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Resumo

A pediculose da cabega ¢ um problema de saude publica, principalmente em paises
subdesenvolvidos. Os métodos de controle utilizados possuem na sua maioria de baixa a
moderada eficiéncia, devido a resisténcia apresentada pelo piolho aos tratamentos quimicos
convencionais, resultando no aumento da prevaléncia. Para avaliar novas alternativas de
controle da pediculose foi verificada a atividade repelente dos extratos etandlicos de Ruta
graveolens contra Pediculus capitis. Um circulo de papel filtro com 10 cm foi dividido em zona
interna (a) e zona externa (b). Na zona (a) foi aplicado 0,5 mL do extrato nas concentracdes de
100 mg/mL, 300 mg/mL e 500 mg/mL. Na sequéncia, trés piolhos foram colocados na zona (a)
e entdo o numero de piolhos encontrados em ambas as zonas foram registrados a cada dez
minutos durante 2 horas. Foram utilizados 15 piolhos em cada réplica e um total de 45 piolhos
no experimento. O controle positivo foi permetrina (10mg/mL) e o negativo etanol 80%. Os
piolhos foram mantidos em 28° C + 1° C; 60 + 5% umidade relativa. O extrato etandlico de R.
graveolens na concentracdo de 500 mg/mL apresentou acdo repelente significativamente
superior as demais concentracdes testadas (p<0,05). O componente quimico encontrado nas
amostras do extrato analisadas foi o tetrametil hexadecenol. Portanto, os extratos obtidos a partir
da R. graveolens podem ser promissores para pesquisas referentes a bioatividade dos seus
componentes isolados, bem como aos estudos sobre 0 mecanismo de agdo das substancias
purificadas.
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Abstract

The head’s Pediculosis is a public health problem, mainly in developing countries. The
control methods used have mostly low efficiency, due to the resistance presented by the lice to
the conventional chemical treatments, resulting on the increase of the prevalence. To evaluate
new control alternatives of pediculosis control, was verified the repellent activity of the
ethanolic extracts of Ruta graveolens against Pediculus capitis. A circle of filter paper with 10
cm was divided in internal zone (a) and external zone (b). In the area A 0.5 mL of the solution
to be tested in the concentrations of 100 mg/mL, 300 mg/mL and 500 mg/mL was applied.
Following, three head lice were placed in the zone (a). The number of head lice found in both of
the zones was recorded every ten minutes for two hours. Assays were performed in triplicate. 15
lice were used in each replica and a total of 45 lice in the experiment. The positive control was
permethrin (10mg/mL) and the negative control was ethanol 80%. The lice were kept in 28° C +
1° C; 60 % 5% relative humidity. The ethanolic extract of Ruta graveolens in the concentration
of 500 mg/mL presented repellent action significantly higher than the other concentrations
tested in the other groups (p<0.05). The chemical component of higher concentration percentage
in the samples was the tetrametil hexadecenol. Therefore, the extracts obtained from R.
graveolens may be promising for research concerning the bioactivity of its isolated components,
as well as studies on the mechanism of action of the purified substances.

Key-words: repellency, Pediculus capitis, Ruta graveolens, Manaus, Amazon.

1. Introducéo desenvolvida pelos piolhos  aos

Pediculus capitis é um ectoparasito piolhicidas que sdo compostos por tais
hematéfago que infesta humanos produtos (MOUGABURE CUETO et
(BORGES-MORONI et al., 2011, al. 2002). A resisténcia resulta de
NUNES et al., 2014). O principal mudancas genéticas afetando a sintese
sintoma é o prurido, podendo ocorrer de enzimas como: acetil-colinesterase
infeccbes  bacterianas  secundarias, (WHYARD et al., 1994),
devido ao hematofagismo realizado pelo monooxigenases (HEMINGWAY et al.,
ectoparasito (BORGES e MENDES, 1999), esterases ndo  especificas
2002; ROBERTS, 2002). (SIEGFRIED e ZERA, 1994) ou

Qualquer pessoa, independente transferases (BROGDON, 1989).

de caracteristicas fisicas, étnicas ou Por esta razdo, o uso de produtos
sociais pode ser infestada. Porem em derivados de plantas tem crescido em
estudos realizados em paises todo o mundo, sendo importantes
desenvolvidos ou em desenvolvimento alternativas aos piolhicidas
tem sido observada uma maior convencionais. Os métodos alternativos
prevaléncia em criancas (LINARDI et de controle da pediculose sdo
al., 1988b; BURGESS 2004; BORGES encontrados com distintos constituintes
et al., 2007; JEONG-MIN et al., 2010) e formas de aplicagdo, como
Os medicamentos mais utilizados para o componentes botanicos, por exemplo,
controle da pediculose sdo produtos a 6leos essenciais de plantas e o vapor
base de organofosforados e piretroides. destilado de plantas aromaticas, o qual &
No entanto, em varios estudos feitos em composto por bioativos (monoterpenos
distintos paises foi observada resisténcia e fendis de baixo peso molecular)
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(GUENTHER, 1972). Alguns destes
componentes sdo efetivos contra uma
variedade de parasitas (RICE e COATS,
1994), incluindo o piolho humano
(PRIESTLEY et al., 2006; TOLOZA et
al., 2006). Os extratos de Ipomoea
carneafistolasa (OPS, 1999),
Lonchocarpus utilis (MARINOS et al.,
2000), como também de outras espécies
de Annonaceae, onde é isolada
principalmente a acetogenina, s&o
utilizados em estudos com mosquitos
(adultos e larvas) e insetos-praga para
verificar acOes repelente, intoxicante e
inibidor (ALALI et al., 1998; NOVAK,
2000).

Apesar da existéncia de alguns
estudos que avaliam a efetividade de
6leos essenciais e seus componentes
(TOLOZA et al., 2006; TOLOZA et al.,
2008), poucas plantas nativas ou
exoticas tém sido estudadas como
fontes futuras de piolhicidas. Além
disso, ha& restritas pesquisas que
verificam a atividade repelente de
piolhos utilizando extratos vegetais
(GOMES et al., 1999; TOLOZA et al.,
2010).

A prevaléncia e os niveis de
infestacdo da pediculose da cabeca estdo
relacionados com fatores culturais,
sociais e genéticos, principalmente, a
resisténcia do piolho aos inseticidas
quimicos (BORGES et al., 2007). O
grau de influéncia de cada um destes
fatores pode variar dependendo do
perfil da populagdo em estudo. Tais
fatos reafirmam a necessidade de
estudos detalhados sobre a influéncia
destes fatores local e regionalmente.
Havendo a necessidade de pesquisas de
novos piolhicidas naturais, com baixo
poder residual e custo para um controle
eficiente da pediculose.

A R. graveolens é uma planta
medicinal muito conhecida, sendo de
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ampla distribuicdo e facil cultivo
(MOGHADAM et al., 2012). As folhas
dessa planta s&o compostas por
glandulas que possuem oOleo essencial
de odor caracteristico (FERREIRA et
al.,, 2004). Pertence a familia das
rutdceas (latim cientifico: Rutaceae),
popularmente conhecida como arruda-
dos-jardins ou ruta-de-cheiro-forte.

A composicdo quimica dos
extratos de R. graveolens varia de
acordo com a parte da planta coletada
(folhas, flores, caule e raizes) sendo a
atividade biol6gica relacionada com
presenca de cumarinas e alcaloides,

particularmente, quinolinas,
furanocumarinas e  furoquinolinas
(STASHENKO et al., 2000), oleos

volateis constituidos principalmente por
cetonas, aminodacidos, triterpenos,
taninos, flavonoides, glicosidios e
esterdis (HADDOUCHI et al., 2013).

Alguns autores verificaram a
acdo piolhicida de R. graveolens
(YANG et al.,, 2003; YANG et al,
2009; BAGAVAN et al., 2011). No
entanto, poucos trabalhos tem avaliado
a acdo repelente do extrato de R.
graveolens (NERIO et al., 2010).

Portanto, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade repelente
do extrato de R. graveolens contra P.
capitis.

2. Material e Métodos

2.1. Locais de coleta e manutencéo de
P. capitis

As coletas de piolhos adultos
foram realizadas por catagdo manual em
criancas de creches de Manaus-AM. Em
seguida, os piolhos foram armazenados
em recipiente plastico com algoddo e
fios de cabelos e transportados ao
laboratorio, sendo mantidos conforme
protocolo de GAO et al. (2006).
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Os piolhos foram identificados
segundo TRIPLEHORN e JONNSON,
2011. O grupo de piolhos foi submetido
ao teste repelente. A pesquisa foi
aprovada CEP/ UFAM, CAAE.
0008.0.115.000-08.

2.2. Material vegetal

As amostras R. graveolens
foram coletadas no més abril no Horto
da Universidade Nilton Lins (3°338”S
60°0'32”0) em Manaus-AM, as 14:00h,
temperatura de 25°C e umidade relativa
do ar de 80%. Uma exsicata da planta
foi identificada pelo Herbério (INPA),
com o numero 187529.

2.4. Producdo do extrato

Os extratos foram produzidos a
partir das folhas de R. graveolens,
conforme  Farmacopéia  Brasileira
(1988). As folhas foram lavadas em
agua destilada, secas em estufa de ar
circulante a 50°C, por 48 h. Em seguida,
200g das folhas foram homogeneizadas
em 1000 mL de solucdo etanol/agua
80% (v/v), em agitacdo com intervalos
de 30s a cada 5 min. Posteriormente, o
material foi filtrado em papel de filtro
Whatman  n°l, concentrado em
rotaevaporador, 70°C, 100 rpm até a
completa retirada do etanol. O material
foi entdo ressuspenso nas concentragdes
de 100 mg/mL,, 300 mg/mL e 500
mg/mL, com solucéo de etanol 80%.

2.5. Caracterizacéo
extrato

As amostras foram analisadas
por cromatografia gasosa associada com
espectrometria de massas (GC/MS) pela
Central Analitica do Instituto de
Quimica da UNICAMP (CA -531/10),
utilizando cromatografo Shimadzu (QP-
5000). As condi¢des cromatograficas
foram: volume injetado 1,0 uL/amostra

quimica do
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em coluna HP-5MS; 5% difenil; 95%
dimetil polisiloxano (30m x 0,25 mm;
025 um); arraste com He (99,9999 % de
pureza) 1,0 ml/min; injetor em 280°C,
modo Split (1:100); escala de aumento
da temperatura do forno 50°C por 4
minutos; 300°C (5°C/min); 300°C por
16 minutos (tempo total de 70 min).
Para a identificagdo dos compostos
detectados nos cromatogramas foram
utilizadas a base de dados de espectros
de massas NIST105 NIST21 e
WILWY139.

2.3. Procedimentos do teste repelente

O teste foi realizado em
triplicata seguindo o protocolo de
TOLOZA et al., 2006. Um circulo com
10 cm de didametro, confeccionado com
papel Whatman n°1, foi dividido em
zona interna (a) e zona externa (b). As
areas tratadas receberam 0,5 mL de cada
extrato etandlico a ser testado
(concentragbes de 100 mg/mL, 300
mg/mL e 500 mg/mL). Qutros dois
circulos de papel foram tratados
respectivamente ~ com permetrina
(10mg/mL) e etanol 80%. Os papéis de
filtro foram secados por 10 minutos
antes do uso. Trés piolhos adultos foram
colocados na zona (a) e 0 numero de
piolhos encontrados em ambas as zonas
foram registrados, a cada dez minutos,
por duas horas, totalizando quarenta e
cinco piolhos por ensaio, considerando
os controles. Todos os piolhos foram
mantidos em 28° C + 1° C; 60 + 5% UR.
O controle positivo foi permetrina
(10mg/mL) e o controle negativo foi
etanol 80%.

2.6. Analise estatistica

Foram utilizados o0s testes
ANOVA Two-Way e de Tukey, com o
nivel de significancia de 5%, mediante
o software Biostat versdo 5.3.



2. Resultados e Discussao

Os extratos de R. graveolens
apresentaram acao repelente (Figura 1).
Na concentragdo de 500 mg/mL, houve
repeléncia significativa (85,7%) apos
120 minutos de exposic¢do ao piolho.

Nas concentracfes de 100 e 300
mg/mL nao houve diferenga
significativa no percentual de repeléncia
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(p > 0.05) sendo respectivamente, 47,5%
e 30,9%.

O controle negativo (etanol
80%), apresentou desempenho superior
(70% de repeléncia, com 20 minutos de
exposicdo) aos valores obtidos com
concentragdes abaixo de 500 mg/mL,
sendo que talvez nesse caso a presenca
do etanol utilizado seja  mais
determinante para a atividade bioldgica.
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controle negativo (etanol 80%)

=« = controle positivo (permetrina)

Figura 1 — Repeléncia percentual do extrato etandlico de Ruta graveolens, nas concentra¢fes 100, 300 e
500 mg/mL, contra P. capitis (n=3).

Os extratos etanolicos de R.
graveolens possuem atividade repelente
dependente de concentragdo. Essa pode
ser promissora para desenvolvimento de
novos repelentes, como outras plantas
descritas na literatura. TOLOZA et al.
(2006), verificaram alta atividade
repelente de P. capitis resistentes a
permetrina aos Oleos essenciais de
Mentha pulegium, comparando com
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6leos provenientes de 16 plantas nativas
e exoticas da Argentina. TOLOZA et al.
(2008), também avaliaram a
hibridizacéo interespecifica de
Eucalyptus como potencial ferramenta
para aumento da bioatividade de 6leos
essenciais.

SEMMLER et al. (2010),
estudaram associagdo da planta (Vitex
agnus castus) com paramentano-3,8-



diol (Eucalyptus) e observaram acéo
repelente, sendo verificado protecéo por
7h contra piolho da cabega. TOLOZA et
al. (2010), determinaram atividade
inseticida de 25 Oleos essenciais
procedentes da Argentina contra piolhos
resistentes a permetrina, sendo mais
efetivos  Cinnamomum  porphyrium,
Aloysia citriodora e Myrcianthes
pseudomato. NERIO et al., (2010),
realizaram uma relevante revisao sobre
Oleos essenciais com acdo repelente
contra mosquitos e outros artropodes.

RUPES et al. (2013), avaliaram
eficdcia in vitro do repelente sintético
para aplicacdo topica na pele,
denominado IR3535 e concluiram que
além da atividade repelente, essa
substancia pode ser utilizada para
tratamento da pediculose infantil. Tal
fato parece ocorrer com o0 extrato de R.
graveolens, pois JORGE et al. (2009),
determinaram a mortalidade dos piolhos
expostos a solucdo hidro alcodlica (50%
de etanol) sendo que 90 % dos piolhos
morreram apds 9 minutos de exposicao
ao extrato.

KOVALICZN et al. (2009), ao
avaliarem a acdo inseticida do extrato
de R. graveolens na forma pura e diluida,
obtiveram 50% de mortalidade dos
espécimes no tempo médio inferior a 3
minutos e 25 minutos, respectivamente.
Pela analise do perfil cromatografico foi
possivel detectar trés componentes nas
amostras.

Neste trabalho, a substancia de
maior composicdo percentual foi o
tetrametil hexadecenol (48,56%)
conhecido como fitol, um &lcool linear
diterpénico. Segundo ODALO et al.
(2005), o alcool esta associado como
um dos principais metabdlitos para a
atividade repelente de Anopheles
gambiae. Talvez essa substancia possa
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estar relacionada a repeléncia contra P.
capitis.

Sendo assim, os extratos obtidos
a partir da R. graveolens sdo promissores
para pesquisas referentes a bioatividade
dos seus componentes isolados, bem
como aos estudos sobre 0 mecanismo de
acdo das substancias purificadas
(SEMMLER et al., 2012).
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