h00min
durante a semana e um turno atribuido por escala das 9h00min as 24h00min ao sadbado com
folga na segunda-feira seguinte.

Nesse periodo, a estagiaria teve a oportunidade de auxiliar e participar nas diferentes

areas clinicas em contexto hospitalar e na unidade de fisioterapia e reabilitacdo sob a



supervisdo de um médico veterinario. As diferentes areas acompanhadas foram medicina
interna, reproducdo e obstetricia, neurologia, endocrinologia, oncologia, imagiologia,
fisioterapia e reabilitagcdo, cardiologia, cirurgia, anestesiologia, odontologia, urgéncias e
cuidados intensivos, internamento, dermatologia, ortopedia e oftalmologia, em pequenos
animais e animais exoticos.

Desta forma, foi possivel acompanhar e auxiliar nas consultas, na contencdo dos
animais, na obtencao da anamnese, na realizagédo de exames fisicos, na colheita de amostras
e sua posterior analise ou requisicdo a laboratorios externos, na realizacdo de meios de
diagnostico complementares e na discussao de casos clinicos. Do mesmo modo, permitiu
executar 0 acompanhamento pré-cirargico, cirirgico e pos-cirdrgico e a monitorizagédo
anestésica, a preparacdo e a administracdo de farmacos, a monitorizardo de animais em
tratamento e em estado critico. Ao mesmo tempo, foi oportuno assistir e auxiliar em mdaltiplas
cirurgias, muitas das quais de referéncia e com a jungdo de técnicas de anestesia
locorregional.

Por fim e ndo menos importante, foi proporcionada a aprendizagem de ser resiliente,
do valor do espirito de equipa e do poder da comunicacao, clara e eficiente, com diferentes
detentores de animais e equipa de trabalho.

Em sintese, este periodo de estagio interdisciplinar possibilitou o desenvolvimento de
um projeto cientifico em Parasitologia e a integragdo numa equipa hospitalar de referéncia,

aplicando e desenvolvendo conhecimentos teéricos e praticos de Medicina Veterinaria.



2. Revisao Bibliogréfica

2.1 Coelho-bravo

O coelho-bravo, Oryctolagus cuniculus, € um mamifero nativo da Peninsula Ibérica e
considerado basilar nos ecossistemas mediterranicos, uma vez que, € presa essencial para
véarios predadores (ICNF 2017). Desta forma, contribui para a recuperacdo de predadores
ameacados, como o lince ibérico, Lynx pardinus, e a aguia-imperial-ibérica, Aquila adalberti
(ICNF 2017; Spickler 2020).

Saliente-se ainda que, € uma espécie cinegética ibérica que assume importancia no
sector venatorio a nivel socioecondmico e na gestdo de recursos, vital para assegurar o
equilibrio ecolégico (ICNF 2017).

Todavia, estima-se que as suas populagbes tenham sofrido um declinio aproximado
de 80% da sua populagéo original devido a distintos fatores (ICNF 2017; Spickler 2020). Os
guais incluem epizootias graves, a Mixomatose e a Doenga Hemorragica Viral do Coelho
(DHV) (ICNF 2017).

2.2 Doenca Hemorragica Viral do Coelho

A DHV “foi descrita pela primeira vez em 1984, na China” segundo Liu et al. (1984),
citado por Ohlinger et al. (1990, p. 3331). A DHV é uma doenca viral emergente do coelho
europeu, selvagem e doméstico (O. cuniculus) altamente contagiosa que origina uma hepatite
aguda fatal (Le Gall-Reculé et al. 2013; OIE 2018; Gleeson and Petritz 2020).

Os surtos de DHV tém ocorrido tanto na Europa como em outras partes do mundo, 0s
guais ocasionam perdas economicas e prejuizos na vida selvagem (Gleeson and Petritz
2020). Atualmente, é enzootica nas populacdes selvagens da Europa (Le Gall-Reculé et al.
2013), da Australia e da Nova Zelandia, sendo que nestes dois ultimos foi introduzido como
agente de biocontrolo (Kovaliski 1998) e, portanto, o seu impacto é aceite como favoravel
(Gleeson and Petritz 2020).

Esta doenca constitui uma importante causa de mortalidade, em que uma propor¢ao
variavel de coelhos morre de acordo com a estirpe do virus da DHV; 70-90% com o Virus da
Doenca Hemorragica Viral (genogrupos G1 — G5) (VDHV) ou com o Virus da Doenca
Hemorragica Viral (genogrupo G6) (VDHVa) e 5-70% com o Virus da Doenga Hemorragica
Viral estirpe 2 (VDHV2) (OIE 2018; Gleeson and Petritz 2020), e de alta morbilidade (OIE
2018). Por conseguinte, é notificavel pela Organizacdo Mundial de Saude Animal
(OIE/WHOA) (Gleeson and Petritz 2020).



2.2.1 Etiologia

O agente etioldgico da DHV é o virus da doenca hemorragica viral dos coelhos
(VDHV), um calicivirus pertencente ao género Lagovirus e a familia Caliciviridae (Ohlinger et
al., 1990; Gall-Reculé et al. 2013; Hall et al. 2017), assim como, o virus da sindrome da lebre
castanha europeia (EBHSV) e outros calicivirus ndo patogénicos de coelhos (RCVs) (Hall et
al. 2017; Gleeson and Petritz 2020).

O VDHYV é hemaglutinante conquanto ndo € passivel de cultivo in vitro (Capucci et al.
1998). O virido sem envelope € pequeno com aproximadamente 35 a 40 nm (Ohlinger et al.,
1990; Capucci et al. 1998; Gall-Reculé et al. 2013; Gleeson and Petritz 2020). O genoma é
composto por RNA de cadeia simples (ss) com polaridade positiva (RNA +), o capsideo possui
uma simetria icosaédrica e a proteina estrutural maioritaria € a VP60 (Xu and Chen 1989;
Ohlinger et al., 1990; Capucci et al. 1998; Gall-Reculé et al. 2013; Gleeson and Petritz 2020).

Assim como outros virus de RNA, o calicivirus apresenta uma alta taxa de mutagao
genética e por isso pode-se aplicar-lhes o conceito de 'quasispecies' (Capucci et al. 1998).

Os dados epidemioldgicos e a comparagdo genética e antigénica indicam a existéncia
de trés grupos principais de VDHV (OIE 2018):

i. o VDHV classico, abrangendo os genogrupos G1-G5, relatado pela primeira vez na
Republica Popular da China em 1984 segundo Liu et al. (1984), citado por OIE (2018,
p. 1390). O qual foi relatado em mais de 40 paises da Europa, Africa, Asia, América e
Oceania, sendo endémico na sua maioria (OIE 2018);

ii. o subtipo VDHVa/Genogrupo 6 identificado na Europa em 1996 (Capucci et al., 1998;
Schirrmeier et al., 1999) e atualmente também notificado na América, Oceania e Asia
(OIE 2018);

ii. a nova variante de VDHV, provisoriamente denominado por VDHV2 ou VDHVb, uma
variante emergente que substitui o VDHVa classico como estirpe primaria das
populacdes da Europa e Australia (Gall-Reculé et al. 2013; Gleeson and Petritz 2020;
Spickler 2020). Esta variante foi detetada em 2010, na Franga, e provocou a morte, tanto
de coelhos vacinados contra a DHV como de coelhos selvagens (Le Gall-Reculé et al.
2011; Gall-Reculé et al. 2013) e, rapidamente se propagou pela bacia do Mediterraneo
(Malta e Tunisia) e Australia (OIE 2018).

De acordo com Le Gall-Reculé et al. (2013), o VDHV2 néo derivou do VDHYV classico,
ainda que tenha surgido de modo desconhecido e emergencial. E em contraste com o VDHV
e 0 EBHSV, que séo estritamente especificos e restritos ao Oryctolagus e ao Lepus
respetivamente (Hall et al. 2017), a variante VDHV2 também foi relatada em varias espécies

do género Lepus (Le Gall-Reculé et al. 2011), como, por exemplo, a Lepus europaeus (Hall



etal. 2017). Spickler (2020) enuncia que o VDHV e 0 VDHV2 pertencem a serotipos diferentes

e ha pouca ou nenhuma protecéo cruzada (Spickler 2020).

2.2.2 Transmisséo e disseminacao

A transmissao viral ocorre por contato direto através de animais infetados, carcacas,
fluidos corporais (por exemplo, urina, fezes e secrecdes respiratérias) e pelos, e por contato
indireto através de fomites (por exemplo, alimentos contaminados) e vetores (por exemplo,
insetos) (Gleeson and Petritz 2020; Spickler 2020). Verifica-se também que a via principal de
transmisséo é a via oral (Marcato et al. 1991; OIE 2018; Spickler 2020), seguida da conjuntival,
aerdgena e pele (por exemplo, traumas cutaneos) (Marcato et al. 1991).

E de realcar que os insetos vetores sdo considerados uma fonte importante de infegéo
ou transmissédo; e com frequéncia o modo de propagacao do virus a distancia (Kovaliski 1998;
OIE 2018; Spickler 2020). E segundo os autores Naumann et al. (1991), citados por Kovaliski
(1998, p. 427), a existéncia de variagbes nos surtos de DHV pode dever-se a influéncia do
clima na atividade e migracao dos insetos vetores.

Do mesmo modo, existem evidéncias na Europa que sugerem gue outros hospedeiros,
nao suscetiveis ao VDHV, nomeadamente predadores como as raposas, Vulpes vulpes, e 0s
caes, Canis lupus familiaris, possam ser vetores mecanicos, segundo os autores Delcarmen
et al. (1994), citado por Kovaliski (1998, p. 427). Sob o mesmo ponto de vista, Spickler (2020)
descreve que as aves e 0s mamiferos que se alimentam de coelhos infetados podem ser

portadores mecanicos e excretar nas fezes o virus viavel.

2.2.3 Resisténcia Viral

Sabe-se que a sobrevivéncia do virus é influenciada pela temperatura ambiente
(Marcato et al. 1991); e que os calicivirus sdo altamente resistentes ao meio ambiente, ao
congelamento e a decomposi¢cdo das carcacas (Gleeson and Petritz 2020). Ademais, 0s
lagovirus dos coelhos quando estao protegidos por tecidos organicos sdo muito resistentes a
inativagdo, como, por exemplo, em um estudo o VDHV permaneceu viavel por 20 dias em
carcacas de coelhos em decomposi¢do, mantidas a 22 °C (Spickler 2020). Por outro lado,
guando o VDHV se dispersa nas excre¢fes e é inexistente a matéria organica, fica viavel
durante algumas semanas, podendo perder parte da sua infecciosidade em 1 a 2 semanas
(Spickler 2020). Spickler (2020) menciona também que o VDHYV pode sobreviver & exposicao

de 50 °C por uma hora, ao pH de 3,0 e a ciclos de congelamento-descongelamento.



2.2.4 Patogenia e Principais lesfes

A DHV é caracterizada principalmente por uma evolucdo hiperaguda ou aguda
(apenas cerca de 5-10% dos coelhos apresentam um curso clinico subagudo-crénico)
segundo a OIE (2018) e os autores Cancellotti et al. (1989), citados por Marcato et al. (1991,
p. 372).

O periodo de incubacdo da DHV, por VDHV/VDHVa, varia entre 1 a 3 dias e a morte
comummente sucede 12h-36h apoés o inicio da pirexia (> 40 °C) (Abrantes et al. 2012; OIE
2018).

Os laparos séo suscetiveis a doenca a partir da 52-6 @ semana de vida, até a qual séo
por natureza resistentes (Gall-Reculé et al. 2013; OIE 2018). E a sua suscetibilidade aumenta
progressivamente até a 82/92 semana, quando estes tornam-se totalmente vulneraveis, antes
desse periodo a infecéo é subclinica (Gall-Reculé et al. 2013). E de salientar que, o curso da
infecdo mencionado acima, diz respeito a infe¢do por VDHV classico ou VDHVa, no entanto,
guando o agente etioldgico é o VDHV2, os laparos com mais de 15-20 dias de idade
apresentam sinais clinicos e podem sucumbir (OIE 2018).

A virémia e a replicacdo viral sdo responsaveis pelo dano endotelial sistémico e pela
necrose grave dos hepatdcitos, que podem resultar na ativagdo massiva dos mecanismos de
coagulagdo do sangue; os quais traduzem-se num processo de coagulagdo intravascular
disseminada (CID) e/ou hemorragias, podendo culminar num choque fatal (Marcato et al.
1991). Em outras palavras, Marcato et al. (1991) descrevem que a inflamagéo e necrose do
figado, s&o o fator central da patogénese da doenga e acrescentam que, a reacao antigeno-
anticorpo é responsavel por provocar tromboses microvasculares e subsequente necrose
hepatica. Marcato et al. (1991) referem que a morte subita é a consequéncia da faléncia
multiorganica, resultante do edema, cogestdo e hemorragia pulmonar, necrose do cortex
adrenal, alterag@es circulatorias nos rins e necrose hepatica.

De modo analogo, os achados anatomo-histopatolégicos sdo essencialmente devido
a insuficiente coagulacao, resultante da sindrome de CID; por conseguinte ha congestédo e
hemorragia generalizada nos diferentes 6rgaos e tecidos, tais como, a traqueia, os pulmdes,
o figado, os rins, o intestino, entre outros (Marcato et al. 1991). Além disso, Marcato et al.
(1991) salientam que o figado é o 6rgdo mais afetado, o qual apresenta lesdes necroticas e
inflamatérias resultantes do efeito citolitico direto do agente etiolégico e das tromboses
microvasculares que este suscita indiretamente. De igual maneira, descrevem que as lesdes
microscopicas do figado sé&o as de maior significado diagnostico e que é possivel observar
ictericia no tecido subcutaneo e nas orelhas (Marcato et al.1991).

Assim sendo, a alta correlagcdo entre os achados histolégicos tipicos de hepatite, a
detecdo da proteina viral por imunohistoquimica e a dete¢cdo de Vviribes por

imunoelectromicroscopia sao de grande valor de diagnéstico (Marcato et al. 1991).



2.2.5 Formas da DHV e imunidade natural

A DHV pode apresentar-se clinicamente sob a forma hiperaguda, aguda ou subaguda.

A forma hiperaguda observa-se no primeiro surto numa populacgéo suscetivel (Marcato
et al. 1991). Os coelhos infetados morrem subitamente e por norma, sem manifestar qualquer
sinal clinico (Marcato et al. 1991). Porém, de forma esporadica, podem apresentar hematuria,
hemorragia vaginal e/ou epistaxis espumosa (Figura 1) (Marcato et al. 1991).

A forma aguda € altamente prevalente em areas epidémicas, afetando coelhos adultos
ou jovens com mais de dois meses de idade (Marcato et al. 1991). Os coelhos infetados
normalmente exibem depresséo, anorexia e relutancia ao movimento, com base no Xu ZJ e
Chen (1988), citado por Xu e Chen (1989). Nos primeiros estados da doenca e quando esta
se esté a desenvolver, com frequéncia, a temperatura corporal atinge ou excede os 41 °C; e
em estados terminais a temperatura corporal diminui para valores abaixo do valor normal, com
base no Xu ZJ e Chen (1988), citado por Xu e Chen (1989). Ademais, ha maioria dos casos
ocorre taquipneia e cianose da pele e mucosas e em alguns casos, observa-se distensao
abdominal, constipagdo ou diarreia e hematuria, de acordo com o Chen (1986), citado por Xu
e Chen (1989). Eventualmente, poderéo ficar em decubito lateral e mover os membros em
“pedale”; e nos momentos que precedem a morte, alguns coelhos poderdo demonstrar
bastante agitagéo e emitir vocaliza¢des ou perecerem durante as convulsées, de acordo com
o Chen (1986), citado por Xu e Chen (1989). De acordo com o Xu et al. (1985) citado por Xu
e Chen (1989), mencionam que cerca de 20% dos coelhos apresentam epistaxis espumosa
(Figura 1). Do mesmo modo, o curso agudo da doenca decorre entre 12h a 36 h de acordo
com o Chen (1986), citado por Xu e Chen (1989). Além disso, Marcato et al. (1991)
acrescentam que, em alguns casos, apds algumas semanas da recuperacdo, sofrem de
ictericia grave das mucosas seguida da morte.

A forma subaguda ocorre nas fases posteriores a um curso epidémico (Marcato et al.
1991). O quadro clinico é semelhante ao observado na forma aguda; os coelhos manifestam
depressédo, anorexia e pirexia durante 2 a 3 dias, de acordo com o Chen (1988) citado por Xu
e Chen (1989) e, em geral, sobrevivem ficando resistentes a reinfecdo (Marcato et al. 1991).
O hemograma, com frequéncia, revela leucopenia grave de acordo com o Chen (1986) citado
por Xu e Chen (1989). A leucopenia ocorre pela diminuigdo de cerca de 39% do namero total
de linfcitos, contudo, ja foram reportados, ocasionalmente, coelhos infetados com
leucocitose de acordo com o Chen et al. (1987) citado por Xu e Chen (1989). Paralelamente,
a OIE (2018) evidencia que a forma subclinica-cronica € caracterizada por ictericia grave e
generalizada, perda de peso e letargia; e a morte poderd ocorrer apos 1 a 2 semanas, porém,

em alguns casos, € verificada a seroconversao e a sobrevivéncia.
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Figura 1. Aspeto de epistaxis num coelho com DHV (Fotografia original de Dr. J.P. Teifke, Federal Research
Institute for Animal Health, Riems, Germany, com o crédito e permisséo de Center for Food Security and
Public Health at lowa State University, College of Veterinary Medicine).

Realga-se que apos a infecdo natural a imunidade € robusta (OIE 2019), j& que os
coelhos que sobrevivem desenvolvem titulos elevados de anticorpos anti-VDHV (Ohlinger et
al. 1990) e esta mantém-se por um longo periodo de tempo, superior a 1 ano (OIE 2018).
Além disso, como o virus é resistente no ambiente e a doenca torna-se endémica nas
populacdes, é provavel que os coelhos recuperados sejam incessantemente expostos ao

virus para estimular de novo a imunidade (OIE 2019).

2.2.6 Controlo da doenca, erradicacao, vigilancia, prevencao e tratamento

A fim de conter o(s) surtos(s) em zonas livres da doenca, € fulcral que haja uma
resposta célere (Spickler 2020). Quando se suspeita ou se encontra um caso de DHV deve-
se seguir as diretrizes nacionais e/ou locais para a sua notificagao (Spickler 2020).

Os paises livres da doenca poderéo colocar restricdes na importacdo dos lagomorfos
(animal vivo, carcaga e outros produtos derivados) de areas endémicas, uma vez que devido
a resisténcia do virus, a importagdo podera ser um meio significativo de disseminagéo para
outras regides geograficas (Gleeson and Petritz 2020).

Ainda que a erradicagéo seja impossivel (Vaz et al. 2018), a vacinacao de coelhos de
estimacdo ou de cunicultura, esta integrada no controlo indireto da doenca em paises
endémicos (OIE 2018). As vacinas disponiveis séo para o VDHV2, VDHV/VDHVa ou ambos
0s serotipos (vacinas bivalentes) (Spickler 2020). Para tal, desde 2015, é utilizada uma vacina
inativada de suspenséao hepética clarificada preparada a partir de figados de coelhos infetados
de forma experimental, inicialmente administrada duas vezes com um intervalo de 2 semanas,

e posteriormente inoculada anualmente (OIE 2018; OIE 2019). Os coelhos vacinados criam



rapidamente uma imunidade protetora e estavel (OIE 2018).

Mediante o exposto, a OIE (2018) sugere a vacinacdo combinada com ambos
antigénios ou homologa a estirpe de VDHV causal. Por outro lado, a vacinacdo dos coelhos
de producado é dispensavel quando sdo aplicadas boas praticas de biosseguranca e nao
existem surtos na area em que se inserem, ja que vivem um curto periodo, cerca de 80 dias,
e possuem resisténcia inata a doenca até a 6-8 semanas para VDHV/VDHVa, sem incluir o
VDHV2 (OIE 2018).

Em muitos paises, as vacinas de VDHV ou VDHVa, estao disponiveis comercialmente
e sdo comummente utilizadas. Ja, as vacinas para o VDHV2 foram registadas em Franca e
Espanha (OIE 2019). Nao obstante podem ser preparadas e utilizadas autovacinas (OIE
2019).

Em Franca, foi desenvolvida e logo comercializada em alguns paises europeus, uma
vacina que combina uma vacina tradicional inativada contra a DHV e uma vacina viva
atenuada do virus mixoma (VM) para administracéo intradérmica (OIE 2018). Do mesmo
modo, também foi desenvolvida e esta disponivel no mercado, uma vacina recombinante com
o VM atenuado que expressa a VP60 do VDHYV, e foi demonstrado que protege contra o VDHV
e 0 VM (OIE 2018). Além disso, a administracéo de extratos de Nicotiana clevelandii infetadas
com a quimera PPV-NK VP60 com extratos de folhas de batatas portadoras do promotor 35S
modificado, induziram uma eficiente resposta imunitaria para o VDHV (OIE 2018). Porém, até
ao momento, as vacinas com o uso de plantas transgénicas ndo foram registadas e, portanto,
nao estdo disponiveis no mercado (OIE 2018).

E de realgar que o nivel de protecdo cruzada induzida pela vacina¢io com as vacinas
VDHV/VDHVa é baixo ou nulo para a nova variante VDHV2, uma vez que ndo previne infe¢des
para este novo virus, nem perdas resultantes (OIE 2018; Vaz et al. 2018; Spickler 2020).
Portanto, por ser um subtipo antigénico distante ou mesmo um segundo serotipo de VDHV, é
recomendado que a vacinacdo seja combinada com ambos 0s tipos antigénicos ou que se
utilize uma vacina homéloga a estirpe de VDHYV identificada durante a epidemia ou surto (OIE
2018). Além disso, as vacinas inativadas especificas para VDHV2 existentes no mercado,
induzem imunidade de curta duragéo, entre 6 a 12 meses (Vaz et al. 2018).

Todavia, a aplicacdo destas vacinas para o controlo da mixomatose e da DHV nas
populacdes cinegéticas revela-se pouco eficaz por muitas razdes (Vaz et al. 2018), como, por
exemplo, requere a captura, recaptura e manipulacdo de cada animal, com o risco de poder
causar a morte; ndo existe transmissdo horizontal da resisténcia adquirida; é limitada e
reduzida a transmissao vertical da imunidade; necessita-se de revacinagdes periddicas de 6
a 12 meses; é necessario que os coelhos estejam sdos com uma boa condicao fisica e sem
parasitas, e que ndo lhes seja provocado stress, para assegurar uma boa resposta imunitaria
(Vaz et al. 2018).



Assim sendo, em Portugal, as vacinas atualmente disponiveis e autorizadas para a
prevencdo da DHYV, incluindo a VDHV2, e a mixomatose, sdo adequadas apenas a
cunicultura, as detengdes de coelho doméstico como animal de companhia ou para consumo
privado e as exploracdes de producéo cinegética do coelho-bravo (Vaz et al. 2018).

No nosso pais, na sequéncia do Despacho n° 4757/2017, de 31 de Maio, foi criado o
Grupo de Trabalho +Coelho coordenado pelo Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e
Veterinaria, I. P. (INIAV, I. P.), através do qual foi elaborado e colocado em curso um “Plano
de Ac¢do para o Controlo da DHV dos coelhos” com o propésito de inverter o declinio continuo
das popula¢des de coelho-bravo (Vaz et al. 2018). A par disso, o projeto +Coelho, pretende
criar uma vacina de administrac@o oral, para a estirpe VDHV2, de particulas do tipo viral
(VLPs), contendo apenas a capside, (Vaz et al. 2018). Esta podera ser ajustavel a evolucéo
das estirpes de campo de VDHV2 e por conter apenas a capside, é considerada in6cua e
segura, tendo em conta que ndo hé libertacdo do virus com capacidade de infetar ou de
material genético, RNA, do virus na natureza (Vaz et al. 2018). Ademais, permite que, quando
se suspende a vacinacdo por 6-12 meses, 0 rasto imunolégico induzido é eliminado,
possibilitando avaliar, através de testes seroldgicos, se 0s virus continuam em circulacdo (Vaz
et al. 2018). A forma oral é apropriada para o coelho-bravo em liberdade, pois permite ser
misturada com um isco e colocada a disposi¢gdo no campo, em zonas onde foi detetada a
presenca do virus, deixando de ser necessario a captura e a manipulacao dos animais (Vaz
et al. 2018).

No processo de erradicacdo, procede-se a medidas de supressao tais como o descarte
seguro de carcagas e o despovoamento, 0 vazio sanitério, a desinfecdo das instalagdes, o
conjunto de boas praticas no repovoamento da exploragdo (por exemplo, quarentenas
estritas), contudo quando o virus estiver estabelecido na natureza é inexequivel a sua
erradicagéo (OIE 2018; Spickler 2020). Para verificar a persisténcia da DHV, interrompe-se a
estratégia de vacinagdo num namero variavel de coelhos, come¢ando com um pequeno grupo
de sentinela (OIE 2018; Spickler 2020). E mesmo que se alcance a erradicacao, é necessario
desenvolver e/ou participar de redes de vigilancia epidemioldgica (Spickler 2020).

Em Portugal, conforme o “Manual de Boas Praticas Sanitarias” no ambito do Projeto
+Coelho, recomendam-se também varias medidas sanitarias para a prevencao, para evitar a
disseminacado viral e a contaminacdo ambiental e para o controlo dos principais agentes
patogénicos que afetam a lebre, Lepus granatensis, e o coelho-bravo (O. cuniculus) (Vaz et
al. 2018). Em areas onde esta confirmada a circulagcéo do virus, podem-se aplicar as seguintes
medidas sanitérias: averiguar a mortalidade, remover e enviar os cadaveres para pontos de
recolha definidos pelo projeto +Coelho, incentivar a vacinacdo dos coelhos domésticos de
areas proximas, usar redes mosquiteiras, desinfetar semanalmente os bebedouros, usar

pedilvios e rodolavios antes da saida da zona de caca afetada, fazer o controlo de vetores
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nas aberturas das tocas, percorrer as areas de caca afetadas no final e deve-se recolher
amostras dos animais cacados e enviar para o INIAV, I. P. para diagnostico (Vaz et al. 2018).

Ademais, em relacdo as exploracbes de producdo cinegética, recomenda-se a
vacinacdo, com vacinas inativadas, contra a Mixomatose e a DHV dos coelhos-bravos para
repovoamento (Vaz et al. 2018). O desenvolvimento de imunidade apds a vacinagdo comeca
aos 8 dias e a protecao imunitaria permanece até por um periodo minimo 6 meses (Vaz et al.
2018). Também se recomenda o controlo de pragas, insetos e roedores (Vaz et al. 2018). Em
caso de suspeita de doenca e/ou ocorréncia de mortalidade nas exploracdes de producédo
cinegética do coelho-bravo, deve ser efetuado o diagnéstico laboratorial e, se confirmado
proceder-se a eutandsia seguida da incineragdo dos animais (Vaz et al. 2018).
Adicionalmente, procede-se a desinfecdo de todas as instalacdes e atuagdo no combate de
insetos e outros vetores (OIE 2018; Vaz et al. 2018).

De maneira geral, quanto a gestao cinegética do coelho-bravo, recomendam-se
registar e comunicar as ocorréncias de alteracdes do estado de saude da fauna cinegética,
de vida livre ou de cativeiro, a Direcdo Geral de Alimentacdo e Veterinaria (DGAV) ou ao
Instituto da Conservacdo da Natureza e das Florestas (ICNF) e colaborar na recolha de
amostras para obter um diagndstico laboratorial (Vaz et al. 2018).

Em suma, através da vigilancia da DHV, observagdo dos animais doentes e
amostragem de animais doentes e sédos, tanto da cunicultura como em populacdes selvagens,
consegue-se conhecer o estado sanitario das populagfes, perceber o impacto da doenca e
adequar as medidas de intervencéo (Vaz et al. 2018). Indubitavelmente, o controlo biologico
bem-sucedido das populacdes selvagens de lagomorfos traz beneficios a nivel econémico e
de conservacdo, j& que potencia a cunicultura e permite a recuperacdo de espécies
ameacadas (Gleeson and Petritz 2020).

No que diz respeito ao tratamento, atualmente é limitado a cuidados de suporte
(Spickler 2020). E eficaz a administracdo parentérica de soros hiperimunes anti-VDHV para
os coelhos que ainda ndo apresentam sinais clinicos, pois confere uma protecédo imediata,
embora temporaria (Spickler 2020). A OIE (2018) indica a utilizacdo de soros hiperimunes
anti-VDHV com o propésito de reduzir as perdas econémicas inerentes e limitar a propagacao

do agente etioldgico.

2.3 Ixodideos

A maior percentagem de seres vivos do Reino Animal é constituida pelos insetos, e
devido ao impacto significativo no setor sanitario, como agentes patogénicos ou vetores de
doencas do Homem e/ou animais, e no sector agricola, como causadores de prejuizos nas
culturas, é deveras importante o seu controlo (Regnault-roger 1997; Sonenshine and Roe

2014). Estes possuem sistemas quimiossensoriais que permitem detetar e distinguir uma
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grande diversidade de substancias quimicas, as quais sdo essenciais a sua sobrevivéncia e
reproducdo (Hallem et al. 2006). Do mesmo modo, os artrépodes vetoriais detetam o odor, a
temperatura e o CO- que o hospedeiro emana, conseguindo assim, localiza-lo e alimentar-se
do seu sangue (Sonenshine and Roe 2014). Concomitantemente, podem transmitir agentes
infeciosos; inclusive, as carracas sdo o artropode que transmite a maior variedade dos
mesmos (Sonenshine and Roe 2014).

As carracas sao ectoparasitas hemat6fagos obrigatorios e temporéarios, que se
encontram na maior parte das regides do mundo (Sonenshine and Roe 2014). De forma
genérica, as carracas podem ser reconhecidas pela sua forma achatada (quando ndo estéo
ingurgitadas), possuirem 3 pares de patas na fase larvar e 4 pares de patas na fase de ninfa
e adulto, e terem um hipostoma armado com numerosos dentes recurvados (Sonenshine and
Roe 2014).

As aclOes nefastas das carracas envolvem acglOes diretas como solugbes de
continuidade na pele, intoxicacbes e espoliacdo de sangue; e acOes indiretas como a
transmissdo de um grande nimero e variedade de agentes patogénicos (Bowman 2014).

Estdo descritas quase 900 espécies de carracas, as quais pertencem ao Filo
Arthropoda, Classe Arachnida, Subclasse Acari, Superordem Parasitiformes, Ordem Ixodida,
Superfamilia Ixodoidea, (Sonenshine and Roe 2014; Nava et al. 2017). Esta superfamilia
contém duas grandes familias, Argasidae (carragas moles com auséncia de escudo dorsal) e
Ixodidae (carragas duras com escudo dorsal) e uma terceira familia, Nuttalliellidae,
representados por uma Unica espécie do género Nuttalliella (Bowman 2014).

Os ixodideos tendem a permanecer grandes periodos na vegetacdo e quando surge
a passagem do hospedeiro anexam-se e alojam-se neste durante varios dias, até que por fim,
se libertam e caiem no solo (Bowman 2014).

O ciclo biolégico compreende duas ecdises, a primeira de larva para ninfa e a segunda
de ninfa para adulto (Bowman 2014). As larvas, as ninfas e os adultos fazem uma Unica
refeicdo sanguinea e, normalmente, sdo necessarios varios dias para um ingurgitamento
completo (Bowman 2014). A fémea faz uma Unica postura de milhares de ovos (Bowman
2014).

Os ixodideos dividem-se consoante o numero de hospedeiros que parasitam: sendo
de 1 hospedeiro, quando completam as ecdises sem sair do hospedeiro; de 2 hospedeiros,
quando as ninfas ingurgitadas caem do hospedeiro para realizar a muda e de 3 hospedeiros
quando as larvas e as ninfas caem do hospedeiro para realizar a muda (Bowman 2014).

A importancia destes conhecimentos para o controlo dos ixodideos deve-se a que é
mais facil o controlo dos ixodideos que se alimentam de uma Unica espécie, inclusive no caso
de um ixodideo de 3 hospedeiros pertencentes & mesma espécie (Bowman 2014). Porque,

apenas se necessita aplicar o tratamento de controlo numa Unica espécie de hospedeiro; por
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outro lado, quando se trata de um ixodideo de 3 hospedeiros que parasita trés espécies

diferentes de vertebrados, o controlo é dificultado (Bowman 2014).

2.3.1 As sensilhas e a posigao de “questing”

Conforme o mencionado anteriormente, os ixodideos permanecem quiescentes na
vegetacao por longos periodos até serem incitados pelos estimulos dos animais que passam
(Wilkinson 1953; Bowman 2014). Logo, os ixodideos manifestam apeténcia, ao estender e
abanar o primeiro par de patas, em direcdo a estes estimulos, com o objetivo de detetar
moléculas odoriferas (Wilkinson 1953; Sonenshine and Roe 2014). Esta posicao de “busca
do hospedeiro” designada por “questing” pelos autores de lingua inglesa, € fortemente
estimulada pela respiracao e, principalmente, pelo odor dos hospedeiros (Wilkinson 1953).

Através das sensilhas, as carracas detetam estimulos que influenciam o seu
comportamento (Sonenshine and Roe 2014). Estas podem ser classificadas pela sua fungéo,
como, por exemplo, quimiosensilhas, mecanosensilhas, fotossensilhas ou termosensilhas;
pela sua forma, como, por exemplo, sensilha setiforme; ou simultaneamente pela sua funcéo
e forma, sensilhas multifuncionais, como, por exemplo, mecano-quimiosensilhas (Sonenshine
and Roe 2014).

As sensilhas encontram-se dispersas pelo corpo, apéndices articulados e 6rgéos
gquimiossensoriais especializados, tal como, o 6rgdo de Haller, o 6rgao palpar no segmento
terminal do IV articulo dos palpos, as queliceras e os olhos (Sonenshine and Roe 2014).

E de referir que as queliceras, detetam sinais quimicos presentes nos fluidos do
hospedeiro, como, por exemplo, a adenosina 5'- trifosfato (ATP); e o érgdo palpar, deteta
compostos quimicos nao volateis, como, por exemplo a ureia e o acido lactico, que podem ser

encontrados na pele do hospedeiro (Sonenshine and Roe 2014).

2.3.2 Orgé&o de Haller

Na superficie dorsal da extremidade distal do tarso do primeiro par de patas localiza-
se a adaptacdo morfoldégica mais proeminente que regula o comportamento e deteta o
hospedeiro, o 6rgao de Haller (Figura 2) (Sonenshine and Roe 2014).

O 6rgao de Haller é um importante érgdo sensorial que é constituido por capsulas que
encerram multiplas sensilhas sensoriais, olfativas e gustativas, e, por conseguinte, possui a
capacidade de localizar com precisdo o hospedeiro, a uma distédncia de 1 a 2 metros
(Sonenshine and Roe 2014). Estas sdo compostas por quimiorrecetores e termorrecetores,
gue detetam moléculas odoriferas, o calor e outros estimulos externos (Sonenshine and Roe
2014).
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O 6rgéo de Haller é formado por:

i. uma capsula posterior que contém numerosas sensilhas expostas ao exterior através

de uma pequena abertura (Figura 2)

ii. uma fenda anterior, distal a capsula posterior, contendo 6 a 7 sensilhas olfativas e
sensilhas com poros na ponta, que podem ter funcfes gustativas, mecanossensoriais

entre outras (Figura 2) (Sonenshine and Roe 2014).

O 6rgéo de Haller esta presente em todos os estadios pés-embrionarios e possui
capacidade regenerativa e/ou adaptativa; o que pode determinar para cada estadio a escolha
por determinado hospedeiro (Sonenshine and Roe 2014).

E de realcar, que os recetores sensoriais quimicos sdo classificados como olfativos
guando detetam substancias quimicas transportadas pelo ar e gustativos quando reconhecem
substancias quimicas presentes nos fluidos, tal como, o sangue (Sonenshine and Roe 2014).

Com base no referido anteriormente, salienta-se que ha estudos que se concentram
em compreender a comunicagdo quimica das carragcas com o fim de desenvolver novos
métodos de controlo, ja que o sistema sensorial € um sistema suscetivel (Sonenshine and
Roe 2014).

Figura 2. Microfotografia electrénica de varrimento ilustrando a superficie dorsal e o 6rgédo terminal
(apotele) do I tarso de Dermacentor variabilis. Fenda anterior do érgao de Haller (Ap), capsula posterior do
orgédo de Haller (Pc), Pulvilho (Pv) (Fonte: “Biology of ticks” dos autores Sonenshine e Roe (2014) com
direitos autorais e reproduzido com a permissao do licenciador através da PLSclear).

2.4 Efeitos das substancias quimicas e terminologia de controlo
As substancias quimicas, dependendo da sua natureza, podem afetar insetos e

artropodes e produzir um ou mais dos efeitos descritos na Tabela 1:
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Tabela 1. Possiveis efeitos nalocomocéo, repouso, fertilidade, acasalamento, postura,

sobrevivéncia e alimentacao dos artropodes na presenca de determinada substancia quimica.

i.  Continua em movimento sem alterar a trajet6ria, virar-se ou mudar de direcao
(Dethier et al. 1960).

i. Cessa o0 movimento por inibir ou deter (Dethier et al. 1960).

ii. Diminui a velocidade do movimento (resposta ndo direcionada) por inibir ou
deter (Dethier et al. 1960).

iv. Aumenta a velocidade de rotacéo por estimular a locomocéo (Dethier et al.
1960).

Locomog&o v.  Aumenta a velocidade do movimento (resposta n&o direcionada) por
estimular a locomocgé&o (Dethier et al. 1960).

vi. Inicia um movimento por estimular a locomocao (Dethier et al. 1960).

vii. Diminui a velocidade de rotacao (resposta néo direcionada) (Dethier et al.
1960).

vii. Direciona-se para a fonte (resposta direcionada) por ser atrativo (Dethier et
al. 1960).

ix. Afasta-se da fonte (resposta direcionada) por ser repelente (Dethier et al.
1960).

Repouso i.  Inicia um movimento (Dethier et al. 1960).
i. Permanece em repouso (Dethier et al. 1960).

i. Cessa o0 ato de se alimentar ou provoca a interrup¢do do contato entre o
Alimentac&o artropode e o hospedeiro (Dethier et al. 1960; Halos et al. 2012).

i. Impede ou previne que se alimente (Halos et al. 2012).

ii. N&o interfere (Dethier et al. 1960.)

Fertilidade, i.  Inicia ou estimula (Dethier et al. 1960).

i. Inibe (Dethier et al. 1960).
acasalamento, postura, ii. Interfere com a fertilidade do ovo e subsequente desenvolvimento de fases
sobrevivéncia do ciclo de vida fora do hospedeiro. (Halos et al. 2012).

iv. Provoca a morte do artropode (Halos et al. 2012).

Do mesmo modo Halos et al. (2012) sugerem as definicbes da nomenclatura do

controlo das carracas, tal como exposto em seguida na Tabela 2:

Tabela 2. Definicbes propostas por Halos et al. (2012) para um glosséario de terminologia do
controlo de carragas.

Termo Definigéo

Efeito irritante que provoca o afastamento e a queda da carraca ap6s

Repeléncia sensu stricto ;
0 contato com o pelo do animal tratado.

Interferéncia no processo de fixacao, incluindo a inibicdo da fixacéo, a
Interferéncia na fixacéo retirada das pecas bucais na fase de fixagdo ou o desprendimento das
carracas ja fixadas.

Interrupcdo do mecanismo de fixacao e a queda da carraga do
Expulséo hospedeiro, isto é, causa o desprendimento das carracas fixas ou
impede a fixacdo de mais carracas infestantes.

Interferéncia no processo de alimentacéo, evitando qualquer refeicdo

Efeito dissuasor alimentar p
sanguinea.

Efeito letal Capacidade de induzir a morte, efeito acaricida sensu stricto.
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2.4.1 Repelente

A aplicacéo de repelentes é uma medida crucial para a prevencéao e controlo da fixacado
dos ixodideos ao hospedeiro e da transmisséo das doencas transmitidas por vetores (Farooq
et al. 2022).

O termo repeléncia para os artrépodes, que mantém um contacto de longa duracdo
com o hospedeiro, é dificil de definir e € necessario melhorar e compreender o significado de
repeléncia, especificando-o para cada ectoparasita (Halos et al. 2012).

De forma geral, o efeito repelente significa a evitacdo do contato dos ectoparasitas
com o animal tratado (EMA 2021). Os repelentes de artrépodes sdo definidos como
substancias que fazem com que o artrépode se afaste ou evite totalmente o contato e a
refeicdo sanguinea com o animal tratado e/ou caia do hospedeiro (Halos et al. 2012; EMA
2021; Faroog et al. 2022). As substancias com efeito repelente para os ixodideos,
dependendo da sua natureza, poderdo causar diversas reaces (EMA 2021).

Farooq et al. (2022) diferenciam o significado de repelente espacial versus repelente
topico. O repelente de artrépodes espacial evita a aproximagédo do artropode ao hospedeiro e
atua como uma barreira entre o vetor e o hospedeiro (Farooq et al. 2022). Possui assim, a
capacidade de manter os artrépodes afastados do animal tratado ao impedir que estes
alcancem o hospedeiro através do bloqueio de estimulos ou da formagé&o de vapores ao redor
do hospedeiro que sdo desagradaveis para os ixodideos (Farooq et al. 2022).

O repelente de artrépodes tdpico evita que o artrépode se fixe no hospedeiro, tendo a
capacidade de fazer com que o artrépode caia do hospedeiro, quando este consegue alcanga-
lo (Farooq et al. 2022). Ao contrério dos repelentes espaciais, estes ndo séo sé desenvolvidos
para afastar os ixodideos, mas também para provocar o efeito de irritacdo nos ixodideos,
impedindo assim, a sua permanéncia no corpo do animal tratado (Farooq et al. 2022).

De acordo com as diretrizes do Comité dos Medicamentos para Uso Veterinério
(CVMP) da Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) apresentadas sobre as substancias
antiparasitarias para tratamento e prevencao de infestacdo de carracas no cao e no gato (Felis
catus) referem que o efeito repelente de ixodideos, pode ser caraterizado pelo sensu stricto e
pelo sensu lacto (EMA 2021). O efeito repelente, sensu stricto, € determinado por um efeito
irritante sobre os ixodideos (EMA 2021). Isto €, em 6 a 8 horas, tem a funcdo de afastar o
ixodideo do animal tratado e de provocar a queda do ixodideo apés o contacto com o pelo do
hospedeiro (EMA 2021). O efeito repelente, sensu lato, inclui outros efeitos que ocorrem até
24 horas ap0Os a infestagdo inicial, como a inibicdo da fixacdo ou o desprendimento
(interrupcgéo da fixacao de ixodideos que estdo em processo de fixacdo) (EMA 2021).

Comummente, a grande maioria dos repelentes para uso veterinario contém um ou
mais piretréides, como, por exemplo, a permetrina, a cipermetrina e a tetrametrina (Bowman
2014).
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3. Breve introducéo histérica do uso das plantas e o contributo da
etnobotanica

Desde a antiguidade, ainda que houvesse pouca informacéo sobre a fisiologia e 0
metabolismo dos volateis do Reino Vegetal, constatou-se que as flores e as partes vegetativas
das plantas libertam uma multiplicidade de compostos volateis que exercem efeitos no
comportamento de outros seres vivos (Pichersky and Gershenzon 2002). Ademais, antes do
aparecimento dos produtos quimicos sintéticos, as plantas e as substancias derivadas eram
utilizadas para repelir ou matar insetos nocivos, como, por exemplo, os antigos chineses
classicos contém diversas prescricdes de repelentes a base de plantas (Curtis 2018); na
medicina tradicional do Irdo diferentes preparacdes de plantas, incluindo 6leos e extratos, sdo
aplicados ha muito tempo devido a sua atividade farmacolégica e baixa toxicidade (Pirali-
Kheirabadi et al. 2009); e também na Europa e na América do Norte, ha uma forte histéria do
uso de Oleos extraidos das plantas que remonta a tempos antigos (Maia and Moore 2011).

Maia and Moore (2011) referem que a etnoboténica é a procura das plantas medicinais
por meio de entrevistas a conhecedores do folclore e da medicina tradicional, permitindo
assim a descoberta de novos repelentes a base de plantas. Como, por exemplo, o estudo de
Casas et al. (2001) no vale de Tehuacan-Cuicatlan, no México, onde participaram 68
camponeses que partilharam o seu conhecimento sobre a flora, tais como, o nome local, as
formas de uso, as técnicas de preservacédo e de preparacado, as formas de manuseamento, 0
valor econémico e a disponibilidade sazonal.

A etnobotéanica é o método mais direto para identificar as plantas com um uso potencial
em comparacao com a triagem geral de todas as plantas de uma determinada area (Maia and
Moore 2011). Um outro método possivel é a bioprospeccao, que consiste em rastrear
sistematicamente as plantas para um determinado modo de acdo, este € um meio mais

dispendioso e trabalhoso para identificar novos repelentes (Maia and Moore 2011).

4. Compostos orgéanicos volateis

As plantas sintetizam misturas complexas de compostos, dos quais alguns sao
libertados naturalmente na atmosfera (compostos organicos volateis), outros podem ser
extraidos por destilacido ou expressao (compostos organicos volateis) e outros requerem outro
tipo de método de extracdo especifico (compostos ndo volateis) (Pichersky and Gershenzon
2002; Figueiredo 2017a). Os compostos organicos volateis sdo produzidos em estruturas
secretoras especializadas que minimizam o risco de autotoxicidade e concomitantemente
permitem a presenca de altos niveis de componentes metabdlicos em partes onde sao
essenciais para a funcdo defensiva e/ou atraente (Figueiredo et al. 2008). O tipo e a

localizacdo destas estruturas sédo, em geral, caracteristicos da familia da planta (Figueiredo
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et al. 2008).

Reconhece-se que os compostos volateis das flores tendem a ser atrativos para
espécies polinizadoras especificas e 0s compostos volateis dos 6Orgdos vegetativos,
nomeadamente aqueles que séo libertados apo6s atividade herbivora, repulsam a ingestao por
outros animais, sinalizam a presenca dos animais herbivoros aos predadores e atraem 0s
parasitas correspondentes (Pichersky and Gershenzon 2002). Uma vez que, quando Sao
submetidas a qualquer tipo de leséo traumética, as plantas podem produzir novos compostos,
gue ndo estavam presentes anteriormente (Figueiredo et al. 2008). Em simultdneo, estes
compostos influenciam as plantas da proximidade que ao detetarem-nos ativam também os
seus mecanismos de defesa (Pichersky and Gershenzon 2002). Além disso, 0S compostos
volateis atuam também como mecanismo de defesa direta, como, por exemplo, quando
apresentam toxicidade direta aos insetos (Pichersky and Gershenzon 2002).

Os mediadores quimicos, usados na comunicacgao entre diferentes espécies, tal como
mencionados anteriormente, designam-se por aleloquimicos, e exercem como tal um leque
diversificado de influéncias sobre os insetos, como, por exemplo, repeléncia, dissuasao,
melhora da polinizagdo, aumento da oviposi¢do ou a¢ao ovicida e/ou larvicida (Regnault-roger
1997). As propriedades repelentes das plantas, por norma, tém sido investigadas por
fracionamento do Oleo essencial (OE), seguido por testes de repeléncia nas fracOes
individuais (Curtis 2018).

5. Plantas aromaticas e medicinais e a flora portuguesa

Dentro da infinidade de espécies de plantas, encontram-se as plantas aromaticas e
medicinais (PAM) (Regnault-roger 1997). Designam-se aromaticas por conterem compostos
volateis que lhes conferem um odor e sabor caracteristico (Regnault-roger 1997).

As PAM sdo mencionadas desde a antiguidade pelo seu uso como especiarias, ervas
aromaticas ou plantas medicinais como, por exemplo, na confe¢éo de alimentos para realcar
0 sabor, na preservacdo de alimentos, para embalsamar os mortos, para incorporar em
balsamos ou unguentos curativos (Regnault-roger 1997). S6 mais tarde, serviram com o0
proposito industrial, na perfumaria, na cosmética, no fabrico de detergentes, na farmécia, na
quimica fina e na industria alimentar (Regnault-roger 1997).

A periferia do Mediterraneo é rica em PAM (Regnault-roger 1997) e a flora portuguesa
€ composta por cerca de 3800 espécies, das quais 500 espécies sao PAM (Figueiredo et al.
2014). O reconhecimento das PAM possibilita a salvaguarda do patriménio florestal, o
melhoramento da gestdo do espaco rural, a protecdo de recursos hidricos, a limitacdo da
erosao dos solos e a conservacgao da biodiversidade (Figueiredo et al. 2007; Figueiredo et al.
2008).

Dentro das PAM da flora portuguesa, grande parte pertence as familias Apiacea,
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Asteraceae, Laminaceae, Mirtaceae, Oleaceae, Liliaceae, Rosaceae, Leguminosae,
Rutaceae, Hipericaeae, Pinaeceae, Cupressaceae, Lauraceae e Malvaceae que séo ricas em
metabolitos secundarios, os quais estdo presentes nos OE (Figueiredo et al. 2007; Figueiredo
et al. 2008).

6. Oleos essenciais

Os OE sao misturas complexas de compostos organicos de diferente natureza quimica
e com diferentes volatilidades, que incluem os hidrocarbonetos, os &lcoois, os aldeidos, as
cetonas, os acidos, os éteres e os ésteres (Barton 2000; Figueiredo et al. 2007; Figueiredo et
al. 2014). Os OE néo existem, de forma natural, na planta, pois sdo um produto que deriva da
extracao (Figueiredo 2017a). Esta é realizada através de metodologias especificas, que pelo
seu valor e para a sua padronizacdo, se encontram devidamente normalizadas e definidas
internacionalmente (Regnault-roger 1997; Figueiredo et al. 2014, Figueiredo et al. 2017b;
Arafa et al. 2020).

Deste modo, com base na Farmacopeia Europeia, Council of Europe (2010), e a FAO
(1992), citados por Figueiredo et al. (2017b), um OE é internacionalmente definido como o
produto isolado da planta ou de suas partes, exclusivamente através da destilagéo (Figura 3)
ou por processo mecanico (Figueiredo et al. 2014; Figueiredo et al. 2017b), sem empregar
qualquer solvente orgéanico (Figueiredo et al. 2007), conforme detalhado na Tabela 24 do

Anexo 1.

Figura 3. Aspeto do sistema de hidrodestilagdo laboratorial, com o aparelho de Clevenger (a). Pormenor
da ampola de recolha do OE do aparelho de Clevenger, no qual, o OE de tonalidade azul encontra-se na
fase superior e o hidrolato transparente encontra-se na fase inferior. Fonte: “Volateis e 6leos essenciais:
parte II” dos autores Figueiredo et al. (2017c) com direitos autorais e reproduzido com a permissido da
Revista Técnico-Cientifica Agricola AGROTEC e da autora Figueiredo AC.

Portugal integra a International Organization for Standardization (ISO), Organizagéo
Internacional de Normalizac&o de Oleos Essenciais, ISO/TC 54, através da Comiss&o Técnica
de Oleos Essenciais (CT 5) (Figueiredo et al. 2014). Desta forma, assegura as especificacdes,
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certifica a qualidade, garante a seguranca, assegura a eficacia, identifica a gama de variacédo
dos componentes predominantes e paralelamente, reconhece a variabilidade quimica e a
existéncia intrinseca de quimiotipos! (Figueiredo et al. 2014).

Para além da 1SO, organizacBes de referéncia como a Association Francaise de
Normalisation (AFNOR), a European Cooperative Programme for Plant Genetic Resources
(ECPGR), a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA), a European Scientific Cooperative
on Phytotherapy (ESCOP), as Farmacopeias (Portuguesa, Europeia, entre outras), a Flavor
and Extract Manufacturers Association (FMA), a German Commission E Monographs, o USA
Food Chemical Codex (FCC), a World Health Organization (WHO) e também a obra
denominada “Plantas aromaticas e 6leos essenciais : composigao e aplicagdes” publicacéo
da Fundacédo Calouste Gulbenkian; providenciam monografias e especificacbes sobre os OE
e sobre as PAM (Figueiredo et al. 2014).

Os OE estéo entre os compostos mais valiosos provenientes das plantas (Figueiredo
et al. 2007), e sédo utilizados em diversas areas, tais como a industria farmacéutica, a industria
alimentar, a industria de cosmética e perfumaria, (Batish et al. 2006; Batish et al. 2008;
Figueiredo et al. 2017b) e a indUstria agricola. Nesta Gltima, sao utilizados para controlo de
pragas e doengas com o0 beneficio de n&o terem efeito acumulativo no ambiente e
apresentarem um largo espectro de agdo que restringe o desenvolvimento de estirpes

patogénicas resistentes (Figueiredo et al. 2007; Figueiredo et al. 2008).

6.1.Interesses e vantagens

Devido aos desafios atuais no combate a poluicdo ambiental e pelos efeitos nocivos
dos produtos sintéticos, ha um interesse crescente por praticas agricolas ecoldgicas e por
produtos de origem natural, o que leva a um aumento do desenvolvimento de produtos
comerciais, para uso humano e animal, com matérias-primas naturais e da pesquisa de
abordagens alternativas para o controlo de pragas ou vetores, entre as quais alternativas
botanicas como, por exemplo, os OE (Trumble 2002; Batish et al. 2008; Ellse and Wall 2014;
Chattopadhyay et al. 2015).

Embora, atualmente, os repelentes sintéticos sejam muito mais utilizados do que os
OE, os repelentes de artrépodes a base de plantas tém tido um desenvolvimento promissor e
as evidéncias obtidas demonstram o valor potencial dos OE, os quais tém sido muito utilizados
como compostos de controlo de piolhos, &caros e carracas (Maia and Moore 2011; Ellse and

Wall 2014; Lee 2018). Os OE estédo na composi¢cdo de muitos dos repelentes comerciais para

1 Os quimiotipos séo grupos quimicamente distintos dentro da mesma espécie de plantas
fenotipicamente idénticas, que diferem no tipo ou proporgdo dos seus constituintes quimicos
(Figueiredo 2017a).
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perfumar ou como atividade repelente, como, por exemplo, os OE de hortela-pimenta, geranio,
pinheiro, tomilho e patchouli (Maia and Moore 2011).

O controlo de ectoparasitas, designadamente ixodideos, em animais usando
inseticidas sintéticos neurotdxicos tém progressivamente desenvolvido resisténcias (Foil et al.
2004; Ellse and Wall 2014). Foil et al. (2004) mencionam que Boophilus microplus
desenvolveram resisténcia a muitas das classes de acaricidas, incluindo, organoclorados
(dicloro-difenil-tricloroetano, DDT), piretrdides, organofosforados e formamidinas
(amitraz). Além disso, Pirali-Kheirabadi et al. (2009) referem que Rhipicephalus (Boophilus)
annulatus tém desenvolvido resisténcia aos acaricidas sintéticos utilizados.

Em consonancia com o exposto acima, o interesse e a procura pelos OE deve-se
sobretudo a:

i. serem de origem natural e ecolégicos (Chung et al. 2013; Chattopadhyay et al. 2015;
Figueiredo 2017a);

ii. serem biodegradaveis e ndo deixarem residuos nos alimentos e no meio ambiente
(Batish et al. 2008; Chung et al. 2013; Tabaria et al. 2017; Figueiredo 2017a);

iii. serem eficazes na protecdo contra as picadas de insetos ou artropodes sugadores de
sangue e terem um largo espectro de agéo (Batish et al. 2008; Chattopadhyay et al.
2015);

iv. possuirem, em geral, baixa toxicidade para os mamiferos, quando o seu uso cumpre
as doses meédias diarias aceites (Batish et al. 2008; Figueiredo et al. 2008);

v. apresentarem menor toxicidade do que os pesticidas e inseticidas sintéticos, e,
portanto, causam menor ecotoxicidade (Batish et al. 2008; Figueiredo 2017a);

vi. terem a capacidade de desempenhar, simultaneamente, mais do que uma funcdo dos
seus equivalentes sintéticos (Figueiredo 2017a);

vii. poderem ser mais econémicos (Batish et al. 2008; Figueiredo 2017a);

viii. possuirem uma vasta gama de acdes, reduzindo o risco de desenvolvimento de
estirpes patogénicas resistentes (Figueiredo et al. 2008);

ix. poderem apresentar eficacia ovicida nos ectoparasitas (Ellse and Wall 2014);

X. ser possivel extrai-los de recursos naturais autossustentaveis (Tabaria et al. 2017).

6.2.Desvantagens e contra-indicagdes
Deve-se ter em conta que os produtos de origem natural nem sempre sdo mais seguros
do que os produtos sintéticos e também ndo estdo isentos de originar efeitos colaterais
indesejados, como no caso dos OE, que advém sobretudo pelo seu uso indevido (Figueiredo
2017a; Lee 2018).
Sabe-se que alguns dos componentes das plantas podem causar efeitos deletérios na

saude, tanto humana como animal, e podem inclusive levar & morte (Trumble 2002). Portanto,
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€ necessario ter atencdo aos compostos dos repelentes a base de plantas (Maia and Moore
2011) e ndo presumir que por serem naturais sejam seguros, até porgue entre eles alguns
serdo mais seguros do que outros (Trumble 2002). Por exemplo, Curtis (2018) menciona que
a rotenona, substancia extraida da planta do género Derris, € muito mais toxica para 0s
humanos do que a maioria dos inseticidas sintéticos (Curtis 2018). Logo, a premissa de que
qualquer produto natural € mais seguro do que qualquer produto sintético é revogada (Curtis
2018).

Além disso, a maioria das plantas usadas como repelentes sdo também utilizadas na
indastria alimentar ou na perfumaria, o que pode levar a associacao dos OE como opc¢des
naturais mais seguras que o N,N-dietil-3-metilbenzamida (DEET) (Maia and Moore 2011). No
entanto, muitos dos OE podem causar dermatite de contato, como, por exemplo, Thymus
vulgaris a 2% em 0,1% de trans-2-hexenal pode causar irritagdo cutanea segundo os autores
Strickman et al. (2009), citados por Maia e Moore (2011, p. 10).

Trumble (2002) refere que grande parte dos produtos naturais, incluindo os produtos
para o controlo de insetos, ndo foram avaliados escrupulosamente quanto a eficacia e
seguranca, submetidos a ensaios rigorosos e carecem de regulamentos que fornegam
limitagBes relativas a composi¢édo ou a quantidade de ingredientes. Ademais, 0 mesmo autor
sublinha que mesmo que estes sejam benignos, ndo impede que se misturados ou preparados
indevidamente possam causar maleficios.

Em consonancia com o exposto acima, algumas desvantagens do uso dos OE séo:

i. poderem provocar irritagdo cutanea, sobretudo se houver exposicao a luz solar (Maia
and Moore 2011);

ii. o efeito repelente & dependente da formulacdo e da concentragdo (Maia and Moore
2011);

iii. acomposicao quimica é inevitavelmente variavel (Figueiredo et al. 2007; Figueiredo et
al. 2008);

iv. ainstabilidade das condicdes fisiologicas, ambientais, climaticas e geopoliticas podem
afetar negativamente os suprimentos e precos (Figueiredo et al. 2007; Figueiredo et al.
2008);

v. se nao proveniente de uma fonte sustentavel e agricultura biolégica, podem ter sido
aplicados fertilizantes e pesticidas sintéticos no cultivo das plantas (Maia and Moore
2011);

vi. serem substancias volateis, e ndo atingirem uma longa duracdo, como, por exemplo, 8
horas de durac&o como um repelente ideal (Stefanidesova et al. 2017);

vii. na sua maioria, suscetiveis ao oxigénio e a luz (Chung et al. 2013);

viii. ao volatilizarem rapidamente requerem repetidas aplicacdes (Chattopadhyay et al.

2015) ou de outro método ou férmula para aumentar o tempo de acéo;
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ix. necessidade de avaliar a sua atividade em condi¢cbes de campo (Batish et al. 2008);

X. 0s efeitos sobre outros organismos néo-alvos, incluindo polinizadores e predadores
naturais, podem néo ter sido avaliados. Batish et al. (2008) referem que apesar do OE
de eucalipto possuir um vasto espectro de ag¢do contra fungos, bactérias, insetos,
acaros e ervas daninhas e pode ser usado no controlo de pragas, de forma segura para
o0 ambiente; na forma de vapor apresenta toxicidade elevada e desconhecem-se 0s

seus efeitos sobre 0s organismos nao-alvos.

Em vista disso, o conhecimento da composi¢cao quimica dos OE é fulcral para a
compreensdo dos possiveis mecanismos de tolerancia e/ou efeitos secundarios (Figueiredo
2017a).

6.3.Composicao quimica e quimiotipos

A guimiodiversidade bem como a biodiversidade sao inerentes a vida (Gershenzon
and Dudareva 2007). Os organismos vivos produzem inlmeros compostos organicos, de
baixo peso molecular, designados metabdlitos secundarios (Gershenzon and Dudareva
2007). Apesar de se terem desenvolvido inUmeros estudos relativos a sintese, biossintese e
atividades bioldgicas destas substancias, o conhecimento sobre o seu desempenho na
natureza é escasso, especialmente para os terpenos (Gershenzon and Dudareva 2007).

Os OE sédo uma mistura complexa constituida principalmente por substancias de
natureza terpénica, os terpendides (compostos de terpenos), a par dos alcaloides, uma
variedade de fendis (Figueiredo et al. 2007), 6xidos, éteres, alcoois, ésteres, aldeidos e
cetonas e hidrocarbonetos (Zygadlo and Grosso 1995; Batish et al. 2008). Algumas destas
substancias sédo encontradas em produtos farmacéuticos (Figueiredo et al. 2007).

A temperatura ambiente, por norma, os OE encontram-se em estado liquido e podem
ser misciveis com solventes organicos, mas nao com agua (Barton 2000, Figueiredo et al.
2007).

A espécie da planta pode ser averiguada pela composicdo do OE (Zygadlo and Grosso
1995), e tanto a mistura total ou como alguns de seus constituintes, podem ser usados para
fins quimiotaxondmicos (Figueiredo et al. 2008). Porém, apesar da analise quimica do OE ser
significante para a padronizacéo (Trumble 2002), a comparagdo da composi¢cdo descrita em
diferentes estudos é por vezes dificil ou até impossivel, pois sdo propensos a variabilidade e
existe um grande namero de elementos envolvidos (Figueiredo et al. 2008). Por exemplo, o
tipo de material vegetal utilizado (folhas, flores, caules, raizes, madeira, frutos, casca,
pericarpo ou sementes), assim como, o estagio de desenvolvimento do 6rgdo ou material
vegetal que é extraido, ira ter variacdes, dado que as plantas possuem diferentes estruturas

secretoras com distribuicdo heterogénea (Figueiredo et al. 2008; Figueiredo et al. 2014). Além
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disso, fatores como a sazonalidade, condicbes de cultivo e ambientais (altitude, exposicao
solar, fatores edéficos, método de extracdo entre outros), diferencas genéticas, origem
geogréafica, condicbes de armazenamento e preparacdo (contaminacdes, oxidacao,
resinificacdo), as distintas metodologias de isolamento e andlise, e de um modo genérico, por
se tratar de um produto natural inevitavelmente é variavel por natureza (Barton 2000; Tawatsin
et al. 2001; Batisha et al. 2006; Figueiredo et al. 2007; Figueiredo et al. 2008; Ruppert-
Aulabaugh 2014). Contudo, néo invalida a exigéncia intrinseca de uma garantia de constancia
e qualidade, tal como um bioproduto, a fim de garantir a eficacia e seguranca (Figueiredo
2017a).

Além disso, a especificacdo bioquimica, como a identificagdo da presenca de
quimiotipos é deveras relevante, pois sabe-se que diferentes quimiotipos podem apresentar
desempenhos distintos numa atividade ou propriedade bioldgica (Ruppert-Aulabaugh 2014;
Figueiredo 2017a). Embora nem todos os OE apresentem quimiotipos e apenas alguns
quimiotipos estao disponiveis no mercado (Ruppert-Aulabaugh 2014), existem OE de diversas
espécies que possuem Varios quimiotipos como, por exemplo, o Thymus spp. (Figueiredo
2017a).

6.4. Atividade repelente e formas de melhorar o tempo de acéo

Pirali-Kheirabadi et al. (2009) mencionam que foram relatadas propriedades
repelentes dos OE em carracas e Lee (2018) refere que varios estudos demonstram que 0s
OE tém efeitos repelentes significativos, inclusive, com uma concentracdo baixa, tal como,
Stefanidesova et al. (2017) constataram a sua interferéncia na procura do hospedeiro pelos
Dermacentor reticulatus.

Bissinger and Roe (2010) acrescentam que a atividade repelente para as carracas é
determinada por distintos fatores, tais como, a taxa de evaporacéo no local de aplicacdo, o
contacto ou a repeléncia espacial, a taxa de entrega ao recetor e a poténcia do composto no
desencadeamento da acao repelente. Ao nivel da sensilha, a poténcia da atividade repelente
€ sujeita a rececao do repelente no recetor, a afinidade do recetor ao repelente, a degradacgéo
do repelente e a poténcia do repelente no recetor em incitar uma acéo repelente eficaz
(Bissinger and Roe 2010). Além disso, a eficacia de um OE ndo depende s6 de um constituinte
isolado, mas sim dos constituintes como um todo, devido a existéncia de efeitos sinérgicos e
antagoénicos entre si (Figueiredo 2017a), ou em alguns casos, com outros compostos
(Regnault-roger 1997).

Devido a sua volatilidade, os efeitos de repeléncia sé&o de curta duragéo (Lee 2018) e,
portanto, é necessario e possivel aumentar o tempo de repeléncia (Maia and Moore 2011,
Lee 2018). Do mesmo modo, Lee (2018) acrescenta que compreender o modo de a¢édo dos

repelentes bem como saber como os repelentes modulam a detecdo de odor pelos insetos
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permitira planear e criar melhores formulas de repelentes.

Ademais, Bissinger e Roe (2010) referem que para atingir altos niveis de repeléncia,

equivalente a 6 horas ou mais, € essencial que haja um favorecimento entre todos os fatores

relevantes na funcao de repelente, mencionados anteriormente.

Assim sendo, diversos métodos foram descritos para melhorar a eficacia da acéo

repelente dos OE (Lee 2018), apresentam-se em seguida alguns exemplos:

Vi.

Vii.

os resultados de Sakulkua et al. (2008) constataram que um aumento da concentracao
de glicerol e de surfactante na emulséo (processo de homogeneizacéo de alta pressdo)
do OE de Cymbopogon nardus encapsulado resultou na diminuicdo da volatilidade e
aumento do tempo de protecao;

Tawatsin et al. (2001) comprovaram que o tempo de repeléncia para os mosquitos
Aedes aegypti, Anopheles dirus e Culex quinquefasciatus foi significativamente maior
guando foi incorporado vanilina, a 5%, aos OE de Curcuma longa, Cymbopogon
winterianus, Citrus hystrix e Ocimum americanum;

0 uso de agentes fixadores melhora a eficacia repelente (Lee 2018), como, por
exemplo, Moore et al. (2007) inferiram que a sua adi¢do ao p-mentano- 3,8-diol (PMD)
e ao OE das folhas de Cymbopogon citratus ou de Cymbopogon flexuosus fez com
que o tempo de volatilizacdo fosse adiado e consequentemente aumentasse a sua
eficacia;

a formulacédo de um adesivo em polimeros a base de OE é considerada um repelente
de libertagdo lenta eficaz para Aedes (Stegomyia) albopictus e seguro no modelo
animal, pois ndo se observou mudancas significativas nos parametros respiratérios,
hematoldgicos e bioquimicos nos ratos Wistar, Rattus norvegicus (Chattopadhyay et
al. 2015). E apos 14 dias de exposicdo, os ratos ndo sofreram qualquer alteracdo
histopatol6gica do parénquima pulmonar (Chattopadhyay et al. 2015);

0 uso de varios OE de forma sinérgica tem sido reportado que pode fornecer maior
atividade repelente do que o obtido com um unico OE (Lee 2018);

o uso de formulacdes a base de cremes e de misturas de polimeros aumentam o efeito
repelente (Lee 2018);

a microencapsulacdo ou nanoemulsdo (Lee 2018) permite melhorar o efeito de
libertagdo e a estabilidade face aos fatores ambientais dos OE, obtendo assim, um
efeito repelente de longa duracdo (Chung et al. 2013). Chung et al. 2013, constaram
gue as microcapsulas de OE de T. vulgaris demonstraram uma volatilizacao controlada
e um efeito repelente de longa duragéo, e com a maior eficiéncia e estabilidade quando

incorporado com o emulsificante lauril sulfato de sédio.

Acresce que, os estudos toxicologicos associados as ciéncias multibmicas permitem
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encontrar novos repelentes, monitorizar a exposi¢cdo, acompanhar as respostas celulares a

diferentes doses, avaliar os mecanismos de a¢ao e prever riscos inerentes (Lee 2018).

6.5.0leo essencial de eucalipto

O género Eucalyptus refere-se a uma arvore nativa da Austrdlia, que pertence a familia
Myrtaceae, de grande envergadura com folhagem perene e perfumada, da qual se extrai o
OE (Batish et al. 2008). Eucalyptus spp. abrange cerca de 700 espécies, as quais séo
cultivadas em varias partes do mundo, incluindo Portugal (Figura 4) (Barton 2000).

Sabe-se que, as matérias-primas e os produtos derivados de Eucalyptus spp. tém sido
usados ao longo da histodria, e esta relatado que as folhas de Eucalyptus spp. faziam parte da
medicina tradicional dos povos aborigenes da Austrélia e que os primeiros colonizadores
europeus tiveram interesse no 6leo (Barton 2000; Batish et al. 2008).

As folhas de eucalipto, E. globulus Labill, possuem a classificacdo GRAS (Generally
Recognized as Safe) da FDA e a aprovacgéo, quando em quantidade minima necesséria e na
forma apropriada, para a incorporagdo em produtos alimentares para consumo humano (FDA
2022).

O 1,8-cineol é o composto quimico presente no OE de Eucalyptus spp. com maior
relevancia, o qual tem o nome comercial de eucaliptol (Barton 2000). Este composto é
biodegradavel e ndo ha indicacdo de provocar ecotoxicidade, além disso, possui diversas
propriedades, como, por exemplo, bactericida, herbicida, inseticida e alelopético, porém, é de
referir que os outros constituintes, mesmo que presentes em pequenas quantidades tém uma
importancia, uma funcéo e um potencial especifico (Barton 2000).

No que diz respeito as suas caracteristicas, sabe-se que é um liquido incolor entre o0s
0 °C e 0s 177 °C e possui um odor intenso caracteristico (Barton 2000). Este é considerado
um agente letal e tem diferentes propriedades e um largo espectro de acgdo, que inclui
atividade antimicrobiana, fungicida, inseticida, repelente (nomeadamente para o controlo de
ixodideos), herbicida, acaricida, nematicida e dissuador alimentar para os herbivoros (Barton
2000; Batish et al. 2008; Madreseh-Ghahfarokhi et al. 2019), solvente industrial e aditivo para
0s combustiveis (Barton 2000). Realca-se que é considerado um repelente de insetos
registrado pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) e aprovado para
uso tépico em humanos (Lee 2018). Contudo, o Unico repelente a base de plantas para uso
publico defendido pelo CDC (Centros de Controlo e Prevencgéo de Doengas) € o PMD, o qual
€ um derivado do Eucalyptus spp., e esta comprovado ser seguro para a saude humana (Lee
2018).
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Figura 4. Eucaliptos (E. globulus) numa area florestal, em Leiria, Portugal (Fotografia original).

6.6.0leo essencial de tomilho

Os OE da familia Lamiaceae sdo comumente empregues como repelentes de insetos,
dentro dos quais, o OE da planta T. vulgaris (Figura 5) € considerado um repelente eficaz
(Maia and Moore 2011; Chung et al. 2013; Stefanidesova et al. 2017).

Os constituintes maioritarios do OE de T. vulgaris, por norma, séo o timol, o linalol, o
cariofileno, o carvacrol e o p-cimeno (Stefanidesova et al. 2017; Tabaria et al. 2017).

Tabaria et al. (2017) mencionam que ha estudos que mostram que o timol e o carvacrol
presentes, apresentam toxicidade contra vetores, nomeadamente artropodes, e destacam
gue estes monoterpendides sao promissores para férmulas acaricidas e repelentes eficazes
no controlo de Ixodes ricinus. E concomitantemente, com seguranca e baixa toxicidade para
0 meio ambiente, salde humana e animal, assim como, com baixo nivel de residuos nos
produtos de origem animal (Tabaria et al. 2017).

Em seguida apresentam-se alguns estudos que corroboram a atividade repelente do
OE de T. vulgaris e de alguns de seus constituintes (Arafa et al. 2020):

i.  No projeto experimental de Stefanidesova et al. (2017) demonstraram que o OE de T.
vulgaris, a 3%, repeliu 68,2% de D. reticulatus adultos;

ii. Arafa et al. (2020) indicam que a repeléncia do timol (99% pureza) foi dependente da
concentracdo e demonstraram que o timol a 10% (concentragdo maior usada no
estudo) repeliu 85,7% das larvas de R. annulatus;

iii.  No estudo realizado por Soutar et al. (2019) em condi¢cdes de campo, verificaram que
a taxa de queda das ninfas de I. ricinus que alcancavam as calcas impregnadas com
o0 OE de T. vulgaris (100% puro) a 5% foi de 70,4%, superior ao OE de Origanum
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vulgare, OE Rosmarinus officinalis e ao etanol testados, e muito equivalente e
ligeiramente superior ao DEET a 20%, em que a taxa de queda foi de 64,7%, dentro
dos 3 minutos apds a primeira contagem a seguir a caminhada;

iv.  Chung et al. (2013) demostraram que o OE de T. vulgaris em microcipsulas
manifestou elevada atividade repelente e eficaz, superior a 90%, nas larvas de Plodia
interpunctella;

v. Tabaria et al. (2017) demostraram que tanto o carvacrol como o timol nas
concentracoes de 0,25%, 0,5%, 1%, 2% e 5% repeliram mais de 90% das larvas de I.

ricinus e registaram também efeito acaricida.

Figura 5 - Tomilhos (T. vulgaris) em cultivo em Evora, Portugal (Fotografia com o crédito e reproduzido
com a permissdo de Aromaticas d’ Palma, projeto de Agricultura Biodinamica).
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AVALIACAO DA ACAO REPELENTE DOS OLEOS ESSENCIAIS EM
IXODIDEOS PARASITAS DO COELHO-BRAVO COM VISTA AO CONTROLO
DA DOENCA HEMORRAGICA VIRAL

1. Objetivos
Face ao enorme declinio da populacéo de coelho-bravo na Peninsula Ibérica e sendo
0s ectoparasitas vetores do VDHV, urge a nhecessidade de criar formas de controlo
sustentaveis.
No presente estudo piloto pretendeu-se avaliar a acao repelente dos OE de E. globulus
e de T. vulgaris sobre os ixodideos. Por conseguinte, os objetivos do trabalho experimental
foram:
i. selecao de OE extraidos de PAM presentes no territorio portugués, a fim de serem
posteriormente testados contra os ixodideos;
ii. captura de ixodideos e posterior identificacao;
ii.  criagdo de ixodideos em laboratério;
iv.  testagem da eficacia da acao repelente dos OE de E. globulus e de T. vulgaris, em
concentragbes de 2,5% e 5%, em ninfas e adultos de Hyalomma marginatum,
Dermacentor marginatus e Rhipicephalus sanguineus.

2. Materiais e métodos

2.1.Captura e identificacdo de ixodideos

As capturas de ixodideos podem ser realizadas na fase de vida livre ou na fase
parasitaria. Para a captura de ixodideos na fase de vida livre foi utilizado o método de
arrastamento de bandeira que consistiu na passagem de uma toalha turca, limpa e de cor
branca, sobre a vegetacdo. Posteriormente, apos verificar a existéncia de carracas agarradas
a toalha, estas foram cautelosamente colhidas e devidamente acondicionadas em frascos de
plastico com tampa de rosca, juntamente com algumas ervas. De seguida, alguns espécimes
foram colocados no frigorifico até ao momento da sua identificagéo e/ou utilizagdo no ensaio

ou colocados na estufa, conforme detalhado em 2.1.1.
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Figura 6. Captura de ixodideos com recurso ao método de arrastamento da bandeira (Fotografia original).

A técnica de arrastamento da bandeira foi realizada na area florestal de Santa Catarina
da Serra, no distrito de Leiria e na Herdade do Infantado, localizada em Samora Correia, no
distrito de Santarém, préximo a tocas de coelhos selvagens.

A captura de carracas em fase de vida parasitaria foi feita diretamente em bovinos,
Bos taurus, num gato e num céo. Cada animal parasitado foi inspecionado visualmente e por
palpacdo, de modo a detetar a presenca de carracas. As carragas foram retiradas
cuidadosamente da pele do animal de modo a manter as suas pecgas bucais intactas.
Posteriormente foram acondicionadas, tal como descrito anteriormente.

Para conservar a vitalidade e reduzir o impacto da manipulacdo, os ixodideos
utilizados foram identificados até ao género previamente a cada ensaio. No final do mesmo,
verificou-se a sua vitalidade e foram colocados em frascos contendo alcool etilico a 70°. Neste
sentido, procedeu-se a identificacdo da espécie, com o auxilio de um estereomicroscépio
binocular e as chaves dicotémicas de caracteristicas morfo-anatémicas dos autores Estrada-
Pefia (2000) e Estrada-Pefia et al. (2004).

2.1.1. Criacéo de ixodideos em laboratério

A criacdo em condi¢Bes de laboratério é essencial para investigar, entre outros
objetivos, a resisténcia a acaricidas (Elhachimi et al. 2021) e/ou repelentes.

No dia 21 de outubro de 2019, 5 fémeas ingurgitadas, recolhidas de bovinos (Figura
7), e no dia 1 de novembro de 2019, apos colheita de 68 ninfas ingurgitadas pelo método de
arrastamento de bandeira na Herdade do Infantado, localizada em Samora Correia, no distrito

de Santarém (Figura 8), procedeu-se ao seu acondicionamento na estufa incubadora (Figura
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9). As fémeas ingurgitadas e as ninfas ingurgitadas, colocaram-se, individualmente e/ou em
conjunto, num frasco identificado, coberto por “tule” e uma tampa perfurada ou em placas de
Petri identificadas (Figura 7 e 9). Nos frascos e nas placas de Petri, foi colocado um pedaco
de papel de filtro no seu interior para absorver as fezes dos artrOpodes e o excesso de

humidade (Figura 7).

Figura 7. Aspeto das fémeas ingurgitadas, em vista superior, antes do inicio da experiéncia (a), frascos e
respetivas tampas perfuradas (b), quatro frascos cobertos com tule e respetiva tampa perfurada contendo
no seu interior uma fémea ingurgitada (c), retangulos de papel de filtro (d) e vista lateral do frasco tapado
com um pedaco de tecido tipo “tule” e tampa perfurada, contendo no seu interior um retangulo de papel
de filtro e uma fémea ingurgitada (e) (Fotografias originais).

Figura 8. Aspeto dos ixodideos em frasco de plastico apds a sua colheita (a), ninfas ingurgitadas colocadas
numa placa de Petri (b) e uma ninfa numa placa de Petri para observacdo com o estereomicroscépio
binocular (c) (Fotografias originais).
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Figura 9. Aspeto de uma fémea ingurgitada no interior do frasco antes da sua colocagdo na estufa (a),
interior da estufa incubadora (b), manuseio da estufa incubadora (c), frascos tapados contendo as ninfas

no seu interior (d) e frascos e placas de Petri contendo os ixodideos no interior da estufa (e) (Fotografias
originais).

Na introducdo das fémeas ingurgitadas, a estufa mantinha em seu interior uma
temperatura de aproximadamente 25°C, semelhante ao realizado pelos autores Darvishi et al.
(2014). Porém, ap6s 11 dias, quando na introducao das ninfas ingurgitadas, alterou-se a
temperatura da estufa para que durante 3 horas do dia estivesse a 28 °C e as restantes 21
horas do dia a 25 °C. A estufa continha no seu interior uma solugéo saturada de NaCl a 85%
em agua e a humidade relativa iniciou-se com 75+1 % e sofreu variag6es ao longo do tempo,
entre 69% a 85%, semelhante ao realizado pelos autores Darvishi et al. (2014). E de salientar
que durante toda a criagdo nao foi fornecida qualquer iluminacao artificial controlada.

De modo assiduo foi feito 0 acompanhamento e observacgéo dos ixodideos, e quando
disponivel introduziu-se gelo seco como estimulante. Possibilitando assim, a monitorizagéo
das fémeas ingurgitadas e futuras ovoposturas, com o propdsito de obter a eclosdo de um
numero consideravel de larvas a serem utilizadas nos ensaios. Paralelamente, no seguimento
das possiveis mudas das ninfas, & medida que o ixodideo quitiniza dever& ser retirado da
estufa e guardado em ambiente escuro.

2.1.2. Caixa de acrilico com os sistemas de alimentacdo Hemotek ™

Em cada ensaio, os ixodideos foram introduzidos numa caixa de material acrilico
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criada no ambito deste projeto, que continha duas ligagdes para o sistema de alimentacdo
Hemotek™.

No centro da tampa da caixa encontrava-se uma abertura circular que permitia a
entrada de ixodideos, no momento de inicio do ensaio, e durante o ensaio encontrava-se
tapada por uma placa de Petri. A partir do 2° ensaio, criaram-se duas novas aberturas
circulares, uma no lado esquerdo e outra no lado direito da abertura central, na direcdo do
recipiente de refeicdo do Hemotek™. Ambas aberturas, do lado esquerdo e do lado direito,
foram cobertas por uma rede mosquiteira no 2° e 3° ensaio e a partir do 4° ensaio por uma
rede de malha fina esticada num aro amovivel.

Para identificar as distancias dos ixodideos aos papéis de filtro, foram tracejadas
circunferéncias na placa amovivel, cujos os raios tinham 0,5 cm de diferenca e o centro era o

respetivo recipiente de refeicao.

S~ TSI

Figura 10. Aspeto da parte inferior (seta azul), da tampa da caixa (seta laranja) e da placa amovivel (seta
verde) da caixa de acrilico (a), aspeto da caixa de acrilico montada (b), aspeto da caixa de acrilico
montada e com o sistema Hemotek™ ligado (c) e tampa com as duas aberturas cobertas com a rede
mosquiteira e do conjunto das porcas hexagonais e cegas (d) (Fotografias originais).
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2.1.3. Sistema de alimentacdo de membrana Hemotek™ 5W1
O sistema Hemotek™ 5W1 é uma tecnologia de alimentacdo de membrana concebida
para alimentar artrépodes hematéfagos (Figura 11). Este inclui:

i. uma fonte de alimentagdo PS5 que se liga a rede elétrica e se conectam os
alimentadores FU1;

ii. alimentadores FU1 com respetivo cabo que se conecta ao painel frontal da fonte de
alimentacdo PS5. O corpo de plastico do alimentador FU1 sustende uma pequena
placa de aquecimento com um pino para inserir o recipiente de refeicéo;

iii.  recipientes metalicos de refeicdo em forma de disco, com uma &rea para alimentacao
de 660 mmz2 e com capacidade de 1 ml de sangue;

iv.  anéis de vedagao “O-rings” para fixar a pelicula no respetivo recipiente de refei¢ao;

v. termOmetro digital e sonda que permite a medicdo da temperatura da placa de

aguecimento do alimentador.

Figura 11. Aspeto da fonte de alimentagdo PS5 (a), aspeto de um recipiente metdlico de refei¢cdo, um anel
de vedagao “O-ring” e duas tampas de plastico para introducdo nos orificios do recipiente de refeicdo (b);
aspeto dos dois alimentadores FU1 inseridos na caixa de acrilico e em que se pode observar o pino no
centro da placa de aquecimento (c), aspeto da medi¢ao da temperatura da placa de aquecimento, antes do
inicio do ensaio, através da sonda e termdmetro digital (d) (Fotografias originais).

2.1.4. Oleos essenciais e a sua dilui¢cdo e o controlo negativo

Os OE selecionados foram adquiridos na “Blossom Essence” e tiveram como
preferéncia serem integrais, puros e de extracdo de plantas em territorio portugués. Também
se procurou que existisse a minima possibilidade de conterem compostos sintéticos. Pois,
para além de ser pretendido um produto sustentavel, a qualidade de ndo conter outros
compostos adicionados, pressupdem a fiabilidade do produto utilizado e de seus resultados.
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Com isto, detalha-se que:

i. o OE de E. globulus Labill, 100 % puro, utilizado foi extraido por destilacdo por
arrastamento de vapor das folhas, as quais foram coletadas de eucaliptos,
espontaneos em Proenca-a-Nova, Portugal. Através da analise cromatogréfica
identifica-se que o constituinte com maior percentagem é o 1,8-cineol, com valores
percentuais entre 70% e 85% (Anexo 2);

ii. 0o OE de T. vulgaris L. quimiotipo (CT) Timol, 100 % puro, utilizado foi extraido por
destilacdo por arrastamento de vapor das partes aéreas floridas, as quais foram
apanhadas de tomilhos em cultivo em Barrancos, Portugal. Através da andlise
cromatogréfica identifica-se que o constituinte com maior percentagem € o timol, com

valores percentuais entre 43% e 49 % (Anexo 3).

Nos ensaios testaram-se os OE de E. globulus e de T. vulgaris, 100% puros, em
diluicbes de 2,5% e de 5%. A sua diluicdo foi executada conforme descrito em seguida.

No 1.° e 2.° ensaio utilizou-se a diluicdo de 2,5% do OE de E. globulus e no 3.° ensaio
utilizou-se a mesma diluicdo para o OE de T. vulgaris. Para fazer a dilui¢cdo retirou-se uma
aliquota de 25 pl do respetivo OE e adicionou-se 975 ul de 6leo de coco, Cocos nucifera,
inodoro, num tubo de Eppendorf agitando até total dissolugdo. Obteve-se, assim, OE de E.
globulus a 2,5% para 0 1° e 2° ensaio e OE de T. vulgaris a 2,5% para o 3° ensaio.

No 4.° e 5.° ensaio utilizou-se a diluicdo de 5% do OE de E. globulus e do OE de T.
vulgaris respetivamente. Para fazer a diluicdo retirou-se uma aliquota de 50 uyl do OE e
adicionou-se a 950 ul de 6leo de coco inodoro, num tubo de Eppendorf agitando até total
dissolugéo. Obteve-se, assim, OE E. globulus a 5 % para o0 4.° ensaio e OE de T. vulgaris a
5% para 0 5.° Ensaio.

No 6.° ensaio nao foi feita qualquer diluicdo, pois a substancia a ser testada foi o 6leo
de coco inodoro a 100% e n&o houve nenhuma substéancia colocada no controlo negativo. O
6leo de coco, inodoro, é uma gordura comumente utilizada para diluir os OE. Este ensaio teve
0 proposito de verificar se o 6leo de coco, inodoro, funcionava como um controlo negativo,
isto €, que ndo tivesse qualquer interferéncia com a locomog¢édo e o posicionamento dos

ixodideos.

2.1.5. Preparatérios dos ensaios

Antes do inicio de cada ensaio, fez-se um conjunto de etapas preparatérias, conforme
explicado em seguida.

Selou-se a abertura de cada recipiente de refeicdo com pelicula “Parafim® “M” e
prendeu-se com um anel “O-ring”. A pelicula excedente foi retirada com uma tesoura. De

seguida, agitou-se levemente o tubo com acido etilenodiamino tetra-acético, EDTA, contendo
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0 sangue venoso de coelho-bravo colhido no maximo até 5 horas antes do ensaio. Logo, com
0 auxilio de uma pipeta de Pasteur encheram-se os recipientes de refeicdo com o sangue
através de um dos dois orificios de enchimento (Figura 12) e os orificios foram tapados com
tampas de plastico. Os recipientes de refeicdo foram enroscados no pino da placa de
aguecimento do alimentador. Seguidamente, fez-se a ligacdo do alimentador a fonte de
alimentagcdo PS5 através dos respetivos cabos e ligou-se a corrente elétrica, para permitir o
aquecimento dos recipientes de refeicdo contendo o sangue e mediu-se a temperatura com
um termometro digital (Figura 12). O sangue manteve-se a temperatura aproximada de 37,7
°C +1,6 °C no 1°, 2° e 3° ensaio, de 38,5+0,5 °C no 4° ensaio, de 39 °C no 5° ensaio e de 39,3
°C no 6° ensaio.

Colocou-se cada anel de papel de filtro em volta do respetivo recipiente de refeicéo e
com o auxilio de duas pipetas de Pasteur impregnaram-se os anéis de papel de filtro, um com
0 6leo de coco (controlo negativo) e o outro com o OE (substancia a ser testada) (Figura 13).
Por fim, colocaram-se pelos de coelho-bravo por cima de cada anel de papel de filtro (Figura
13). O pelo de coelho-bravo, foi colhido anteriormente ao dia 3 de margo de 2020 para 0s
ensaios n°l, n°2 e n°3; e para garantir a presenca de odor, colheu-se novamente no dia 12 de

julho de 2020 e foi utilizado nos ensaios n°4, n°5 e n°6.

r

Figura 12. Dois tubos com EDTA contendo o sangue de coelho-bravo (a), recipiente de refeicdo onde se
coloca o sangue com anticoagulante (b), recipiente de refeicao vedado com a pelicula “Parafiim® “M”
esticada com o anel de vedagao “O-rings” (c), enchimento do recipiente de refeicdo com sangue, através
de um dos orificios de enchimento e com o auxilio de uma pipeta de Pasteur (d), medicdo da temperatura
da placa de aguecimento com o termometro digital, antes do inicio do ensaio (e) (Fotografias originais).

36



Figura 13. Colocagéo do 6leo de coco, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, sobre o anel de papel de
filtro (a) e aspeto da placa de acrilico da caixa, apds a colocagao do pelo de coelho-bravo sobre o anel de
papel de filtro embebido em dleo de coco e o anel de papel de filtro embebido em OE de T. vulgaris a 2,5%
(b) no momento de preparagao para o 2° ensaio (Fotografias originais).

Para o ensaio n°6 fez-se a mesma preparacdo conforme descrito anteriormente, a
excecao de que a substancia testada foi o 6leo vegetal de coco inodoro, a 100% (substancia
utilizada como controlo negativo nos ensaios anteriores), e no controlo negativo nao foi
colocada qualquer substancia. Contudo, o anel de papel de filtro do controlo negativo foi
cortado ao meio.

Colocou-se um recipiente com &gua por baixo da caixa de acrilico, como medida de
precaucdo em caso de fuga de ixodideos (este procedimento foi adotado a partir do 2° ensaio).
Do mesmo modo, na auséncia de estanquidade da tampa da caixa foram aplicados materiais
como fita-cola e/ou plasticina.

Previamente ao inicio de cada ensaio, os ixodideos foram transportados,
cuidadosamente, dentro de placas de Petri e/ou frascos tapados e juntamente com
acumuladores de gelo e/ou numa caixa de esferovite com gelo picado no seu interior.
Procurou-se, assim, evitar os estimulos luminosos e inibir o0 movimento dos ixodideos a fim
de impedir o seu desgaste energético. As informacdes referentes ao material utilizado e
respetivas especificacdes encontram-se na Tabela 25 do Anexo 4; e 0s objetivos primordiais
de cada ensaio e informacdes dos ixodideos utilizados nestes, encontram-se detalhadas na
seguinte Tabela 3:
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Tabela 3. Ensaios realizados e respetiva descricao.

NO Ixodideos
Ensaio Fases do ensaio
Captura e origem Qtd* Género
-Método de arrastamento de
bandeira na Herdade do
-Validacéo da caixa de acrilico; Infantado e posterior
1 -Avaliacdo da acao repelente acondicionamento em laboratério 10 -Hyalomma.
do OE de E. globulus a 2,5%. para permitir as ecdises,
realizado no dia 1 de novembro
de 20109.
-Averiguacao das alteracdes
feitas a caixa de acrilico, que
consistiram em duas aberturas
na tampa da caixa de acrilico, -Método de arrastamento de .
. - -Dermacentor;
2 por cima de cada membrana de bandeira na Herdade do 15 -
J . . -Rhipicephalus.
refeicdo cobertas por rede Infantado, 3 dias antes do ensaio.
mosquiteira;
-Avaliacdo da acao repelente
do OE de E. globulus a 2,5%.
-Validag&o das alteracfes da
caixa de acrilico, tal como -Método de arrastamento de
3 descrito no 2° ensaio; bandeira na Herdade do 16 -Hyalomma.
-Avaliacdo da acéao repelente Infantado, 3 dias antes do ensaio.
do OE de T. vulgaris a 2,5%.
-Validacao da alteracéo da rede
que cobre as duas aberturas da
tampa da caixa de acrilico, que -Método de arrastamento de
foi substituida por uma rede de bandeira na Herdade do -Hyalomma;
4 . . . . 15 -
malha fina esticada hum aro Infantado, no dia anterior ao -Rhipicephalus.
amovivel, ensaio.
-Avaliacdo da acao repelente
do OE E. globulus diluido a 5%.
-Validagéo da alteracdo da
rede, tal como descrito no 4° -Método de arrastamento de
ensaio; bandeira na Herdade do -Hyalomma;
5 . ~ . ; 12
-Avaliacdo da acéo repelente Infantado, no dia anterior ao -Dermacentor.
do OE de T. vulgaris diluidoa  ensaio.
5%.
-Avaliacao do papel do 6leo de
coco, inodoro, a 100% como .
T -Método de arrastamento de )
controlo negativo; ; -Hyalomma;
6 oo . bandeira na Herdade do 12
-Apreciacdo da possivel -Dermacentor.

interferéncia do anel de papel
de filtro.

Infantado, 2 dias antes do ensaio.

*Qtd - Quantidade

Durante 0s ensaios, registou-se a observacao dos ixodideos, através de anotagdes e

captacdo de fotografias e filmagens. Foi registada a contagem de ixodideos em relacéo a

distancia ao limite exterior dos anéis de papel de filtro em tempos estipulados, a observacéo

da passagem pelo papel de filtro contendo a substancia a ser testada e a contagem de

ixodideos mortos, por espécie e estadio, no final do ensaio. E de referir que, durante os
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ensaios, recorreu-se a introducdo de dioxido de carbono, através da respiracao (expiracéo)
humana, para o interior da caixa, para induzir o comportamento de busca de hospedeiros
(Stefanidesova et al. 2017).

3. Andlise estatistica descritiva e metodologia de analise

A composi¢do da amostra é independente para cada ensaio, visto que, o0s ixodideos
foram utilizados uma Unica vez para que se considerassem viaveis e, dessa forma, alcancar
resultados fiaveis.

Uma vez que o numero de ensaios realizado foi reduzido, apenas realizou-se uma
andlise estatistica descritiva dos dados recolhidos sob a forma de amostra. Estes reduziram-
se através de tabelas e gréficos e foi efetuado o célculo das médias, com o auxilio das folhas
de calculo do programa Microsoft® Excel® 2019.

4. Resultados
4.1.Caracterizacdo e composicdo das amostras
Neste estudo piloto, foram incluidos, nos 6 bioensaios, um total de 80 ixodideos, dos
quais 41,25% (n= 33/80) eram machos, 47,50% (n= 38/80) eram fémeas e 11,25% (n= 9/80)
eram ninfas (Tabela 4). No que concerne a espécie, 17,50% (n=14/80) eram D. marginatus
(Figura 24, Anexo 5), 15,00% (n=12/80) eram R. sanguineus (Figura 22, Anexo 5) e 67,50%
(n=54/80) eram H. marginatum (Figura 23, Anexo 5( (Tabela 4).

Tabela 4. Numero de ixodideos por espécie, sexo e fase evolutiva, e, a soma total e célculo da
percentagem

N° Ensaio Total %

Ninfas
D. marginatus Machos 14 17,50%
Fémeas

Ninfas

R. sanguineus Machos

Fémeas

O/ 0o o o/lo o o| w

Ninfas

[EEN
o

H. marginatum Machos 54 67,50%

g w M OO O o o|oOof|
O O O NP N O dlO|NDN
ga N kP  Ojlw MO OO >

6
0
1
2
0
0 12 15,00%
0
0
2
7

AN OO O O R, |O O O

D

Fémeas

Total

=
o
=
o1
=
(e}
[ERN
(63}
IR
N
IR
N
(0]
o

100%

Alguns dos exemplares capturados encontram-se em seguida, na Figura 14 e os

exemplares utilizados nos ensaios encontram-se nas Figuras 22, 23 e 24 no Anexo 5.
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Figura 14. Fémea |. ricinus ingurgitada em vista dorsal (a) e em vista ventral (b) e fémea I. ricinus em vista
dorsal (c), parasitas de um céo e observadas através de um estereomicroscopio binocular (Fotografias
originais).

4.2.Criacdo de D. marginatus em laboratério

As 5 fémeas recolhidas de bovinos, foram observadas com o auxilio de um
estereomicroscépio binocular e identificadas com as chaves dicotémicas dos autores Estrada-
Pefia (2000) e Estrada-Pefia et al. (2004). Estas encontravam-se ingurgitadas e eram da
espécie D. marginatus.

Ao fim de 19 dias de terem sido acondicionadas na estufa, verificou-se a ovopostura
numa das fémeas, tendo a outra iniciado a ovopostura no dia seguinte. Apds o inicio da
ovopostura, a massa de ovos foi, de forma gradual, expelida por cada fémea, como se pode
observar nas Figuras 15 e 16.

A
A
(0]

)/

—

Figura 15. Fotografias das fémeas D. marginatus em oviposi¢do: a segunda fémea com 1 dia apés a
detecdo da ovopostura (a) e a primeira fémea com 2 dias ap6s a dete¢do da ovopostura (b). Massa de
ovos assinalados com a chaveta amarela (Fotografias originais).
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Figura 16. Aspeto da primeira fémea em ovopostura: 24 dias (a) e 30 dias (b) ap6s a detegao do inicio da
ovopostura. Massa de ovos assinalados com a chaveta amarela (Fotografias originais).

Os ovos deixaram de ter o brilho natural e aparentavam estar secos, apos 34 dias do
inicio da ovopostura da primeira fémea e 56 dias do inicio da ovopostura da segunda fémea

(Figura 17). De igual modo, constatou-se a separagéo das fémeas a massa de ovos.

Figura 17. Aspeto do estereomicroscopio binocular para a visualizagdo (a) da fémea D. marginatus apés
23 dias de se constatar a perda de brilho dos ovos e apds 56 dias de se verificar o inicio da ovopostura (b).
Ovos assinalados com a chaveta amarela (Fotografias originais).
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4.3.Criacdo de H. marginatum em laboratério
Apos 25 dias de terem sido acondicionadas na estufa, constatou-se o comego das
ecdises dos ixodideos H. marginatum e esta realizou-se por um periodo superior a 45 dias

(Figura 18). Verificou-se que cerca de 94,12% das ninfas conseguiram realizar a muda.
i

;4

Figura 18. Aspeto das ecdises de H. marginatum 38 dias (a), (b), (c), 32 dias (d), 45 dias (e) e 39 dias (f)
ap6s terem sido colocados na estufa. Em que se pode observar as ninfas ingurgitadas (seta verde), as
cuticulas soltas dos artropodes (seta azul) e os H. marginatum ja em fase adulta (seta laranja)

(Fotografias originais).
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Apébs 124 dias das ninfas H. marginatum terem sido acondicionadas na estufa, foram

utilizados no 1.° ensaio, 8 H. marginatum que atingiram a fase adulta (5 fémeas e 3 machos)

e 2 ninfas H. marginatum que ndo chegaram a fazer a muda.

4.4.Ensaios laboratoriais com o OE de E. globulus e o OE de T. vulgaris

Algumas informacdes fundamentais e resultados de cada ensaio encontram-se

descritos na Tabela 5:

Tabela 5. Informacgdes e alguns resultados relativos a cada ensaio.

Quantidade de ixodideos por

Quantidade de

espécie P:E) sage;nl ixodideos
o : Substéancia pelo pap mortos no final
N° Ensaio de filtro )
testada _ A tend do ensaio por
Ninfas ~ Machos Fémeas contendo o espécie e
OE s
estadio
OE de E.
1 globulus (2,5%) 2H. m 3H.m 5H. m. Observado 0
OE de E. 4D.m 6D.m. 1 macho D. m.
2 globulus (2,5%) 2R.s 1R.s 2R.s. Observado 2 ninfas R. s.
OE de T. ~
3 vulgaris (2,5%) 0 10 H. m. 6 H. m. Observado 1 fémea H. m.
OE de E. 1H m. 2H.m. 5H. m. .
4 globulus (5%) AR.s. 3R.s. Observado 1ninfaR.s.
OE deT. 4 H. m.
5 vulgaris (5%) 0 7H.m. 1D m. Observado 1 macho H. m.
Oleo de coco 2H.m. 7H. m.
2 (100%) 0 1D. m. 2D.m. Observado 0

Legenda: H. m. — H. marginatus; D. m. — D. marginatum; R. s. — R. sanguineus.
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4.4.1. Ensaio n°l1 - acdo do OE de E. globulus a 2,5% em H. marginatum

O ensaio teve a duracao total de 19 horas, porém a observacédo de H. marginatum foi
realizada até aos 210 minutos. As informacdes relativas a distancia de H. marginatum ao limite
exterior dos anéis de papel de filtro (aproximando-se e afastando-se do papel de filtro), ao
longo do tempo encontram-se detalhadas nas Tabelas 6 e 7; e representadas no Grafico 1. O

nuamero de H. marginatum que ficaram imobilizados no centro da caixa, desde o inicio do

ensaio, estd mencionado na Tabela 8.

Tabela 6. Registo do numero de H. marginatum
e a sua distancia em centimetros (cm) ao limite
exterior do papel de filtro que contém o OE de
E. globulus diluido a 2,5% em 6leo coco
inodoro) nos minutos (min) estipulados.

Tabela 7. Registo do nimero de H. marginatum
e asuadistanciaem centimetros (cm) ao limite
exterior do papel de filtro que contém o
controlo negativo (6leo de coco inodoro) em
minutos (min) estipulados.

Distancia (cm)

Distancia (cm)

Tempo 05- 15 2- 25 Tempo 05 15- 2- 25
(min) <05 o Ty 5,5 5 %5 (min) <05 75 T, ;5 5 5
5 1 3 5 1 5
10 1 1 3 10 5
15 2 15 1 7
20 6 20 2 2
35 6 35 1 3
50 1 1 4 50 1 3
65 1 4 65 2 3
80 1 5 80 1 3
95 1 4 95 2 3
120  1(19 1 1 120  3(29 4
180 1(19 3 180 4 (3 2
210 1(1%) 3 210 4 (3Y) 2
1140 1 (1% 3 1140 4 (3 2

*Numero de ixodideos dos quais se encontravam a uma distancia menor que <0,5 cm e em posicdo semelhante a
de alimentag&o por cima da membrana de refeicao.

Tabela 8. Registo do numero de H. marginatum imobilizados no centro da caixa em minutos
(min) estipulados, desde o inicio do ensaio.

Tempo (min)‘ 5 10 15 20 35 50 65 80 95 120 180 210 1140

Ndamero de

N 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ixodideos

No inicio do 1° ensaio, foi observado que H. marginatum percorriam a caixa de acrilico
com um movimento aleatério e com breves pausas. Sensivelmente a partir dos 9 minutos de
ensaio, varios H. marginatum comecaram a ter tendéncia de se agrupar e repousar nos
cantos, sendo o canto inferior (lado do OE) e o canto superior direito (lado do controlo
negativo) os mais procurados. Ao longo do ensaio foi possivel observar, inimeras vezes, H.

marginatum a atravessarem tanto o papel de filtro que continha o OE, como o que continha
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controlo negativo.

No final do 1° ensaio, encontrou-se um H. marginatum por cima da membrana de
refeicdo em posicdo semelhante a de alimentacdo no lado do OE, trés H. marginatum na
mesma posi¢do por cima da membrana de refeicdo do lado do controlo negativo e um H.

marginatum junto ao anel de papel de filtro do controlo negativo (Tabelas 6 e 7).

Gréfico 1. Média do nimero de H. marginatum por intervalo de distancia (ensaio n°1).

H Controlo negativo

OE

0

0 0 o O o O 0

<0,5 0,5-15 1,5-2 2-25 2,5-5 >5

Distancia (cm)

H. marginatum n&o estiveram imoveis no centro da caixa, desde o inicio do ensaio, por
isso, ndo estao representados em grafico por terem valor nulo.

Os resultados esquematizados no Grafico 1 revelam que a média de H. marginatum
gue se encontraram a uma distancia menor que 0,5 cm do anel de filtro, durante a observacéo
do ensaio, teve um valor numérico superior no lado do controlo negativo. Contudo, a uma
distancia superior a 5 cm, verificou-se o inverso. Além disso, foi observado que a maioria dos

H. marginatum encontraram-se a uma distancia superior a 5 cm.
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4.4.2. Ensaio n°2 — acao do OE de E. globulus a 2,5% em D. marginatus e

R. sanguineus
O ensaio teve a duracao total de 3 horas. As informacgdes relativas a distancia dos
ixodideos ao limite exterior dos anéis de papel de filtro (aproximando-se e afastando-se do
papel de filtro), ao longo do tempo encontram-se descritas nas Tabelas 9 e 10; e
representadas no Gréfico 2. O numero de ixodideos que ficaram imobilizados no centro da
caixa, desde o inicio do ensaio, estd mencionado na Tabela 11 e representado no Gréfico 3.

Tabela 9. Registo do numero de D.
marginatus e R. sanguineus e a sua
distancia em centimetros (cm) ao limite
exterior do papel de filtro que contém o OE
de E. globulus diluido a 2,5% em 6leo de

Tabela 10. Registo do numero de D.
marginatus e R. sanguineus e a sua
distdncia em centimetros (cm) ao limite
exterior do papel de filtro que contém o
controlo negativo (6leo de coco inodoro)

coco inodoro, em minutos (min) em minutos (min) estipulados.
estipulados.
Tempo 0 5-Disiég-c - (;:m ) 2,5 Tempo 0 5-Disiég-0ia (;:m : 75
(min)  <0,5 1’,5 . 25 E 5 (min)  <0,5 1’,5 2 5 c 5
5 3 5 3 1 4
10 1 2 10 1 7
15 1 2 15 2 6
20 1 1 20 1 2 6
35 1 3 35 1 7
50 1 50 2 3 6
65 3 65 3 6
80 1 1 80 1 9
95 2 95 1 7
120 1 3 120 2 1 1 4
180 1 1 2 180 1 7

Tabela 11. Registo do numero de D. marginatus e R. sanguineus imobilizados no centro da caixa
em minutos (min) estipulados, desde o inicio do ensaio.

Tempo (min) ‘ 5 10 15 20 35 50 65 80 95 120 180
Ndmero de 4 4 4 4 3 3 3 3 3 3 3
ixodideos

Durante o ensaio n°2 foi possivel observar que: a movimentac¢ao dos ixodideos ocorreu
preferencialmente pelas laterais da caixa; frequentemente formaram-se agrupamentos de
alguns ixodideos no canto inferior do lado do controlo negativo; houve poucas aproximagdes
a ambas as membranas de refei¢cdo e poucas interacdes e permanéncia nos pelos do coelho-

bravo.

46



Grafico 2. Média do numero de D. marginatus e R. sanguineus por intervalo de distancia (ensaio
n°2).

Média

3 3 H Controlo negativo

OE
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1
IO 0 o 0 0 0 0
O — —

<0,5 0,5-1,5 1,5-2 2-25 2,5-5 >5

Distancia (cm)

Os resultados representados no Grafico 2 demonstram que a média de D. marginatus
e R. sanguineus que se encontraram a uma distancia menor que 0,5 cm do anel de filtro, teve
um valor numérico superior no lado do controlo negativo. Adicionalmente, a uma distancia
superior a 5 cm, verificou-se que os ixodideos encontraram-se duas vezes mais no lado do
controlo negativo. A maioria dos ixodideos encontraram-se a uma distancia superior a5 cm e
no lado do controlo negativo.

Grafico 3. Nomero de D. marginatus e R. sanguineus imoéveis, desde a sua colocag¢éo, ao longo
do tempo (ensaio n°2).

4 4 4 4
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_ 3 3 3 3 3 3 3
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Em relacdo ao Gréfico 3, observou-se que em relacdo ao nuimero de ixodideos
imobilizados no centro da caixa, verificou-se que apenas um ixodideo deixou de estar
imobilizado no centro da caixa, pelos 35 minutos de ensaio, e 3 ixodideos ndo chegaram a
deslocar-se.
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4.4.3. Ensaio n° 3-acao do OE de T. vulgaris a 2,5% em H. marginatum
O ensaio teve a duracédo total de 3 horas. As informacgdes relativas a distancia de H.
marginatum ao limite exterior dos anéis de papel de filtro (aproximando-se e afastando-se do
papel de filtro), ao longo do tempo encontram-se descritas nas Tabelas 12 e 13; e
representadas no Grafico 4. O nimero de H. marginatum que ficaram imobilizados no centro

da caixa, desde o inicio do ensaio, estad mencionado na Tabela 14 e exposto no Grafico 5.

Tabela 12. Registo do numero de H.
marginatum e a sua distancia em
centimetros (cm) ao limite exterior do papel
de filtro que contém o OE de T. vulgaris
diluido a 2,5% em 6leo de coco inodoro, em
minutos (min) estipulados.

Tabela 13. Registo do numero de H.
marginatum e a sua distancia em
centimetros (cm) ao limite exterior do papel
de filtro que contém o controlo negativo
(6leo de coco inodoro) em minutos (min)
estipulados.

Distancia (cm)

Distancia (cm)

Tempo 05- 15 2- 25 Tempo 05- 1,5 2- 25
(min) <05 g T, ;5 5 5 (min) <05 o 7, ;5 5 5
5 1 1 5 3 1 1 2 3
10 2 2 10 3 2 4
15 1 1 3 15 3 1 3 1
20 1 1 4 20 2 1 5
35 1 1 3 35 3 2 4
50 3 2 50 1 3 5
65 1 11 65 1 1 2 7
80 1 1 1 4 80 2 1 4
95 1 4 95 2 7
120 2 120 1 2 1 8
180 2 2 180 2 2 1 5

Tabela 14. Registo do namero de H. marginatum imobilizados no centro da caixa em minutos
(min) estipulados, desde o inicio do ensaio.

Tempo (min) | 5 10 15 20 35 50 65 80 95 120 180
Numerode | 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2
ixodideos

Durante o 3° ensaio, observaram-se varios aspetos, tais como: a existéncia de
agrupamento de alguns H. marginatum no canto inferior do lado do controlo negativo; alguns
H. marginatum ficaram imoveis durante o ensaio no centro da caixa (Tabela 14) e um exemplar
de H. marginatum ficou imével proximo ao papel de filtro do controlo negativo, a uma distancia
de 0,5 cm, até aproximadamente ao minuto 61; a movimentagcdo de H. marginatum ocorreu
por toda a caixa e existiu aproximacdo a ambas as membranas de refeicdo, embora, com
maior frequéncia a do lado do controlo negativo. Acrescenta-se que, existiu pouca interacédo
e pouca permanéncia nos pelos do coelho-bravo e de uma forma geral, a excec¢édo dos H.

marginatum que ficaram imobilizados desde o inicio do ensaio, 0s ixodideos apresentavam-
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se muito ativos e com uma rapida locomocao.

Grafico 4. Média do numero de H. marginatum por intervalo de distancia (ensaio n° 3).

4
4
3
2
2 H Controlo negativo
2 2
OE
" 1
1 1
0
0 0 o I 0
0 | -
5 >5

<0,5 0,5-1,5 1,5-2 2-2,5 2,5-

Média

Distancia (cm)

Os resultados apresentados no Gréfico 4 revelaram que H. marginatum, ao longo do
ensaio, encontraram-se sobretudo no lado do controlo negativo e que a média de H.
marginatum que se encontraram a uma distancia menor que 0,5 cm do anel de filtro, teve um
valor numérico superior no lado do controlo negativo. O mesmo ocorreu a disténcia de 2 a 2,5
cm e de 2,5 a5 cm. Sendo que, a distancia superior a 5 cm, verificou-se que H. marginatum
encontraram-se duas vezes mais no lado do controlo negativo.

Grafico 5. Numero de H. marginatum imdveis, desde a sua colocacgéo, ao longo do tempo (ensaio
ne 3).
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N
N
N
N
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N
N
N

5 10 15 20 35 50 65 80 95 120 180
Tempo (min)

Em relac&o ao Grafico 5, observa-se que o niumero de H. marginatum imobilizados no
centro da caixa diminuiu até metade. Ou seja, inicialmente encontraram-se 4 exemplares de
H. marginatum imobilizados no centro da caixa, e sensivelmente aos 20 minutos, apenas 2

destes continuaram imobilizados.
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4.4.4. Ensaio n° 4 — acao do OE de E. globulus a 5% em H. marginatum e
R. sanguineus
O ensaio teve a duracao total de 3 horas. As informacgdes relativas a distancia dos
ixodideos ao limite exterior dos anéis de papel de filtro (aproximando-se e afastando-se do
papel de filtro), ao longo do tempo encontram-se descritas nas Tabelas 15 e 16; e
representadas no Gréfico 6. O numero de ixodideos que ficaram imobilizados no centro da
caixa, desde o inicio do ensaio, estd mencionado na Tabela 17.

Tabela 15. Registo do nuamero de H. Tabela 16. Registo do numero de H.
marginatum e R. sanguineus, e a sua marginatum e R. sanguineus, e a sua
distancia em centimetros (cm) ao limite distdncia em centimetros (cm) ao limite

exterior do papel de filtro que contém o OE exterior do papel de filtro que contém o
de E. globulus diluido a 5% em 6leo de controlo negativo (6leo de coco inodoro) em
coco inodoro, em minutos (min) minutos (min) estipulados.

estipulados.

Distancia (cm) Distancia (cm)

Tempo Tempo

(min)  <0,5 (155 1'25' 225 2’5" >5 (min) <05 (155 15" 225 2’5" >5
5 7 5 1 7
10 9 10 1 5
15 8 15 1 6
20 9 20 1 5
35 8 35 1 1 5(3*)
50 9 50 2 4(2%%)
65 8 65 1 1 7
80 1 9 80 1 4
95 2 6 95 1 1 5

120 2 6 120 3 4(1*%)

180  1(1%) 1 4 180 3(1*) 6

*Numero de ixodideos dos quais se encontravam a uma distancia menor que <0,5 cm e em posi¢do semelhante a
de alimentag&o por cima da membrana de refei¢éo.
*Numero de ixodideos dos quais se encontravam imobilizados.

Tabela 17. Registo do numero de H. marginatum e R. sanguineus imobilizados no centro da caixa
em minutos (min) estipulados desde o inicio do ensaio.

Tempo (min) | 5 10 15 20 35 50 65 80 95 120 180

Numerode | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ixodideos

De uma forma geral, observou-se o agrupamento de varios ixodideos no canto inferior
do lado do OE; dois ixodideos iméveis, durante varios minutos, no canto inferior do lado do
controlo negativo e alguns ixodideos a movimentarem-se, de forma dispersa, pela caixa. Foi
também observado, vérias vezes ao longo do ensaio, a posi¢éo de “questing” (Figura 19) e
poucas vezes a interagdo com o pelo (Figura 20). E de referir que, embora poucas vezes,

observou-se o comportamento do ixodideo dirigir-se para o anel de papel de filtro, do OE e do
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controlo negativo, e inverter a direcao ou desviar-se. Foi também registado que, os ixodideos
movimentaram-se por cima de ambos os anéis de papel de filtro. Adicionalmente, salienta-se
gue, H. marginatum foram os ixodideos que demonstraram maior atividade de locomogéo e

foi pelo menos uma vez observado, um ixodideo passar por cima da membrana de refei¢éo,

neste caso a membrana do lado do controlo negativo.

Figura 19. Aspeto de um H. marginatum em posicao de “questing”, a 2 cm de distancia do anel de papel de
filtro embebido no OE E. globulus a 5%, aos 95 minutos do ensaio n°4.

Figura 20. Aspeto de um H. marginatum a interagir, durante algum tempo e com agitagdo, com o pelo que
se encontrava por cima do papel de filtro do controlo negativo, aos 86 minutos do ensaio n° 4.

H. marginatum e R. sanguineus ndo estiveram imdveis no centro da caixa, desde o
inicio do ensaio, por isso, ndo estao representados em grafico por terem valor nulo.

Gréfico 6. Média do nimero de H. marginatum e R. sanguineus por intervalo de distancia (ensaio
ne 4).

8
6 5
0
B 4
= H Controlo negativo
2 1 OE
1 0
0 0 0 0 o0 0 o0 .
o W —
<0,5 0,5-15 1,5-2 2-2,5 2,5-5 >5

Distancia (cm)

Mediante a andlise do Grafico 6, verificou-se que a média de ixodideos que se
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encontraram a uma distancia menor que 0,5 cm e entre 2,5 cm a 5 cm do papel de filtro, teve
um valor numérico superior no lado do controlo negativo. Ja a distancia superior a 5 cm,
verificou-se que, a média de ixodideos teve 3 valores numéricos a mais no lado do OE. Do
mesmo modo, a maioria dos ixodideos encontraram-se a uma distancia superior a 5 cm e

maioritariamente no lado do OE.

4.4.5. Ensaio n°5 - acao do OE de T. vulgaris a 5% em D. marginatus e
H. marginatum
O ensaio teve a duracao total de 3 horas. As informacgdes relativas a distancia dos
ixodideos ao limite exterior dos anéis de papel de filtro (aproximando-se e afastando-se do
papel de filtro), ao longo do tempo encontram-se descritas nas Tabelas 18 e 19, e
representadas no Gréfico 7. O nimero de ixodideos que ficaram imobilizados no centro da

caixa, desde o inicio do ensaio, estd mencionado na Tabela 20.

Tabela 18. Registo do numero de D. Tabela 19. Registo do numero de D.
marginatus e H. marginatum e a sua marginatus e H. marginatum e a sua
distancia em centimetros (cm) ao limite distancia em centimetros (cm) ao limite
exterior do papel de filtro que contém o OE exterior do papel de filtro que contém o
de T. vulgaris diluido a 5% em éleo de coco controlo negativo (6leo de coco inodoro)
inodoro) em minutos (min) estipulados. em minutos (min) estipulados.

Distancia (cm) Distancia (cm)

Tempo Tempo
i) D208 B A % s min <05 TN Sy Y s
5 1 5 11
10 3 10 9
15 2 2 15 1 7
20 2 20 3 7
35 2 4 35 1 1 2 2
50 1 4 50 2 5
65 4 2 65 3 3
80 1 5 80 1 3 2
95 1 3 95 1 2 5
120 1 5 120 1 3 2
180 3 180 2(1% 2 5

*Numero de ixodideos dos quais se encontravam a uma distancia menor que <0,5 cm e em posi¢cdo semelhante a
de alimentagéo por cima da membrana de refei¢éo.

Tabela 20. Registo do nimero de D. marginatus e H. marginatum imobilizados no centro da caixa
em minutos (min) estipulados, desde o inicio do ensaio.

Tempo (min) | 5 10 15 20 35 50 65 80 95 120 180

Namero de

N 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ixodideos

Aos 5 minutos de ensaio, quando se realizava a contagem, verificou-se que um
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ixodideo saiu da caixa pelo lado do controlo negativo, o qual foi contabilizado a distancia maior
que 5 cm. Nos instantes em que se voltou a coloca-lo dentro da caixa, molhou-se
acidentalmente com a 4gua contida no recipiente.

Observaram-se, alguns ixodideos a dirigirem-se para o papel de filtro, do lado do OE
e do controlo negativo, e na sua aproximacao desviaram a sua trajetéria. Contudo, ocorreram
varias interacdes com o pelo e atravessamentos pelo papel de filtro do controlo negativo.

Aos 43 minutos de ensaio, observou-se um ixodideo em cima da membrana de
refei¢cdo do lado do OE e quando este se movimentava em direcido ao anel de papel de filtro
demonstrou varias tentativas seguidas de iniciar o atravessamento do anel, todavia recuava
sucessivamente.

De forma geral, D. marginatus e H. marginatum estiveram constantemente em

movimento e raramente formaram agrupamentos.

Gréfico 7. Média do numero de D. marginatus e H. marginatum por intervalo de distancia

(ensaion?®5).
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3
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D. marginatus e H. marginatum ndo estiveram imdveis no centro da caixa, desde o
inicio do ensaio, por isso, nao estao representados em grafico por terem valor nulo.

Os resultados representados no Grafico 7 demonstram que a média de D. marginatus
e H. marginatum que se encontraram a uma distancia entre 2,5 cm a 5 cm do anel de filtro,
teve um valor numérico superior no lado do controlo negativo. E, a uma distancia superior a 5
cm, verificou-se que a média de D. marginatus e H. marginatum teve 2 valores numéricos
superiores no lado do controlo negativo. Além disso, D. marginatus e H. marginatum

encontraram-se sobretudo a uma distancia superior a 5 cm e no lado do controlo negativo.
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4.4.6. Ensaio n° 6 — acéo do 6leo de coco inodoro em D. marginatus e H.
marginatum

O ensaio teve a duracao total de 3 horas e 20 minutos. As informagdes relativas a
distéancia dos ixodideos ao limite exterior dos anéis de papel de filtro (aproximando-se e
afastando-se do papel de filtro), ao longo do tempo encontram-se descritas nas Tabelas 21 e
22; e representadas no Gréfico 8. O numero de ixodideos que ficaram imobilizados no centro
da caixa, desde o inicio do ensaio, esta mencionado na Tabela 23.

Tabela 21. Registo do numero de D. Tabela 22. Registo do numero de D.

marginatus e H. marginatum e a sua marginatus e H. marginatum e a sua
distancia em centimetros (cm) ao limite distancia em centimetros (cm) ao limite

exterior do papel de filtro que contém o exterior do papel de filtro sem nenhuma

6leo de coco inodoro, em minutos (min) substancia (controlo negativo) em minutos

estipulados. (min) estipulados.

(min) <05 %5 5 55 5 5 MM <05 Gy 5 o5 5 S
5 1 7 5 4
10 1 9 10 1 1
15 1 7 15 1 3
20 3 5 20 4
35 1 2 9 35
50 2 1 4 50 5
65 2 4 4 65 2
80 2 3 80 1 1 5
95 2 1 2 95 7
120 1 2 4 120 5
180 3 1 2 2 180 4

Tabela 23. Registo do nimero de D. marginatus e H. marginatum imobilizados no centro da caixa
em minutos (min) estipulados desde o inicio do ensaio.

Tempo (min) | 5 10 15 20 35 50 65 80 95 120 180

Namero de
ixodideos

Durante o ensaio n°6, foi possivel observar a passagem pelo papel de filtro e pelo lado

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

sem papel de filtro do controlo negativo, e a o0 atravessamento pelo papel de filtro contendo o
Oleo de coco.

Aos 15 minutos, quando se expirou para dentro da caixa, de imediato, um ixodideo
atravessou o papel de filtro contendo o 6leo de coco. Além disso, a partir dos 78 minutos, um
ixodideo repousou durante alguns minutos, por cima do papel de filtro impregnado com o 6leo
de coco (Figura 21).

De forma frequente, os ixodideos colocaram-se em posi¢ao de “questing”.
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Figura 21. Aspeto de dois ixodideos, um em repouso e o outro em movimento, em cima do anel de papel
de filtro embebido com o 6leo de coco inodoro, aos 78 minutos do ensaio.

Grafico 8. Média do nimero de D. marginatus e H. marginatum por intervalo de distancia (ensaio
ne 6).
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D. marginatus e H. marginatum ndo estiveram imdveis no centro da caixa, desde o
inicio do ensaio, por isso, ndo estao representados em grafico por terem valor nulo.

Os resultados apresentados no Grafico 8 revelam que a média de D. marginatus e H.
marginatum que se encontraram a uma distancia superior a 2 cm estiveram sobretudo no lado
do 6leo de coco. Concomitantemente, verificou-se que D. marginatus e H. marginatum
encontraram-se a sobretudo a uma distancia superior a 5 cm e com uma média com um valor

numeérico superior no lado do 6leo de coco.
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5. Discusséo

Os objetivos propostos do presente estudo piloto foram cumpridos na sua quase
totalidade. Em relagdo, a criacdo em laboratério de D. marginatus, apenas se conseguiu
atingir a ovopostura e o pretendido era obter a eclosédo de um numero consideravel de larvas.
Por outro lado, foi alcancada uma grande percentagem de ecdises de H. marginatum. Em
relacdo, a testagem da eficicia da agéo repelente dos OE de E. globulus e de T. vulgaris, nas
concentragoes de 2,5% e 5%, em ninfas e adultos de H. marginatum, D. marginatus e R.
sanguineus, apenas foi possivel fazer um numero reduzido de ensaios devido a falta de

exemplares.

5.1.Captura, identificacdo e criacdo dos ixodideos

Embora, se tenha obtido vérios ixodideos através das capturas, ndo foi possivel
alcancar o numero de exemplares pretendidos para a realizacdo de um maior nimero de
ensaios. Tal pode ter sucedido, devido a uma época onde os artrépodes rarearam devido ao
clima e, simultaneamente, a maioria dos animais examinados tenham sido submetidos a
tratamentos de controlo de vetores. Do mesmo modo, a toalha utilizada no método de
arrastamento da bandeira deveria ter sido impregnada com o odor do coelho-bravo, por
exemplo, esfregando-a no corpo de um desses animais, uma vez que poderia aumentar as
chances de captura.

E de referir, que durante a separacéo dos ixodideos por géneros, antes do ensaio n°
1 e n° 2, acidentalmente, molharam-se alguns ixodideos com agua, pois, 0S mesmos sairam
da placa de Petri onde estavam a ser colocados e cairam numa placa de Petri de tamanho
maior que continha agua e que evitava que os ixodideos pudessem dispersar pela bancada.
Apesar de ter sido ligeiro, pode ter potenciado ou estar relacionado, com a morte dos
ixodideos, que ocorreu no ensaio n°2; porém, ndo se descarta a hipétese da existéncia da
acao acaricida do OE E. globulus a 2,5%.

Sabe-se que a temperatura € um dos fatores determinantes no ciclo de vida dos
ixodideos. Quando a temperatura diminui, ha redugcéo da sua atividade metabdlica e o tempo
necessario para o seu ciclo de vida aumenta; enquanto que, quando ha um aumento da
temperatura até um nivel ideal, ha aumento da atividade metabdlica do ixodideo e, com isso,
leva ao encurtamento do tempo do ciclo de vida (Darvishi et al. 2014; Elhachimi et al. 2021).
Por essa razdo e por querermos manter a viabilidade dos ixodideos capturados, foi
necessario, durante a realizacdo deste trabalho, o controlo da temperatura. Por outro lado, é
de salientar que néo foi utilizada qualquer tipo de luz artificial, ao contrario dos autores Darvishi
et al. (2014), que utilizaram lampadas e padronizaram 12 horas de escuriddo e 12 horas de
claridade.

Ao acondicionarmos as 5 fémeas D. marginatus, colocamos a uma temperatura de 25
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°C, aproximada aos 26x+1 °C utilizada pelos autores Darvishi et al. (2014). Porém, apds 11
dias, ainda que a temperatura escolhida seja preferivel para as fémeas iniciarem a
ovopostura, reajustou-se a temperatura para que durante 3 horas do dia estivesse a 28°C, de
forma a acomodar os exemplares de H. marginatum recém-capturados. Em relacdo a
humidade relativa, esta iniciou-se com 75+1%, contudo, ao longo do tempo e entre
manipulacdes, existiram variacGes entre 69% e 85% e com uma média aproximada de
73,23%. De acordo com Darvishi et al. (2014) a humidade relativa adequada para a criacdo
de D. marginatus situa-se entre 70% e 75% e para as mudas, de ninfas para adultos, de H.
marginatum, os autores Elhachimi (et al. 2021) utilizaram uma humidade relativa fixa de 84%
com grande taxa de sucesso.

A duracgédo do periodo de pré-oviposicao apos a alimentacdo das fémeas D. marginatus
e 0 seu acondicionamento, foi de 19 dias para a primeira fémea D. marginatus e de 20 dias
para a segunda fémea D. marginatus. Este periodo de pré-oviposicdo foi superior ao obtido
pelos autores Darvishi et al. (2014), que foi entre 4 a 6 dias. Porém, este resultado pode ser
justificado pelo facto dos autores Darvishi et al. (2014) terem realizado o seu estudo na
primavera, contrariamente, ao presente estudo ter sido concretizado no outono. Ja que,
mesmo em condi¢des de laboratério controladas, os ixodideos tém ciclos circadianos muito
competentes, o que influencia muitissimo e, por isso, 0 momento de captura (consoante a
estacao) é determinante. Realca-se que, de acordo com Darvishi et al. (2014), o periodo da
pré-oviposicao tende a ser mais longo no outono e com valores médios de 34,24+18,29 dias.
E a explicacdo para esta diferenca de tempo podera ser atribuida a diapausa, mecanismo
adaptativo significativo de dorméncia em circunstancias ambientais adversas, que permite a
sincronizacao do ciclo de vida com a estagdo do ano favoravel (Darvishi et al. 2014).

Acrescenta-se que, nao foi atingida a eclosdo das larvas D. marginatus, que se
esperaria ter ocorrido, apés 10 a 24 dias do periodo de ovopostura em condicbes de
laboratério (Darvishi et al. 2014). E foi detetada, apés 34 dias do inicio da ovopostura da
primeira fémea D. marginatus e 56 dias do inicio da ovopostura da segunda fémea D.
marginatus, a perda de brilho natural dos ovos, apresentando-se dessecados. Tal pode ter
ocorrido devido a fatores incontrolaveis inerentes a questdes fisiologicas, por se forgar um
ciclo numa altura inadequada a espécie, por se tratar de condi¢ges laboratoriais que possuem
limitagbes na igualizagdo da ovopostura em ambiente natural, pelo manuseamento excessivo
dos frascos para a sua observacdo e/ou pelas variagcbes de temperatura e/ou humidade
relativa, nomeadamente nos momentos de observagdo. Por exemplo, no trabalho de Darvishi
et al. (2014), os autores retiraram as fémeas mortas no periodo de ovopostura, e 0S ovos
foram mantidos no dessecador dentro da estufa a uma temperatura de 26 °C e humidade
relativa de 75%. Além disso, nenhuma das outras 3 fémea iniciou a ovopostura, o que pode

ter ocorrido pelas razbes citadas acima, ou inclusive por néo ter sido fornecido qualquer
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estimulo proveniente de um hospedeiro e apenas foi introduzido gelo seco.

Este impasse, limitou o inicio dos ensaios in vitro que estariamos a planear realizar em
meados de dezembro apos a eclosdo de um ndimero consideravel de larvas.

As etapas de vida livre (ecdise, pré-oviposicao, oviposi¢ao e incubacdo de ovos), de
H. marginatum, em condi¢cdes de laboratério, sdo rapidas e com poucas perdas a uma
temperatura controlada de 28 °C (Elhachimi et al. 2021). Porém, sdo necessarios mais
estudos para elucidar se outras temperaturas poderdo ser ainda melhores (Elhachimi et al.
2021). Tal como, mencionado acima, no presente trabalho, as ninfas, H. marginatum foram
acondicionadas a uma temperatura de 25 °C em 21 horas do dia e 28°C nas restantes 3 horas
do dia e com uma humidade relativa que variou entre 69% a 85%.

O periodo de muda das ninfas ingurgitadas H. marginatum ocorreu entre 25 até cerca
de 45 dias apo6s terem sido acondicionadas na estufa e quase todas as ninfas fizeram a muda
para adultos. Ja, Elhachimi (et al. 2021), com humidade relativa fixa de 84%, obtiveram as
mudas num periodo mais curto de tempo, entre 15 a 24 dias, quando acondicionadas a 28 °C,
contudo, quando acondicionadas a 18 °C obtiveram entre 55 a 85 dias.

De acordo com o observado verificou-se que cerca de 94,12% das ninfas H.
marginatum realizaram a muda, semelhante ao trabalho de Elhachimi et al. (2021), em que a
percentagem de ninfas que mudaram para adultos foi de 90% a 18 °C e 95% a 28 °C.

Ainda que os ixodideos sejam eurixenos, pretendeu-se realizar 0s ensaios com
ixodideos possiveis parasitas do coelho-bravo, e por isso, a maioria das capturas foram
realizadas em zonas perto das suas tocas. D. marginatus é um ixodideo de trés hospedeiros
gue guando em estadios imaturos parasita mamiferos mais pequenos, como, por exemplo,
pequenos roedores e/ou herbivoros domésticos e selvagens, segundo os autores Kolonin
(2009), citado por Darvishi et al. (2014), Ja, Pereira (et al. 2018), recolheram 7 ninfas e 7
adultos R. sanguineus s.l. , 1 ninfa H. marginatum e 1 larva Hyalomma spp. em 49 coelhos-
bravos, no distrito de Beja. Todavia, H. marginatum € um ixodideo de dois hospedeiros, sendo
que os adultos se alimentam em grandes mamiferos, enquanto que as larvas e as ninfas se
alimentam em pequenos mamiferos e aves terrestres (Elhachimi et al. 2021) Por isso,
idealmente deveriamos ter realizado os ensaios com o estadio de larva ou ninfa. Pois,
possivelmente, devido ao hipostoma de H. marginatum adulto ser grande e inapto para a pele
fina do coelho, este é incapaz de realizar a refeicdo sanguinea em coelhos (Elhachimi et al.
2021).

Desta forma, verificou-se que nos ensaios onde se utlizou D. marginatus e H.
marginatum na fase de adulto, dever-se-ia ter utilizado, preferencialmente, estadios imaturos,
pelas raz6es mencionadas anteriormente.

No mesmo sentido, em relacdo ao uso de ninfas e adultos R. sanguineus no presente

estudo, constatamos que Pereira et al. (2018) recolheram tanto ninfas como adultos R.
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sanguineus a parasitar coelhos-selvagens, conforme é preferido.

5.2.Ensaios com o OE de E. globulus diluido a 2,5% e a 5%

Em relacdo ao ensaio com o OE de E. globulus a 2,5% sobre os 10 H. marginatum,
verificou-se que, no final do ensaio, encontrava-se 1 H. marginatum no controlo negativo e 3
H. marginatum no lado do OE, em posicdo semelhante a de alimentacdo por cima da
membrana de refeicdo. Pode-se atribuir que a escolha da membrana de refeicdo foi ao acaso
ou significar que H. marginatum tiveram maior facilidade ou preferéncia em dirigir-se para a
membrana de refeigdo que n&o continha o anel embebido no OE. Por outro lado, foi observado
que H. marginatum atravessaram ambos os anéis de papel de filtro, 0 que demonstra que o
OE de E. globulus a 2,5% néao foi totalmente eficaz em repelir H. marginatum. Realca-se que
o numero de ixodideos contabilizados a mais de 5 cm de ambos os papéis de filtro,
encontravam-se sobretudo agrupados nos cantos da caixa. Logo, existe a dlvida se a
preferéncia em repousar nos cantos seria independente do lado da caixa ou se a presenca do
OE poderia influenciar na escolha do canto. Para clarificar esta preferéncia dever-se-ia repetir
0s ensaios, contudo tal ndo foi possivel devido a falta de exemplares.

Analisando a acdo do OE E. globulus a 2,5% sobre D. marginatus e R. sanguineus,
verificAmos que diferentemente com o ocorrido com H. marginatum, os exemplares de D.
marginatus e R. sanguineus aproximaram-se com menor frequéncia as membranas de
refeicdo, pelo que dificultou a interpretacdo. E, de uma forma geral, estiveram
maioritariamente do lado do controlo negativo. Paralelamente, o nUmero médio de ixodideos
a uma distancia menor que 0,5 cm, foi 1 para o controlo negativo e 0 para o OE, 0 que pode
ter ocorrido por acaso ou por algum grau de repeléncia do OE E. globulus a 2,5% sobre D.
marginatus e R. sanguineus.

Em relagdo ao ensaio com o OE de E. globulus a 5% em 8 H. marginatum e 7 R.
sanguineus, verificou-se que, ainda que poucas vezes, 0s ixodideos movimentarem-se em
direcdo a ambos os papéis de filtro e desviaram-se deste ou alteraram a sua direcao para o
lado oposto. Esta resposta direcionada podera ter sido devido ao papel de filtro ser uma
superficie diferente ou o controlo negativo ndo estar a exercer a sua funcao de forma devida.
Por isso, realizdmos o ensaio n°6, como discutido mais a frente.

Analisando o Grafico 6, verifica-se que H. marginatum e R. sanguineus encontraram-
se sobretudo a uma distancia maior que 5 cm do lado do OE, isto por si sO, pode n&o indicar
que ndo estavam a ser afastados pelo OE de E. globulus (5%), j& que, poderiam ter escolhido
o canto do lado do OE ao acaso e/ou também, de algum modo, estarem a ser afastados.
Parece ser mais significativo notar que a média de ixodideos que se encontravam a menos
de 0,5 cm do papel de filtro, foi superior do lado do controlo negativo e, pressupdem-se que

existiu uma preferéncia, embora ligeira, de aproximarem-se do isco do lado do controlo
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negativo. Porém, por terem atravessado ambos os papéis de filtro, contata-se que ndo existiu
uma acao repelente eficaz.

Possivelmente, com um maior nimero de ensaios alcancar-se-ia um resultado mais
conclusivo, inclusive seria Util testar diluicbes menores, jA que, Kulma (et al. 2017) utilizaram
o OE de E. globulus a 10% nos seus bioensaios e conseguiram repelir 39,2% das fémeas I.
ricinus. Do mesmo modo, Arafa et al. (2020) testaram o OE de E. globulus (99% de pureza) a
10% em larvas R. annulatus e obtiveram 62,5% de repeléncia. E Madreseh-Ghahfarokhi et al.
(2019) testaram o OE de E. globulus a 100%, obtendo uma atividade repelente significativa
de cerca de 76% em Rhipicephalus bursa, pelo que consideram que o pior desempenho da
acao repelente se deve as diferencas de resisténcia entre as espécies de ixodideos.

5.3.Ensaios com o OE de T. vulgaris diluido a 2,5% e 5%

Em relagdo ao ensaio com o OE de T. vulgaris a 2,5% em 16 H. marginatum, destaca-
se que, embora tenha ocorrido aproximac¢ao a ambas as membranas de refei¢do, corrobora-
se que existiu maior frequéncia de aproximacdo ao controlo negativo, 0 que pode estar
relacionado com a evasiva ao OE. Considerando que, os exemplares de H. marginatum se
encontraram maioritariamente no lado do controlo negativo, poderd ter sido devido ao acaso
ou do afastamento ao OE. Contudo, como se pode verificar pelo Gréfico 4, a média de
ixodideos a distancia menor que 0,5 cm ao limite exterior do papel embebido no OE, foi de 1
ixodideo a menos; e concomitantemente, foi registado o atravessamento pelo mesmo. Logo,
o OE de T. vulgaris a 2,5% néo foi, de modo total, capaz de repelir a aproximagéo de H.
marginatum. Todavia, Stefanidesova et al. (2017) em ensaios laboratoriais, atingiram 68,2%
de repeléncia com o OE de T. vulgaris a 3%, em adultos D. reticulatus.

Em relacdo ao ensaio com o OE de T. vulgaris a 5% sobre 11 H. marginatum e 1 D.
marginatus foi verificado que, ainda que poucas vezes, tal como no ensaio com o OE de E.
globulus a 5%, alguns ixodideos movimentaram-se em dire¢do aos anéis de ambos 0s papéis
de filtro e desviaram-se. Todavia, foi observado que os H. marginatum e D. marginatus tiveram
maior preferéncia na interacdo com o pelo e no atravessamento do papel de filtro do controlo
negativo. Esta preferéncia podera estar relacionada com uma possivel atividade repelente do
OE ou ser atribuida ao acaso. Outro aspeto a mencionar, foi o ocorrido ao minuto 43, quando
um ixodideo estava em cima da membrana de refeicdo e demonstrou varias tentativas em
atravessar o papel de filtro contendo o OE. Podemos assim, deduzir que existiu algum
impedimento, dificuldade e/ou incitamento a afastar-se ap0s a aproximagao a &rea tratada
com o OE, tal como sucede com um composto repelente (Bowman 2014).

Os resultados apresentados no Gréfico 7 demonstram que, a média de H. marginatum
e D. marginatus que se encontravam a uma distancia entre 2,5 cm a 5 cm e a uma distancia

superior a 5 cm, foi superior no lado do controlo negativo. E no total, os H. marginatum e D.
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marginatus encontraram-se maioritariamente no controlo negativo, 0 que pode estar
relacionado com o afastamento ao OE, ja que os H. marginatum e D. marginatus nao tiveram
tanta tendéncia em se agrupar nos cantos, ou ter sido atribuido ao acaso. No entanto, a média
de H. marginatum e D. marginatus a uma distancia inferior a 0,5 cm, em ambos os lados, foi
0. Logo, deveriam ser repetidos mais ensaios a fim de obter uma amostra maior, pois temos
que ter em consideracao que, a contagem de ixodideos néo foi ininterrupta ao longo do tempo.
Comparando os ensaios com o OE de T. vulgaris a 2,5% e 5% pelos Gréficos 4 e 7,
respetivamente, vemos que em ambos 0s ensaios, o0s ixodideos demostraram ter preferéncia
em estar maioritariamente a mais de 5 cm e no lado do controlo negativo. Possivelmente,
podera ser um indicio de algum grau de repeléncia do OE de T. vulgaris. Uma vez que, nos
ensaios de campo de Soutar et al. (2019) com o OE de T. vulgaris a 5%, alcancaram 70,4%
de taxa de queda, valor proximo e ligeiramente superior ao atingido com o DEET a 20%, em
que a taxa de queda foi de 64,7%. Por sua vez, Goode et al. (2018), utilizaram 10 ninfas I.
ricinus para cada um dos 12 OE testados e verificaram que o OE de T. vulgaris a 5%, foi um
dos OE que atingiu maior repeléncia. O DEET, o OE de T. vulgaris (5%) e o OE de Curcuma
longa (5%), foram as Unicas substancias que continuaram a impedir que os ixodideos
atingissem a ponta do papel de filtro; Goode et al. (2018) verificaram que o OE de C. longa foi
o tratamento com melhor desempenho e com uma concentragdo minima eficaz de 2,5%.
Para alcangar um resultado elucidativo seria necessario realizar um maior numero de
ensaios. Igualmente, seria util verificar a repeléncia com concentragdes maiores, como, por
exemplo, a 10% e na formulacdo de microcapsulas, pois, com base na revisdo de Benelli e
Pavela (2018), a aplicagdo de OE em concentragBes superiores a 10%, geralmente atinge
100% de repeléncia em carragas. E o trabalho de Chung et al. (2013) demostrou que o OE de
T. vulgaris em microcapsulas manifestou uma elevada e eficaz atividade repelente, superior

a 90%, nas larvas de P. interpunctella.

5.4.Controlo negativo e controlo positivo

Neste ensaio foi possivel observar que D. marginatus e H. marginatum atravessaram
ambos os papéis de filtro e, inclusive, um ixodideo repousou, durante alguns minutos, em
cima do papel de filtro contendo o éleo de coco. Do mesmo modo, D. marginatus e H.
marginatum estiveram maioritariamente no lado do 6leo de coco. Além disso, é de referir que
no ensaio n°3 com o OE de T. vulgaris a 2,5%, um exemplar de H. marginatum ficou
imobilizado a uma distancia de 0,5 cm do papel de filtro do controlo negativo, durante cerca
de 61 minutos. Estas observagdes, podem indicar que o 6leo de coco inodoro ndo interfere
na aproximagdo dos ixodideos nem apresenta um efeito acaricida sobre estes. Contudo
nalguns ensaios observou-se o afastamento ao controlo negativo, dado o mencionado acima,

ainda poderemos especular se podera existir algum fator atrativo ou se estarem do lado do
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Oleo de coco ¢é atribuida ao acaso. Para tal, mais ensaios deveriam ser realizados com o 6leo
de coco, a fim de aumentar o tamanho da amostra e possibilitar um célculo estatistico
inferencial.

Teria sido desejavel realizar um ensaio com uma substancia repelente conhecida para
o controlo positivo, contudo, tal ndo foi exequivel tendo em conta a falta de ixodideos no tempo
determinado para a realizacdo dos ensaios. Como, por exemplo, os autores Goode et al.
(2018) utilizaram DEET a 20% e o PMD a 5%.

5.5.Consideracdes do estudo piloto

De um modo geral, neste estudo, procurdmos recriar 0 ambiente propicio para que 0s
ixodideos procurassem a fonte de alimento e manifestassem o seu comportamento de
parasitismo, embora as condi¢des laboratoriais ndo permitam replicar uma representacéo do
que seria esperado na natureza. Para tal, colocou-se a disposicdo alguns estimulos
especificos necessarios, como os estimulos olfativos (pelo do coelho-bravo, a respiragéo
humana e o sangue aquecido). Porém, por questdes de falta de meios materiais, faltou recriar
os estimulos mecanicos e os estimulos quimicos de contacto (Romano et al. 2018) também
necessarios para a ligacao.

Em relacdo a dieta utilizada no sistema de refei¢éo, utilizamos sangue de coelho-bravo
com heparina, 0 que é coerente com a maioria dos estudos que utiliza sangue com
anticoagulantes e s6 alguns estudos utilizam dietas artificiais (Romano et al. 2018).

Outra particularidade que se teve em consideragéo foi que, o 1° ensaio teve a duragéo
de 19 horas e como o objetivo primordial é avaliar a acdo repelente dos OE, ajustou-se para
uma duracdo de 3 horas. Isto porque a atividade repelente significa que a carraca ira
distanciar-se do OE, executando movimentos direcionados para longe deste (Dethier et al.
1960), havendo impedimento ou dificuldade de aproximacdo a zona que tem o OE, ou
incitamento ao afastamento apds a sua aproximacao (Bowman 2014). Embora, fosse menos
provavel que os ixodideos tivessem tempo suficiente para iniciar a refeicdo na membrana,
esse nao foi o critério primordial utilizado para a avaliacdo da repeléncia. Adicionalmente, é
de relembrar, que o OE tem um tempo de atuacao limitado devido a ser volatil (Chattopadhyay
et al. 2015) e, portanto, ndo seria adequado ter um tempo de duracgdo prolongado pois afetaria
0s resultados.

Apesar de que, eventualmente seja necessaria a experimentagdo em coelhos, o
método in vitro apresenta grandes vantagens para testar as substancias e complementar uma
situacao in vivo (Kréber et al. 2013). Com este protétipo de ensaio poder-se-a evitar o uso de
hospedeiros vivos, evitando assim a experimentacdo em coelhos para estudar as substancias
repelentes e, de modo ideal, poder-se-ia produzir membranas com a incorporacédo de

sensores e de um sistema de controlo baseado em microprocessadores e microcontroladores
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(Romano et al. 2018). Por exemplo, dispositivos avancados e automatizados nas
configuracdes de fornecimento do sangue, no controlo da temperatura e que permitissem ter
a sensibilidade de contabilizar as passagens e as possiveis fixacdes (Romano et al. 2018).
Possibilitar-se-ia assim, uma testagem automatizada (reduzindo a mao-de-obra e erros
associados) e uma condicdo experimental padronizada e continua no tempo (Romano et al.
2018).

De maneira geral, constatou-se que H. marginatum foram os ixodideos que expressam
maior atividade de locomocéo e, por serem 0s mais ativos, demonstraram pouca tendéncia a
repousarem e a agruparem-se. Este dinamismo evidenciado permitiu obter mais
oportunidades de observacdo da sua interacdo e o fato de estarem, praticamente, em
constante movimento permitiu estimar com maior clareza a sua propensao.

Os ixodideos contabilizados como imobilizados poderiam corresponder a exemplares,
gue embora tenham sido escolhidos como aptos, devido ao incidente ocorrido terem ficado
invalidos, ou a ixodideos mais sensiveis a temperatura (pelo fato de terem estado no frio).
Neste Ultimo caso, talvez seja necessario fazer uma transicdo para um ambiente aquecido ou
aumentar a intensidade dos estimulos, visto que pode ter sido insuficiente para os ativar.

Embora nédo tenha sido um dos obijetivos deste estudo piloto, destaca-se que possa
ter ocorrido alguma atividade acaricida dos OE de E. globulus e T. vulgaris, a 2,5% e 5%, e
que seja uma das possiveis causas da morte de um macho D. marginatus no ensaio n°2, duas
ninfas R. sanguineus no ensaio n°2, uma fémea H. marginatum no ensaio n°3, uma ninfa R.
sanguineus no ensaio n°4 e um macho H. marginatum no ensaio n°5. Considerando que,
Tabaria et al. (2017) demostraram que o carvacrol e o timol, presentes no OE de T. vulgaris
tém efeito acaricida nas larvas de I. ricinus e realgam que estes monoterpendides sao
promissores para férmulas acaricidas no controlo de |I. ricinus. Igualmente, o eucaliptol,
composto predominante no OE de E. globulus, possui atividade acaricida (Barton 2000; Batish
et al. 2008; Madreseh-Ghahfarokhi et al. 2019). Verifica-se também, a necessidade de
conseguir quantificar melhor a acdo dos OE nos ixodideos, por exemplo, interpretar o que é
prioritario, entender a relevancia de um ixodideo se fixar a membrana de refei¢do ou o registo
dos primeiros minutos de locomocao, visto que quanto maior o periodo de observacao,
provavelmente sera necessario uma maior concentracdo (Benelli and Pavela, 2018) ou uma
formulacdo aperfeicoada para atingir valores de repeléncia apropriados, pois os OE séo
volateis e possuem um tempo de atuacdo muito limitado (Stefanidesova et al. 2017).

Outro aspeto que poderiamos avaliar, na possibilidade de realizar mais ensaios, seria
verificar se a mistura dos OE ter4 uma ac¢éo sinérgica. Como, por exemplo, nos bioensaios de
Arafa et al. (2020) testaram, em larvas R. annulatus, a combinacéo do OE de E. globulus com
cristais de timol (99% pureza), o maior componente do OE de T. vulgaris, na concentracdo de

5% e 10% e alcangaram 100% de repeléncia.
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Por outro lado, concorda-se com Benelli e Pavela (2018) que realcam a importancia
de um trabalho interdisciplinar entre agronomaos, agricultores de PAM, investigadores em
guimica de produtos naturais e entomologistas ou parasitologistas, conseguindo com esse
intercambio, melhorar os procedimentos que asseguram uma normalizacdo quimica aceitavel
e a estabilidade dos OE utilizados, de modo a obter repelentes eficazes contra as carracas.

Por ultimo, tendo em conta o tamanho reduzido da amostra e o facto de ndo ter sido
possivel realizar o tratamento dos dados por estatistica inferencial, a comparacdo dos
resultados alcancados foi dificultada e ndo garantiu tirar conclusdes assertivas da repeléncia
dos OE E. globulus (2,5% e 5%) e T. vulgaris (2,5% e 5%) em H. marginatum, D. marginatus

e R. sanguineus.

6. LimitacOes do estudo

Conforme referido acima, o conjunto de dados obtido é consideravelmente pequeno,
0 que impossibilitou o uso de técnicas estatisticas convenientes para testar a hipotese de
repeléncia dos OE em cada diluigdo. De modo incluso, a necessidade de um grande numero
de ixodideos viaveis para os ensaios nao foi colmatada devido a dificuldade em induzir as
ovoposturas das fémeas D. marginatus e a ecloséo das larvas e ao insucesso de varias
capturas realizadas, bem como devido ao periodo de restricAo de acesso ao campo e
interrupcao dos ensaios decorrente do confinamento obrigatorio e das medidas de restricdo
de circulagdo tomadas pelo governo portugués pela pandemia COVID-19.

Adicionalmente, assim como varios autores que utilizaram métodos diferentes para
testar a atividade repelente dos OE (Benelli and Pavela, 2018), tornou-se dificil comparar os
resultados. Para uma avaliacdo vdlida da eficacia de diferentes compostos e de suas
formulacdes na repeléncia de carracas, é essencial um método padronizado (Kréber et al.
2013). Porisso, embora, possam ter sido observadas algumas tendéncias gerais a partir dos
resultados, no presente estudo nao foi possivel seguir um modelo padrédo com procedimentos
metddicos e uniformes, com parametros facilmente estimaveis. Também, ndo existiu a
oportunidade de realizar um ensaio com um controlo positivo para obter um termo de
comparacéo, pelo que a repeticdo de mais ensaios € desejavel num futuro préximo.

Desta forma, o presente estudo possui um caracter observacional, pelo que esta
inerente a subjetividade e a experiéncia do executante. Sendo um estudo piloto, ha também

a necessidade de alguns ajustes e modificacdes para futuros ensaios.
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CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

Neste estudo, através da consulta bibliografica, conclui-se sobre a importancia e
eficacia dos OE no controlo de ixodideos, os quais devem ser impulsionados como uma
alternativa a outros tratamentos.

Diversos fatores, anteriormente referidos, dificultaram a obtencdo de um namero
suficiente de ixodideos viaveis para os bioensaios planeados.

Os resultados obtidos sugerem que as fémeas D. marginatus em criagdo, necessitam
de um maior cuidado com a manipulacéo dos frascos e controlo de temperatura e humidade
relativa adequados. Além disso, parecem demonstrar que, para além de possiveis causas
fisiolégicas, a inducao forcada da ovopostura é influenciada pela altura do ano, visto que estas
tém uma sincronizagdo muito competente do ciclo de vida com a estacao do ano favoravel.

De modo satisfatorio, as ecdises de ninfa para adulto, utilizando H. marginatum
recolhidos no campo, foi alcancada na sua quase totalidade, o que € um resultado
interessante que requer alguma pericia para ser alcangado, pois estas ndo estdo adaptadas
a este modo de criagéo.

O OE de E. globulus a 2,5% sobre as ninfas e adultos H. marginatum, nado foi
totalmente eficaz na sua repeléncia, pois foi observado o atravessamento pelo papel de filtro
gue o continha. Do mesmo modo, a uma distancia maior que 5 cm, H. marginatum
encontraram-se maioritariamente no lado do OE, embora muitas vezes agrupados nos cantos
da caixa. Porém, a facilidade ou preferéncia em movimentarem-se para a membrana de
refeicdo do controlo negativo e o fato de que, a média de H. marginatum que se encontravam
a uma distancia menor que 0,5 cm ter tido um valor superior no controlo negativo em relacao
ao lado do OE, podera estar relacionada com algum grau de repeléncia. Semelhante fato
ocorreu no ensaio com os adultos D. marginatus e ninfas e adultos R. sanguineus, onde este
revelou também que nao foi completamente eficaz na repeléncia, porque foi observado o seu
atravessamento. Porém, pode ter existido algum grau de repeléncia pelo fato de que D.
marginatus e R. sanguineus estiveram maioritariamente no lado do controlo negativo e o
namero médio de ixodideos a uma distancia menor que 0,5 cm foi de 0 para o OE.

O OE de E. globulus a 5% induziu ligeiramente uma maior aproximacao ao isco do
controlo negativo, em ninfas e adultos H. marginatum e R. sanguineus. Ainda assim, o facto
de terem atravessado o papel de filtro em que estava embebido revelou que nao produziu, de
modo absoluto, o efeito repelente.

O OE de T. vulgaris a 2,5% pareceu demonstrar alguma repeléncia em adultos H.
marginatum, porque, embora tenha existido aproximacdo a membrana de refeicdo do OE, foi
mais frequente a membrana do controlo negativo e H. marginatum encontraram-se sobretudo
nesse mesmo lado. Contudo, a repeléncia nédo foi total pois foi registado o atravessamento

pelo papel de filtro impregnado com o OE e obteve-se uma média de 1 ixodideo a 0,5 cm ao
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limite exterior deste. Identicamente, na concentracdo de 5% pareceu demonstrar acao
repelente em adultos H. marginatum e D. marginatus porque foi observada maior frequéncia
na interacdo com o pelo, no atravessamento e na permanéncia no lado do controlo negativo
e observou-se ainda, um ixodideo “cercado” em cima da membrana do OE. Todavia, nao foi
absoluta, porque foi observado o atravessamento no papel de filtro embebido no OE

Os resultados parecem sugerir que nenhum dos OE, nas concentra¢des aplicadas,
repeliu totalmente, pois em todos os ensaios foi observada a passagem pelo papel de filtro
contendo o OE e néo se evitaram todas as aproximagoes. Apenas algumas tendéncias gerais
foram observadas e parecem indicar que possa existir alguma atividade acaricida e a
possibilidade de algum nivel de repeléncia para os OE estudados, sendo ligeiramente mais
notorio para o OE de T. vulgaris.

Reforca-se que este trabalho necessita de ser continuado e seria benéfico serem
estudadas outras dilui¢cdes, inclusive com outros OE, até encontrar a concentragdo minima
eficaz.

Procura-se também, alertar para a importancia de um planeamento de ensaios, pois
requer um numero consideravel de ixodideos e podera ser Util determinar o tempo necessario
entre a captura dos ixodideos até a producgéo de larvas, assim como, verificar se podem ser
mantidos num estadio dormente por algum tempo e serem reativados quando necessario.

E indispensavel desenhar bem o estudo e que este complemente o método in vivo no
seu exponencial e, paralelamente que seja abrangente. Isto é, apesar de se evitar a
experimentagdo em coelhos-bravos, a fim de priorizar o método in vitro, possivelmente sera
necessario que a Ultima nao se baseie apenas em ensaios in vitro; mas que consista também
num método em campo mais extenso e detalhado com o propésito de obter uma padronizagéo
e compreensdo do modo de agdo no sentido de encontrar uma formulagéo e estratégia de
aplicacdo deste produto fitoterapico.

Para finalizar, apesar de ndo se ter chegado a uma resposta consistente sobre a
repeléncia investigada e ndo se ter obtido os resultados com o efeito pretendido, tal como,
argumentado pela editora Emma Granqvist de ciéncias vegetais da Elsevier, “uma experiéncia
ndo deveria ter que mostrar resultados positivos para estar publicada na literatura” e “sera
mais competente e ndo tendencioso se todos os resultados fossem disponibilizados a
comunidade cientifica”. Ja os editores, Dr. Thomas W. Okita (Washington State University) e
o Dr. José A. Olivares (Los Alamos National Laboratory), destacam que podera “ajudar a evitar
a repeticdo das mesmas experimentacdes, bem como a encorajar a criar novas hipoteses”.

Espera-se sensibilizar a continuagéo, amplificacdo e aperfeicoamento deste estudo
para obter um repelente a base de OE com um valor consideravel de repeléncia e passivel de
ser usado no coelho-bravo e, assim, contribuir para o necessario controlo de vetores e das

doencas transmitidas por estes nesta espécie chave.
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V.

ANEXOS

Anexo 1 - ExtracBes dos OE

Tabela 24. Extracfes do OE, definidas internacionalmente, por destilacdo ou processo
mecanico.

Definigéo da extracéo do OE

hidrodestilagdo ou destilacdo em agua da espécie botanica ou das suas diferentes partes (fresca,
seca, inteira, seccionada ou em pd) devidamente identificadas (Batish et al. 2008; Figueiredo et al.
2017h).

destilacdo em agua com arrastamento de vapor da espécie botanica ou das suas diferentes partes
(fresca, seca, inteira, seccionada ou em pd) devidamente identificadas (EPAM 2014; Figueiredo et
al. 2017b).

destilagdo com arrastamento de vapor da espécie botanica ou das suas diferentes partes (fresca,
seca, inteira, seccionada ou em po) devidamente identificadas (Figueiredo et al. 2017b).

destilacdo a seco, com base no Council of Europe (2010) citado por Figueiredo e Barroso (2015, p.
96), da espécie botanica ou das suas diferentes partes (fresca, seca, inteira, seccionada ou em po)
devidamente identificadas (Figueiredo et al. 2007).

expresséo, processo mecanico de extragdo a frio, isto €, prensagem ou picotagem do epicarpo dos
frutos frescos do género Citrus (Figueiredo et al. 2014). Ap6s a extracéo do OE procede-se a
separacao da fase aquosa que preserva a sua composicéo, por decantagéo ou centrifugacdo, com
base no Council of Europe (2010) citado por Figueiredo et al. (2017b, pp. 14-15).
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Anexo 2 — Ficha técnica do OE de E. globulus Labill utilizado nos ensaios

Ficha Técnica

Oleo Essencial Eucalyptus globulus L.

Identificagdo do Produtor / Identification of the Producer

Produtor / Producer

Responsavel para contato / Name
Endereco / Address

Telefone / Phone

Email

Identificacdo da planta / Plant identification
Nome cientifico / Scientific name:

Nome vulgar / Common name:

Familia / Family

Parte da planta / Plant part

Blossom Essence, Lda

Fausta Parracho

ParkUrbis - Parque de Ciéncia e Tecnologia, 6200-865 Covilha
934 476 787

info@blossomessence.pt

Eucalyptus globulus L.
Eucalipto / Eucalyptus
Myrtaceae

Folha / Leaf

Identificacéo do local de cultura ou colheita / Identification of the place of cultivation or harvesting

Local, pais / Place, country

Cultivo, Espontanea / Cultivation, Wild harvest

Modo de cultivo / Cultivation method

Proenca a Nova, Portugal
Espontanea / Wild harvest
Agricultura Bioléliga / Organic Farming

Identificagdo da (s) substancia (s) / Substance identification

Amostra / Sample:

Nome comercial / Commercial name

N° CAS

Método de extracao / Extraction procedure

Estado fisico / physical state:
Qualidade / Quality

Cor/ Color:

Odor / Odor:

Ponto de fusdo / Fusion point :

Intervalo de ebuli¢éo /Boiling range :

Ponto de Inflagéo / Inflation Point :
Densidade relativa / Relative density (20°C):

indice de refracgdo / Refractive index (20°C):

indice de rotagdo / Rotation inde (20°C):
Solubilidade em agua /Solubility in water :

Solubilidade em etanol / Solubility in etanol :

Principais constituintes / Main constituents
1,8 - Cineol (Eucalyptol)

D-Limoneno

a-pineno

p-cimeno

Oleo Essencial / Essential Oil Eucalyptus globulus (100 %)
Oleo Essencial de Eucalipto BIO (100%)

8000-48-4

Destilagdo por arrastamento de vapor / steam distillation
Liquido

100 % Biolégico

100 % puro : Isento de outro dleos essenciais

100 % integral : sem descoloragéo, sem detengéo, sem
retificacéo, etc.

100 % natural : ndo desnaturado, sem moléculas sintéticas

amarelo palido

Caracteristico, fresco, canforado e cinedlico
-14°C a -12°C

160°C a 200°C

44°C

0.905a 0.921

1.460 — 1.477

0°;-10°

Insoluvel

Muito Soluvel

70.00 - 85.00 %
3.00 - 15.00 %
8.00 - 20.00 %
4.00 - 7.00%

Os produtos de origem natural néo fornecem composicéo idéntica para cada producéo. Estes valores sdo indicativos e ndo
excluem a possibilidade de ligeiras variagbes. Para composi¢cdes mais detalhadas por favor solicite-as a quando da aquisicédo

da matéria-prima identificando o lote.

Documento elaborado com base nos picos obtidos por cromatografia gasosa e espectroscopia de massa efectuados pelo Centro de
i gia Vegetal da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa e/ou Departamento de Quimica da Universidade da Beira Interior.

1/2

74



% Ficha Técnica

Oleo Essencial Eucalyptus globulus L.
e |bfossom
essence

Informacoes regulamentares / Regulatory information

Directivas da EU 67/548/CEE Xn: Nocivo
N: Perigo para o ambiente
R10:Inflamavel

R43: Pode causar reaccéo de sensibilizagéo para a pele.
R50/53: Muito téxico para os organismos aquaticos, pode causar
efeitos nefastos a longo prazo em ambiente aquatico

R65: Nocivo: pode causar sensibilizagéo pulmonar, se ingerido.

Regulamento CLP (CE) 1272/2008

7

Aviso: Atencéo!
H226 Liquido e vapor inflamaveis.

"%

Aviso: Perigo!
H304 Pode ser fatal, se engolido ou inspirado.

&

Aviso: Atencao!
H317 Pode provocar irritagéo cutéanea.

®

Aviso: Atengao!
H410 Muito toxico para os organismos aquaticos, podendo causar
efeitos a longo prazo.

Armazenamento e conservagao / Storage and conservation

A conservagéo dos produtos é feita em frascos de vidro escuro, hermeticamente fechados, protegido do ar e luz, a uma
temperatura moderada (max. 15 ° C) e estavel.

Para além dos 3 anos de validade, nas condicbes de conservacéo acima descritas, pode haver uma reducéo do teor de
hidrocarbonetos aromaticos ou uma ligeira coloragéo do produto.

Informacdes adicionais / Additional Information
Os produtos de origem natural ndo fornecem composicéo idéntica para cada produgéo. Estes valores séo indicativos e ndo
excluem a possibilidade de ligeiras variagdes.

Biolégico: Produtos agro-alimentares certificados por Ecocert PT-BIO-02
Matérias-primas biolagicas certificadas
100% do total dos ingredientes s&o provenientes da agricultura biolégica.

Documento elaborado com base nos picos obtidos por cromatografia gasosa e espectroscopia de massa efectuados pelo Centro de
Biotecnologia Vegetal da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa e/ou Departamento de Quimica da Universidade da Beira Interior.
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Anexo 3 - Ficha técnica do OE de T. vulgaris L. quimiotipo (CT) Timol utilizado nos
ensaios

Ficha Técnica

b e - Oleo Essencial Thymus Vulgaris L. ct Thymol

Identificacdo do Produtor / Identification of the Producer

Produtor / Producer

Responsavel para contato / Name
Endereco / Address

Telefone / Phone

Email

Identificacdo da planta/ Plant identification
Nome cientifico / Scientific name:

Nome vulgar / Common name:

Familia / Family

Parte da planta / Plant part

Blossom Essence, Lda

Fausta Parracho

ParkUrbis - Parque de Ciéncia e Tecnologia, 6200-865 Covilha
934 476 787

info@blossomessence.pt

Thymus Vulgaris L. CT Thymol

Tomilho / Thyme

Lamiaceae

Partes aéreas floridas / Flowering aerial part

Identificacd@o do local de cultura ou colheita / Identification of the place of cultivation or harvesting

Local, pais / Place, country

Cultivo, Espontanea / Cultivation, Wild harvest

Modo de cultivo / Cultivation method

Barrancos, Portugal
Cultivo / Cultivation
Agricultura Bioléliga / Organic Farming

Identificagdo da (s) substancia (s) / Substance identification

Amostra / Sample:

Nome comercial / Commercial name
N° CAS
Método de extracdo / Extraction procedure

Estado fisico / physical state:
Qualidade / Quality

Cor/ Color:

Odor / Odor:

Ponto de fus@o / Fusion point :

Intervalo de ebuli¢éo /Boiling range :

Ponto de Inflagdo / Inflation Point :
Densidade relativa / Relative density (20°C):

indice de refracgdo / Refractive index (20°C):

indice de rotacdo / Rotation inde (20°C):
Solubilidade em agua /Solubility in water :

Solubilidade em etanol / Solubility in etanol :

Principais constituintes / Main constituents
thymol

carvacrol

linalol

p-cimeno

y-terpineno

mirceno

Oleo Essencial / Essential Oil Thymus Vulgaris cT Thymol (100 %)
Oleo Essencial de Tomilho BIO (100%)

84929-51-1

Destilag@o por arrastamento de vapor / steam distillation

Liquido

100% Biolégico

100 % puro : Isento de outro éleos essenciais

100 % integral : sem descoloragéo, sem detengéo, sem
retificacao, etc.

100 % natural : ndo desnaturado, sem moléculas sintéticas

Incolor a amarelo

forte, quente, caracteristico
Néo disponivel

Néo disponivel

48°C

0.907 a 0.935

1.495 — 1.5050

Néo disponivel

Insoltvel

Muito Soltvel

43.00-49.00 %
3.00 - 5.00 %
3.00 - 5.00 %
15.00 - 22.00 %
8.00 - 12.00 %
1.00 - 3.00 %

Os produtos de origem natural néo fornecem composicéo idéntica para cada producédo. Estes valores s&o indicativos e ndo
excluem a possibilidade de ligeiras variagcdes. Para composi¢des mais detalhadas por favor solicite-as a quando da aquisicdo

da matéria-prima identificando o lote.

Documento elaborado com base nos picos obtidos por cromatografia gasosa e espectroscopia de massa efectuados pelo Centro de
Biotecnologia Vegetal da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa e/ou Departamento de Quimica da Universidade da Beira Interior.
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] Ficha Técnica
e " Oleo Essencial Thymus Vulgaris L. ct Thymol
{DNOssSom
iessence

Informacoes regulamentares / Regulatory information

Directivas da EU 67/548/CEE Xn: Nocivo
N: Perigo para o ambiente
R10:Inflamavel

R43: Pode causar reaccéo de sensibilizagéo para a pele.
R50/53: Muito téxico para os organismos aquaticos, pode causar
efeitos nefastos a longo prazo em ambiente aquatico

R65: Nocivo: pode causar sensibilizagéo pulmonar, se ingerido.

Regulamento CLP (CE) 1272/2008

@

Aviso: Atencgéo!
H226 Liquido e vapor inflamaveis.

"%

Aviso: Perigo!
H304 Pode ser fatal, se engolido ou inspirado.

&

Aviso: Atencao!
H317 Pode provocar irritagéo cutanea.

&

Aviso: Atengéo!
H410 Muito toxico para os organismos aquaticos, podendo causar
efeitos a longo prazo.

Armazenamento e conservagao / Storage and conservation

A conservagédo dos produtos é feita em frascos de vidro escuro, hermeticamente fechados, protegido do ar e luz, a uma
temperatura moderada (max. 15 ° C) e estavel.

Para além dos 3 anos de validade, nas condi¢des de conservacéo acima descritas, pode haver uma reducéo do teor de
hidrocarbonetos aromaticos ou uma ligeira coloragéo do produto.

Informacdes adicionais / Additional Information
Os produtos de origem natural ndo fornecem composicéo idéntica para cada produgéo. Estes valores séo indicativos e ndo
excluem a possibilidade de ligeiras variagdes.

Biologico: Produtos agro-alimentares certificados por Ecocert PT-BIO-02
Matérias-primas bioldgicas certificadas
100% do total dos ingredientes s&o provenientes da agricultura bioldgica.

Documento elaborado com base nos picos obtidos por cromatografia gasosa e espectroscopia de massa efectuados pelo Centro de
Biotecnologia Vegetal da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa e/ou Departamento de Quimica da Universidade da Beira Interior.
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Anexo 4 — Material utilizado nos ensaios e respetivas especificacdes

Tabela 25. Lista de material utilizado e respetivas especificacoes.

Material

Especificacdo

Substancia testada

Controlo negativo e diluente

Micropipeta Eppendorf Research100
Micropipeta Transferpette® 1000
Tubo de Eppendorf

Folhas circulares de papel de filtro Whatman®
com 7 cm de didmetro

Ixodideos

Caixa de esferovite com gelo picado no
interior

Sangue venoso de coelho-bravo em tubo, de
1,3 ml, com EDTA

Sistema de Hemotek™ (5W1)

Caixa de acrilico

Pipeta de Pasteur

Pelicula “Parafilm® “M” Laboratory Sealing
(American National Can ™)

Pelo de coelho-bravo

Pinca

Pincel

Rede mosquiteira

100% OE de E. globulus diluido a 2,5% (ensaios n°
1 e n°2) e diluido a 5% (ensaio n° 4) em 6leo de
coco inodoro

100% OE de T. vulgaris diluido a 2,5% (ensaio n° 3)
e diluido a 5% (ensaio n° 5) em 6leo de coco
inodoro

100% Oleo vegetal de coco inodoro, ndo diluido
(ensaio n°6)

100% Oleo vegetal de coco inodoro

Diluicédo dos OE
Diluicédo dos OE
Diluicédo dos OE

Recortada em anel (ensaios n°1, n® 2, n° 3, n° 4, n°
5, n° 6) e em anel divida ao meio (ensaio n° 6)

14 D. marginatus, 12 R. sanguineus e
54 H. marginatum

Transporte dos ixodideos

Recolhido, anteriormente, a cada ensaio

Método de alimentagdo por membrana

Contendo duas ligacdes para os dois sistemas de
alimentagao de Hemotek™

Translacdo do sangue do tubo de EDTA para os
recipientes de refeicao do Hemotek™ e
transferéncia da substancia testada e do controlo
negativo para o anel de papel de filtro

Vedacgéao dos recipientes de refeicdo

Estimulo odorifero

Manuseamento do anel de papel de filtro e do pelo
Transferéncia dos ixodideos para o interior da caixa

Cobertura das aberturas do tampo da caixa sobre
cada recipiente de alimentacéo, para permitir o fluxo
de ar e diminuir a concentrac¢édo do odor (ensaios n°
2en°3)
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Rede de malha fina esticada num aro
amovivel

Fita-cola

Plasticina

Recipiente com agua no seu interior

Termdmetro digital do Hemotek™
Placas de Petri de vidro e de plastico
Tesoura

Luvas de latex descartaveis

Bata de laboratdrio branca

Cobertura das aberturas do tampo da caixa, para
permitir o fluxo de ar, diminuir a concentracao do
odor e ter melhor visibilidade (ensaios n° 4, n°5 e n°
6)

Fixacdo da rede mosquiteira, (ensaios n° 2° e n° 3),
fixag8o dos cabos elétricos do sistema de
Hemotek™ e ocluséo de possiveis friestas (ensaio
n° 4)

Ocluséo de possiveis friestas (ensaios n° 2, n°® 3, n°
5en°6)

Medida de seguranca (ensaios n°®2,n°3,n°4,n°5 e
n° 6)

Medicao da temperatura da placa de aquecimento
Acondicionamento e transporte dos ixodideos
Recorte do papel de filtro

Equipamento de protecéo individual

Equipamento de protecéo individual
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Anexo 5 - Figuras originais dos ixodideos utilizados nos ensaios obtidas através de um estereomicroscopio binocular

? |

Figura 22. Morfologia externa de espécimes de R. sanguineus: ninfa em vista dorsal (a) e ventral (b), macho em vista dorsal (c) e ventral (d) e fémea em

vista ventral (e) e dorsal (f), com régua graduada em mm.

ENT

Figura 23. Morfologia externa de espécimes de H. marginatum: ninfa em vista dorsal (a) e ventral (b), macho em vista dorsal (c) e ventral (d) e fémea em
vista dorsal (e) e ventral (f), com régua graduada em mm.

Figura 24. Morfologia externa de espécimes de D. marginatus: macho em vista dorsal (a) e ventral (b) e fémea em vista dorsal (c) e ventral (d), com régua
graduada em mm.
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