UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
ESCOLA DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA ANIMAL

REPELENCIA DE EXTRATOS DE PLANTAS E DO DEET (N, N-
DIETHYL-M-TOLUAMIDE) EM Amblyomma cajennense (ACARI:
IXODIDAE)

Sara Fernandes Soares

Orientadora: Prof®. Dr®. Ligia Miranda Ferreira Borges

GOIANIA
2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



SARA FERNANDES SOARES

REPELENCIA DE EXTRATOS DE PLANTAS E DO DEET (N, N-
DIETHYL-M-TOLUAMIDE) EM Amblyomma cajennense (ACARI:
IXODIDAE)

Dissertagao apresentada para a
obtengao do grau de Mestre em
Ciéncia Animal junto a Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de

Goias

Area de Concentrag&o:

Sanidade Animal

Orientadora:

Profa. Dra. Ligia Miranda Ferreira Borges
Comité de Orientacdao:

Prof. Dr. Pedro Henrique Ferri

Profa. Dra. Andréa Caetano da Silva

GOIANIA
2008



Ao meu pai Marcilio (in memorian),
que um dia sonhou e acreditou
que eu chegaria até aqui.

A minha mae Marcia,

que tornou isto possivel.



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Ligia Miranda Ferreira Borges, a quem devo eterna
gratidao pela disposicao em me orientar durante grande parte da minha vida
académica, pela justica e firmeza com que sempre conduziu esta orientagao e
pelo respeito, amizade e conselhos cotidianos ao longo dessa caminhada.

Aos professores da Faculdade de Farmacia (FF/ UFG), Leonice
Manrique Faustino Tresvenzol e José Realino de Paula, pela gentil concesséo
de varios extratos de plantas testados neste experimento e pela disposicido em
compartilhar seus conhecimentos.

Ao professor Pedro Henrique Ferri, do Instituto de Quimica da UFG,
pelos ensinamentos na arte da extragdo de produtos vegetais, disponibilidade e
paciéncia.

Ao Dr Charles L. Cantrell da Universidade de Mississipi, pela presteza
em enviar as amostras de calicarpenal e intermedeol.

A Dra Carla Cristina Braz Louly (meu anjo da guarda), Diana da
Nébrega Silveira, Raquel de Sousa Braga e Lorena Lopes Ferreira que além da
amizade me ofereceram o auxilio necessario para a execugao do experimento.

Aos meus amados amigos do Laboratério de Parasitologia Veterinaria
da UFG e do setor de Medicina Veterinaria Preventiva, pelo apoio incondicional
e pela amizade inestimavel.

A minha querida familia, que proporcionou o equilibrio, o apoio e a
alegria indispensaveis para o bom andamento da vida. Pelo amor e
compreensao. Ao meu pai por ter estado sempre do meu lado. Ao Murilo
também pela imprescindivel “acessoria informatica” ao Laboratério de
Parasitologia. Ao Arlem pela paciéncia e carinho.

A Universidade Federal de Goias (UFG), pela estrutura para a
execucao do experimento e pela possibilidade de realizagcdo do curso de pos-
graduacéo.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq), pela concessao da bolsa de estudos.

A Deus, que se fez presente em todos os momentos, por meio de

destas pessoas e de varios outros colaboradores anénimos deste trabalho.



SUMARIO
1 INTRODUGAO ......ccoi ettt 1
2 REVISAO DE LITERATURA ..ot 4
2.1 Estudos de repeléncia em artrépodes...........ooovviiiiiiiiiiiiiiiiiieee 4
2.2 Bioensaios de repeléncia em carrapatos..........ccccooeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeen. 7
2.3 Produtos repelentes ........ccoooeeeiiiiieiiiiii e 9
2.3.1 1D PR 10
2.3.2 Callicarpenal e Intermedeol ...........cccoooeiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 12
2.3.3 Melia azedarach..........ooooeieieiiie e 13
234 HyPLtiS SUAVEOIENS......ccoeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 13
2.3.5  Cymbopogon NArQUS........cieeieeeeeieeeiieeee e e e e e e e e e e e 14
2.3.6  Chenopodium ambrosioides ............ccceeeeeiiiiiiiiiiiiieeee e, 15
2.3.7  Ageratum CONYZOIUES ......coeeieeeeeeeiiiiiae e e e e e eeeeeiae e e e e e e e eeeenennnns 16
2.3.8 Mentha Pulegium ... 17
239 AT o g o] =W gL o [0 LS W 18
2.3.10 RULA QraveOIENS........coeieiee e 18
2.3.11 Spiranthera 0doratiSSIMa .........ccoeeeuueiiiiee e 19
3 OBUETIVOS ...ttt sasassssnssnnnnnnnnnne 20
3.1 ODbjJetivOS QeraiS......ccciieeeeieee e 20
3.2  Objetivos €SpeCIfiCOS.........uuuieiiiiieiieeeceee e 20
4  MATERIAIS E METODOS ...t 21
4.1 Local e duragdo do experimento ...........cceevveiiiiiiiiieeeeeeeeeeiee e 21
4.2 Obtencdo de ninfas parateste .......cccooeeeiiviiiiiiiiiiiiiiice e 21
4.3 Substancias testadas ..........cccoeee e 22
4.3.1 DEET e a e e 22
4.3.2  Callicarpenal e Intermedeol ..........ccooeiieiiiiiiiiiiiiee e 22
4.3.3 Extrato bruto de frutos verdes de M. azedarach.......................... 22
4.3.4 Oleo essencial de H. SUAVEOIENS..............ccoeveeeeeeeeeee e, 23
4.3.5  Outros extratos vegetais ..o 23
4.4 Testes de repeléncCia .......ccccoooeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 26
4.41 Bioensaio da ponta do dedo .........ccoovviiiiiiiiiii 26

4.4.2 Bioensaio do papel filtro............oooovmiiiiii i, 27



Vi

4.5 Andlise estatistica e Comité de ética.....................cc 28
5 RESULTADOS ...t nnnnnnes 30
5.1  Bioensaio da ponta do dedO.........cooeeviiiiiiiiiiiiiee e 30
5.1.1 1D SRR 30
51.2  Callicarpenal.........cooooeeiiiiiii i 32
5.1.3 Intermedeol ..... ..o 33
514  Oleo essencial de H. SUAVEOIENS...........cc.cveveeveueeeeeeeeeeeeeene. 34
5.1.5  Extratos vegetais ............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 35
5.2 Bioensaio do papel filtro ..........ccuueiiiiiiiiiiiiiec e 42
B DISCUSSAD ...t 45
6.1 Bioensaio da ponta do dedo.........coooiiiiiiiiiiiiiii e 45
6.1.1 DEET e e e 45
6.1.2 Callicarpenal e intermedeol ............ccoovvieiiiiiiiiiiiiiee e, 48
6.1.3 [ TS U F= 1YY = o 48
6.1.4 EXtratos VEgetais ..........uviiiiiiiiiiiiiiiiii 49
Q) CLNAIAUS .. 49
b) C. ambrosioides, A. conyzoides, M. pulegium, e M. nodosa folha. .... 51

c) M. azedarach, R. graveolens, raiz de M. nodosa e S. odoratissima. . 52
6.2 Bioensaio do papel filtro ... 54
7 CONCLUSOES .......coo ettt 57
REFERENCIAS ..ottt ene st enane s 58



Vii

LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — Bioensaio da ponta do dedo (Arquivo pessoal). ........cccceevvvvnnnnnn.. 27
FIGURA 2 — Bioensaio do papel-filtro (Arquivo pessoal).............cccoeevvvuuueenn... 28

FIGURA 3 — Comparacao do tempo de duracédo da repeléncia em relacdo ao
percentual repelido de ninfas de Amblyomma cajennense testadas frente a
diferentes concentragbes do DEET no bioensaio da ponta do dedo................ 31

FIGURA 4 — Comparagao do tempo de duragao da repeléncia em relagdo ao
percentual repelido de ninfas de Amblyomma cajennense testadas frente a
maior concentragao das substancias testadas, no bioesnsaio da ponta do dedo.
......................................................................................................................... 33

FIGURA 5 — Comparagao do tempo de duracédo da repeléncia em relacdo ao
percentual repelido de ninfas de Amblyomma cajennense testadas frente a
duas concentragdes de intermedeol, no bioensaio da ponta do dedo.............. 34

FIGURA 6 — Comparacao do tempo de duracédo da repeléncia em relacdo ao
percentual repelido de ninfas de Amblyomma cajennense testadas frente a
diferentes concentragdes do extrato de Cymbopogon nardus, no bioensaio da
PONEA O AEAOD. . .coeeeeeee e 38



viii

LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — Duracdo e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente ao DEET em quatro concentragdes, pelo bioensaio
da ponta do dedO. ......coeeiiiiee e 30

TABELA 2 — Duracao e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente ao callicarpenal em quatro concentragées, pelo
bioensaio da ponta do dedo. .........ccoiiiiiiii i 32

TABELA 3 — Duracgdo e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente ao intermedeol em quatro concentragdes, pelo
bioensaio da ponta do dedO. .........uiiii i 33

TABELA 4 — Duragao e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente ao 6leo essencial de Hyptis suaveolens em cinco
concentracdes, pelo bioensaio da ponta do dedo. ............ceeevviiiiiiiiiiiiee, 35

TABELA 5 — Duracgdo e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente ao extrato de Cymbopogon. nardus em cinco
concentracdes, pelo bioensaio da ponta do dedo. ..........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiieee 37

TABELA 6 - Duracédo e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente ao extrato de Chenopodium ambrosioides em
quatro concentragdes, pelo bioensaio da ponta do dedo. ...........cccccoeveeennnnenn. 39

TABELA 7 — Duragdo e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente ao extrato de Ageratum conyzoides em quatro
concentracdes, pelo bioensaio da ponta do dedo. ..........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiieeee 39

TABELA 8 — Duragao e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma.
cajennense testadas frente ao extrato de Mentha pulegium em quatro
concentracdes, pelo bioensaio da ponta do dedo. ...........ccoeevviiiiiiiiiiiiie, 40

TABELA 9 — Duracdo e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente ao extrato de Memora nodosa em quatro
concentracdes, pelo bioensaio da ponta do dedo. ..........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiieee 40

TABELA 10 — Percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma cajennense a
extratos vegetais, oleos essenciais e DEET, pelo bioensaio da ponta do dedo.

TABELA 11 — Duragéo e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente ao DEET em duas concentragdes, no bioensaio da
ponta do dedo e no bioensaio do papel filtro.............oooiiiiii 43

TABELA 12 — Duragéo e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente a extratos de plantas no bioensaio da ponta do
dedo e no bioensaio do papel filtro.............oeeiiiiiiiiii e 44



CE
CE50
CE90
CE95
CPV
DEET
EPA
EV
FF

LPV
PMD
Rho
SS220
TR
TR50
TR95
TR99
UFG
WHO

LISTA DE ABREVIATURAS

Concentracao eficaz

Concentracao eficaz contra 50% da populagdo em questao
Concentragao eficaz contra 90% da populagao em questao
Concentracao eficaz contra 95% da populagdo em questao
Centro de Parasitologia Veterinaria
N,N-dietil-3-metilbenzamida ou N,N-dietil-m-toluamida
Environmental Protection Agency

Escola de Veterinaria

Faculdade de Farmacia

Instituto de Quimica

Laboratério de Produtos Vegetais

P-mentano-3,8-diol

Poténcia

2-metilpiperidinil-3-ciclohexeno-1-carboxamide

Tempo de repeléncia

Tempo de repeléncia de 50% da populagao

Tempo de repeléncia de 95% da populacéo

Tempo de repeléncia de 99% da populagao

Universidade Federal de Goias

World Health Organization (Organizagdo Mundial da Saude)



RESUMO

Esta pesquisa teve por objetivo avaliar a atividade repelente do DEET e de
produtos de origem vegetal contra ninfas do carrapato Amblyomma
cajennense. Os produtos vegetais empregados foram: callicarpenal e
intermedeol (principios obtidos a partir do 6leo essencial de folhas de
Callicarpa americana), 6leo essencial de partes aéreas de Hyptis suaveolens,
extrato bruto de frutos verdes de Melia azedarach, extrato bruto de folhas de
Cymbopogon nardus e Spiranthera odoratissima, extrato bruto de partes
aéreas de Chenopodium ambrosioides, Ageratum conyzoides, Mentha
pulegium e Ruta graveolens e extrato bruto de folhas e de raizes de Memora
nodosa. Foram empregados dois tipos de bioensaio: o bioensaio da ponta do
dedo, para avaliacdo in vivo dos compostos em quatro concentacgdes distintas,
e o0 bioensaio do papel filtro, para a avaliagao in vitro de uma concentracido dos
compostos. O DEET foi o composto que apresentou as melhores eficacias,
garantindo protegcdo acima de 90% em todas as concentragbes e 95% de
repeléncia por mais de cinco horas na maior concentracdo. A concentragado do
composto efetiva contra 50% das ninfas testadas (CES50) foi de 0,006 mg/cm? e
a CE99 foi de 0,036 mg/cm?. O tempo de repeléncia de 50% dos carrapatos
(TR50) foi de 4,8 h e o TR0 de 2,7 h. Devido aos bons resultados obtidos com
o DEET, e como ele é considerado padrao para outros artropodes, o composto
foi adotado como controle positivo. Dentre os produtos vegetais, o callicarpenal
apresentou os resultados mais préoximos dos obtidos para o DEET, com
poténcia (Rho) 13 vezes inferior ao do composto, garantindo, contudo,
pequenos intervalos de protecdo. O extrato de C. nardus destacou-se pela
longa duracéo de repeléncia, mantendo, com a maior concentragao, 15 h de
protecao contra 95% das ninfas. A CE95 para este extrato foi de 0,503 mg/cm?
e Rho 14 vezes inferior ao do DEET. O 6leo essencial de H. suaveolens e os
extratos de C. ambrosioides e A. conyzoides apresentaram bons indices de
repeléncia, conferindo protecao semelhante a do DEET na maior concentragao,
apresentando, contudo, CEs elevadas e baixos TRs. O intermedeol e o extrato
de M. pulegium apresentaram repeléncia razoavel a elevadas concentragoes.
Os extratos de M. azedarach, R. graveolens, S. odoratissima e de M. nodosa
apresentaram pouca ou nenhuma eficacia repelente. Estes resultados revelam
que o DEET e alguns extratos vegetais sdo uma alternativa promissora no
controle de infestagdes humanas por A. cajennense.

Palavras-chave: callicarpenal, carrapato, citronela, Hyptis suaveolens, produtos
vegetais, repelente.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the repellent activity of DEET and products of
plant origin against Amblyomma cajennense nymphs. The plant products used
were callicarpenal and intermedeol (isolated from the essential oil of Callicarpa
americana leaves), the essential oil from the aerial parts of Hyptis suaveolens,
crude extract from Melia azedarach unripe fruits, crude extracts from
Cymbopogon nardus and Spiranthera odoratissima leaves, crude extracts from
the aerial parts of Chenopodium ambrosioides, Ageratum conyzoides, Mentha
pulegium, Ruta graveolens, and crude extracts from the leaves and roots of
Memora nodosa. Two kinds of bioassays were used: the fingertip bioassay, to
evaluate in vivo the compounds in four distinct concentrations, and the filter
paper bioassay to evaluate in vitro only one concentration. DEET was the
compound that proved to be the most efficient, eliciting over 90% protection in
all the concentrations and 95% repellence for more than 5h in the strongest
concentration. The compound concentration effective against 50% of nymphs
tested (EC50) was 0.006 mg/cm? and EC99 was 0.036 mg/cm? very low
concentrations, reinforcing the effectiveness of the principle. The length of time
of repellence against 50% of the ticks (TR50) was 4.8 h and TR90 2.7 h. Due to
the good results obtained with DEET and because it is considered a standard
repellent for other arthropods, it was used as the positive control. Among the
plant products, the callicarpenal showed the results closest to those obtained
from DEET, with a strength (Rho) 13 times less than the compound,
guaranteeing therefore a short interval of protection. The extract of C. nardus
stood out because of the long lasting repellence, maintaining, with the greatest
concentration, 15 h of protection against 95% of the nymphs. The EC 95% for
this extract was 0,503 mg/cm? and Rho 14 times less than that of DEET. The
essential oil from H. suaveolens and the extracts of C. ambrosioides and A.
conyzoides showed good rates of repellence, offering protection similar to that
of DEET in its strongest concentration, therefore presenting high ECs and low
TRs. Intermedeol, extract of M. pulegium and extract of M. nodosa leaves
showed moderate repellence in high concentrations. Extracts from M.
azedarach, R. graveolens, S. odoratissima and extracts from the roots of M.
nodosa showed little or no repellent effect. These results show that DEET and
some plant extracts might be a promising alternative in the control of human
infestations of A. cajennense.

Keywords: callicarpenal, citronella, Hyptis suaveolens, plant products, repellent,
tick.



1 INTRODUCAO

Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787), popularmente
conhecido como carrapato estrela, tem sua distribuigdo geografica em regides
tropicais e subtropicais, restrita ao continente americano, sendo encontrado
desde os estados ao sul dos EUA, passando pela América Central e América
do Sul até a Argentina (ROBINSON, 1926; COOLEY & KOHLS, 1944).
Encontra-se amplamente distribuido pelo territério brasileiro, tendo sido
encontrado em todas as regiées do pais (ARAGAO, 1936).

Trata-se de um carrapato trioxénico que, apesar da preferéncia dos
adultos por equinos, pode infestar diversas espécies de mamiferos, como
bovideos, cervideos, canideos silvestres e domésticos, e até mesmo o homem
(ARAGAO, 1936, SMITH, 1974). Ja foi descrito parasitando inclusive roedores
silvestres e aves (LINARDI et al., 1987, LINARDI et al., 1991; ROJAS et al.,
1999). De um modo geral, os estagios imaturos, especialmente as larvas,
apresentam um menor nivel de especificidade parasitaria, exercendo um
importante papel na dispersédo geografica do ixodideo (SMITH, 1974; LOPES et
al., 1998; ROJAS et al., 1999).

Além dos danos diretos acarretados pelo parasitismo, a espécie é
responsavel pela transmissao de patdgenos causadores de doengas para o
homem e para os animais. No Brasil A. cajennense é considerado o principal
vetor de Rickettsia rickettsii, agente causal da febre maculosa (DIAS &
MARTINS, 1939). O agente é transmitido de forma transestadial, além da
transmissao transovariana, que mantém o carrapato infectado durante toda a
sua vida (BRUMPT, 1933; PARKER et al., 1933), tornando-o verdadeiro
reservatorio das riquétsias na natureza, o que garante um foco de transmisséo
prolongado da doenga (LEMOS et al.,1997 a,b). Para transmitir R. rickettsii o
carrapato precisa permanecer fixado ao hospedeiro por seis a 10 horas
(THORNER et al., 1998), o que aumenta a importancia dos estagios imaturos.
Isso é reforcado pela coincidéncia do periodo de maior ocorréncia de casos da
doencga com o pico de atividade de estagios imaturos do carrapato (LEMOS et
al., 1997b). A febre maculosa é uma doenca de elevada letalidade e isto esta

relacionado a emergéncia ou reemergéncia de casos apos décadas de baixa



incidéncia. A doenca tem apresentado reemergéncia desde a década de 80
sendo endémica em algumas areas dos estados de S&do Paulo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro e Espirito Santo (DEL GUERCIO et al., 1997; ROZENTAL et al.,
2002; GALVAO et al., 2003; HORTA et al., 2004; GUEDES et al. 2005).

Amblyomma cajennense também €& capaz de transmitir
experimentalmente Cowdria ruminantiun, agente causal da cowdriose, uma
grave doenca que afeta animais domésticos e silvestres na Africa, e que ja foi
diagnosticada em algumas ilhas do Caribe (UILENBERG,1983; BIRNIE et al.,
1985; CAMUS et al., 1987). E ainda um potencial vetor da encefalomielite
equina na América do Sul (LINTHICUM et al., 1991) e capaz de transmitir
experimentalmente Erlichia bovis (MASSARD, 1984). A possibilidade de
transmissdo de Babesia caballi e Babesia equi € um ponto que precisa ser
elucidado (OLIVEIRA, 2004). Como ¢é a principal espécie que parasita equideos
no Brasil, pode estar envolvida na epidemiologia da babesiose equina, mas
desde STILLER & COAN (1995) ndo se tem comprovagao desta transmisséo.
A. cajennense esta envolvido também em um quadro clinico conhecido como
paralisia por carrapato, devido a inoculacdo de toxinas paralisantes durante o
seu processo de alimentacao (SERRA-FREIRE, 1983).

Esse ixodideo completa apenas uma geragédo por ano na Regido
Sudeste, utilizando-se de equideos em todos os estagios parasitarios,
caracterizados por uma sucessao dindmica de picos populacionais distribuidos
durante todo o ano (LABRUNA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003; SOUZA,
2004). O monitoramento dos niveis de infestacdo de equinos assim como o
tratamento estratégico e o manejo das pastagens poderiam ser métodos uteis
no controle deste parasito. Entretanto tendo em vista a variedade de espécies
que A. cajennense pode parasitar, esse controle sera pouco efetivo sobre
outros hospedeiros permitindo o desenvolvimento de grandes populagdes.
Outro fator importante € a curta duracao das fases parasitarias deste carrapato
(LABRUNA, 2004). Cada larva ou ninfa alimenta-se por apenas quatro a cinco
dias em média, e as fémeas por apenas sete a 10 dias (LOPES et al., 1998;
PINTER et al., 2002). Além disso, somente as formulacbes a base de
piretroides sao indicadas para banhos em equideos, e ensaios a campo e em

laboratério demonstraram que a fase adulta de A. cajennense € naturalmente



resistente as formulagdes comerciais desta base (BITTENCOURT, 1987,
BITTENCOURT et al, 1989).

Considerando a dificuldade de instituir um controle de A.
cajennense, uma alternativa para prevenir a febre maculosa seria reduzir o
contato com o vetor de R. rickettsii. Em humanos, o uso de repelentes para a
protecdo pessoal contra carrapatos € bastante aceitavel e pode constituir uma
importante medida profilatica para doengas vetoriadas por estes artropodes
(DAUTEL, 2003). A Organizagédo Mundial da Saude (WHO) recomenda o uso
de mecanismos para protecao pessoal em areas endémicas para doencgas
transmitidas por artrépodes (BARNARD, 2000).

O N,N-dietil-3-metilbenzamida, conhecido popularmente como
DEET é uma substancia bem caracterizada e reconhecida como repelente de
referéncia. Tem atividade comprovada contra mosquitos, moscas hematéfagas,
pulgas e carrapatos (FRADIN, 1998).

Muitos extratos de plantas ou 6leos essenciais também tém sido
testados por sua atividade repelente contra varias espécies de artropodes
(CASTREJON et al., 2003; MEHLHORN et al., 2005; JAENSON et al., 2005 e
2006). Entretanto ha uma escassez de informagdes a respeito de repeléncia
sobre o carrapato A. cajennense. Diante da dificuldade de controle deste
parasito e da necessidade de evitar ou reduzir ao maximo o contato dele com o
homem, delineou-se este experimento, visando verificar a atividade repelente
do DEET e de produtos de origem vegetal, bem como a duragdo desta
atividade contra o ixodidio em questdo. Com base no conhecimento popular de
utilizacdo medicinal de plantas ou mesmo em estudos cientificos prévios, foram
selecionadas as seguintes plantas para a obtencdo dos produtos vegetais:
Chenopodium ambrosioides, Ageratum conyzoides, Mentha pulegium, Ruta
graveolens, Spiranthera odoratissima, Memora nodosa, Callicarpa americana,
Hyptis suaveolens, Cymbopogon nardus e Melia azedarach.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estudos de repeléncia em artrépodes

Artropodes hematéfagos séo responsaveis pela transmissédo de um
grande numero de doencas em todo o mundo. Além disso, as suas picadas
podem causar irritagbes a pele, reacdes alérgicas e levar a infecgdes
secundarias. Neste contexto, repelentes desempenham um importante papel
na protecao pessoal contra estes animais, uma vez que podem ser usados em
qualquer lugar e a qualquer momento (GUPTA & RUTLEDGE, 1995).

Existem varias definicbes para o termo repelente. DETHIER (1960)
definiu-o em termos do padrao especifico de comportamento desencadeado:
"Um repelente € um quimico que leva um inseto a fazer movimentos orientados
para distante de sua fonte de emissdo”. SCHRECK (1977) definiu como um
quimico que atua sobre insetos como um estimulo que provoca um
comportamento de fuga, para longe do ambiente préximo do objeto tratado.
BROWNE (1977) considerou como um quimico ou uma mistura de quimicos
que, agindo na fase de vapor, leva o inseto a se comportar em modos que
resultam em seu movimento para distante da fonte do material. Posteriormente
o autor simplificou como sendo um quimico que, atuando na fase de vapor,
impede que o inseto alcance um alvo ao qual, normalmente, seria atraido.
DAVIS (1985) descreve um repelente como um quimico que desencadeia uma
combinagao de respostas comportamentais cujo resultado € simplesmente a
prevencao da picada de um inseto. CHOU et al. (1997) definiram um repelente
como um quimico que, na fase de vapor, atua sobre mosquitos para inibir o
comportamento de busca pelo hospedeiro. McMAHON et al. (2003)
consideraram como repelentes os compostos cujos vapores inibissem a
resposta de um artrépode a um atraente e como um inibidor um composto que
inibisse a resposta a um estimulo arrestante.

O uso de repelentes esta entre os métodos mais antigos de
protecdo contra picadas de artropodes (CURTIS et al., 1991; SEYOUM et al.,
2002 b). O primeiro uso de substancias aplicadas a pele com atividade

repelente evoca a ldade Antiga. Ha relatos de utilizagdo, sobre a pele, de



substancias com forte odor pelos antigos egipcios, ou de utilizacdo de extratos
de plantas pelos romanos com essa finalidade (NENTWIG, 2003). Ao longo dos
séculos, mais e mais extratos de plantas, especialmente dleos essenciais, tém
sido descritos como repelentes de insetos. Entre estes 6leo de citronela, obtido
de varias espécies de Cymbopogon (Graminea) (MUMCUOGLU et al., 1996;
COCKCROFT et al., 1998; THORSELL et al., 2006), Eucalyptus (TRIGG, 1996;
TRIGG & HILL, 1996; ERLER, 2006), alho (Allium sativum) (VALERIO &
MAROLI, 2005), neem (Azadirachta indica) (SHARMA et al., 1993), Myrica gale
(JAENSON et al., 2005) e algumas espécies de Mentha (ANSARI et al., 2000;
TOLOZA et al., 2006; ERLER, 2006).

O processamento sistematico de repelentes sintéticos iniciou-se por
volta de 1930 no Reino Unido e nos EUA, e intensificou-se com a Segunda
Guerra Mundial, devido a necessidade de proteger os soldados da picada de
vetores em areas tropicais e subtropicais (NENTWIG, 2003). A partir de 1942
mais de 20 mil compostos foram testados e produzidos para protecao pessoal,
aplicados sobre a pele ou sobre a roupa (XUE et al., 2001; USDA, 1997). Em
1957 foi disponibilizado comercialmente o DEET, substancia que viria a se
tornar o padrao ouro entre os repelentes de artropodes, sendo o repelente mais
estudado e comercializado mundialmente (FRADIN, 1998).

O interesse em estudar o modo de agao dos repelentes surgiu com
o desenvolvimento do DEET (SCHRECK, 1977). Informagdes a respeito do
modo de acgdo destas substancias sdo importantes, por servir como um guia
racional para o desenvolvimento de novos materiais repelentes (DAVIS, 1985).
Atualmente acredita-se que o comportamento denominado repeléncia seja
resultado de um grande numero de eventos fisiolégicos ou bioquimicos,
embora ainda ndo seja claro se os repelentes trabalham por um mecanismo
comum em diferentes artropodes (PETERSON & COATS, 2001). Sabe-se que
o DEET é efetivo contra muitos dipteros de importancia médica, o que sugere
que o produto atue sobre uma base fisiolégica fundamental comum aos
membros da linha evolucionaria dos artrépodes. Além disso, as diferencas na
sensibilidade a repelentes entre as diferentes classes, ordens ou familias sédo
diferencas em grau somente, sendo que nenhuma diferenga no tipo de
resposta foi observada (RUTLEDGE et al.,1997).



Muitos autores estudaram o modo de acado do DEET para buscar
explicagdo de como esta categoria de substancias consegue impedir o inseto
de alcangar o seu alvo: o hospedeiro. MclVER (1981) postulou que o DEET
atuava causando uma supressao geral ou uma redugao no comportamento de
locomocgéao do inseto como resultado de um efeito deletério geral do produto no
sistema nervoso. DAVIS (1985) verificou uma redugéo na resposta das células
receptoras de acido lactico (presente no suor dos hospedeiros) do mosquito
Aedes aegypti quando esta substancia era apresentada em conjunto com o
DEET. Reforgando este achado, DOGAN et al. (1999) encontraram que o acido
lactico € o alvo da inibicdo de atragcdo do inseto pelo hospedeiro provocada
pelo DEET. BOECKH et al. (1996) encontraram que o repelente alterava os
sinais olfatérios de entrada no sistema nervoso inabilitando o inseto a detectar
substancias atraentes. BHATTACHARJEE et al. (2000) verificaram
similaridades moleculares entre o DEET, um horménio juvenil natural dos
insetos e um mimético sintético deste horménio. Estes autores sugeriram que
as propriedades repelentes deste composto se devam a um conflito de
complementariedade para os sitios receptores do horménio juvenil nos insetos.

LICCICARDI et al. (2006) observaram diferentes modos de agao,
entre alteragcdo comportamental, mortalidade e efeito knockdown, para
diferentes repelentes, reforcando a idéia de que os repelentes nido se
comportam com um modo de agdao comum, mas provavelmente afetam
diferentes sistemas fisioldgicos nos insetos.

Também ainda nao séo claras as relagdes estrutura-atividade dos
repelentes (PETERSON & COATS, 2001). DAVIS (1985) mencionou a
necessidade de um grupo oxigénio-funcional para que uma substancia atue
como tal. Embora repelentes tdpicos para mosquitos caiam numa escala de
pesos moleculares de 150-250 (TAYLOR et al., 1996), o unico parédmetro que
tem correlagdo com repeléncia é a pressdo de vapor, o que ja era esperado
uma vez que se supde que uma substancia que se comporta como repelente
atue na fase de vapor. Ela ndo deve, contudo, evaporar muito rapido para nao
perder sua habilidade de protecédo (DAVIS,1985).



2.2 Bioensaios de repeléncia em carrapatos

Varios estudos de repeléncia com carrapatos foram desenvolvidos
desde a década de 40 (SCHRECK, 1977). Metodologias distintas tém sido
empregadas, de acordo com a biologia e o comportamento do carrapato em
estudo e do tipo de analise que se pretende fazer. Os testes mais simples
utilizados sédo aqueles envolvendo o comportamento de caminhada do
carrapato em uma arena ou placa de Petri contendo zonas tratadas e nao
tratadas, conhecido como bioensaio da placa de Petri. A repeléncia € detectada
pelo numero significativamente reduzido de carrapatos entrando na zona
tratada comparado com um controle (DREMOVA & SMIRNOVA, 1970,
CARROL et al.,, 2004). Neste teste, contudo, a motivagdo do carrapato em
caminhar em uma determinada area é pequena, sendo que mesmo repelentes
muito fracos seriam detectados (SCRHECK, 1977; DAUTEL, 2003). Numa
adaptacao desta metodologia DUSBABEK et al. (1997) utilizaram feroménio de
reunido de Argas persicus para aumentar a motivacdo do carrapato em
caminhar em direcao a discos de papel filtro tratados.

Testes utilizando hastes, tubos, telas ou retangulos de papel filtro
tratados com repelente e posicionados verticalmente sao uteis para a avaliagao
de repeléncia em carrapatos que apresentam comportamento de emboscada
(CARROLL et al., 1989; NDUNGU et al., 1999; LWANDE et al., 1999, DAUTEL,
2003, CARROL et al., 2004), ou seja, que sobem em uma posi¢ao vantajosa,
geralmente na vegetacdo, para esperar a passagem do hospedeiro
(SONENSHINE, 1993). A atividade repelente é deduzida pelo reduzido numero
de carrapatos sobre as hastes tratadas com repelentes em comparagcéo com o
controle. Com o bioensaio do objeto mével, DAUTEL et al. (1999) promovem
um aumento da motivagdo do carrapato em se mover por utilizar calor e
movimento como atrativos relacionados ao hospedeiro. Neste teste um cilindro
rotatério, com temperatura de 35-36°C, contendo uma regido elevada que
servira como um sitio de fixagcdo, é tratado com a substancia repelente e
colocado préoximo a um carrapato para permitir a sua subida. Sdo considerados
repelidos aqueles que n&o passam para o cilindro ou que passam € nao

permanecem na regido tratada.



Carrapatos reagem a estimulos transportados por via aérea
(GUERIN et al., 2000) e aqueles que buscam ativamente o hospedeiro podem
ser investigados quanto a repelécia em uma corrente de ar utilizando um
olfatbmetro. Olfatbmetros em forma de Y ndo sdo adequados para utilizacao
em testes de repeléncia (DAUTEL, 2003), mas ensaios com mecanismos
compensadores de locomogéo, um refinamento do bioensaio da placa de Petri
na presenca de um estimulo atraente, sdo amplamente aplicaveis para esta
finalidade (McMAHON et al., 2003).

Animais de laboratério sdo frequentemente empregados em testes
de repeléncia (MEHR et al., 1986; KUMAR et al.,, 1992, SALAFSKY et al.,
2000). Entretanto estes animais ndo s&o necessariamente os hospedeiros
preferenciais dos carrapatos em estudo, e a repeléncia observada deve ser
encarada como uma estimacido imprecisa da eficacia natural da substancia.
Testes a campo, se bem delineados, conduzirdo aos resultados mais proximos
do que é observado em situagdes naturais (DAUTEL et al., 2003). Deve-se
considerar a estagdo do ano e a populagdo de carrapatos na regido ao se
delinear este tipo de experimentos e a grande quantidade de variaveis a serem
controladas. Estes experimentos podem ser realizados aplicando o repelente
sobre a pele ou sobre a roupa de voluntarios que serao submetidos a uma area
com determinada pressdo de infestacdo e comparados com individuos nao
tratados (EVANS et al., 1990; SOLBERG et al., 1995; STAUB et al., 2002).

Também sao muito empregados bioensaios laboratoriais com
voluntarios humanos (SCRECK et al., 1995, PRETORIUS et al.,, 2003;
CARROL et al., 2005; CARROL et al., 2007). Estes testes consistem em tratar
uma regido do brago ou do dedo do voluntario com a substancia repelente e
permitir a subida do carrapato para observar o comportamento deste frente a
regido tratada. Este tratamento pode ser aplicado diretamente sobre a pele ou
sobre uma faixa de tecido que recobrira a pele no momento do teste. Este tipo
de teste permite condigcdes mais padronizadas que 0s ensaios a campo,

particularmente para a comparagao de produtos repelentes.



2.3 Produtos repelentes

Muitas substancias tém sido testadas nas ultimas décadas quanto a
atividade repelente frente a varias espécies de carrapatos. Ainda em 1948,
antes da disponibilizagdo comercial do DEET, SMITH & BRUNETT testaram
uma série de compostos, entre eles 1,2-dicarboxi-3,6-endomethileno-4-
cyclohexeno, acido n-caprico e o acido éster monocapréico sobre pecas de
roupas frente ao carrapato Amblyomma americanum, obtendo bons resultados
com estas substancias. SCHRECK et al. (1995) testaram 29 repelentes sobre a
pele humana contra ninfas de A. americanum e Ixodes scapularis e obtiveram
mais de duas horas de prote¢cdo com 11 destes produtos contra A.
americanum. Nenhum dos repelentes testados apresentou eficacia contra
ninfas de I. scapularis por mais de 1h, sugerindo menor sensibilidade desta
espécie aos repelentes.

Oleos essenciais e extratos de plantas também tém sido testados
por sua atividade repelente contra carrapatos. Oleos essenciais de Cleome
monophylla, Ocimum suave, Gynandropsis gynandra, e Cleome hirta
mostraram forte atividade repelente contra o carrapato Rhipicephalus
appendiculatus (NDUNGU et al., 1995; MWANGI et al., 1995; LWANDE et al.,
1999; NDUNGU et al. 1999;). O p-mentano-3,8-diol (PMD), repelente extraido
de plantas, causou repeléncia em artrépodes hematofagos, inclusive Ixodes
ricinus, impedindo a fixagao e alimentagcao de ninfas deste carrapato (TRIGG &
HILL, 1996). Também extratos de Allium sativum, C. nardus, Convallaria
majalis, Azadirachta indica, Rhododendron tomentosum, Artemisia absinthium
e Myrica gale foram repelentes em diferentes proporgdes contra esta espécie
de carrapato (THORSELL et al. 2006; JAENSON et al., 2005; GARBOUI et al.,
2006). MEHLHORN et al. (2005) observaram boa repeléncia de extratos de
Vitex agnus castus contra varios artrépodes hematofagos, especialmente
contra os carrapatos I. ricnus e Rhipicephalus sanguineus. Extratos de partes
aéreas de Melinis minutilora extraidos com diferentes solventes organicos
provocaram repeléncia de 43% a 90% contra larvas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (CASTREJON et al., 2004). CARROL et al. (2007)
observaram boa atividade repelente de callicarpenal e intermedeol, dois

terpenoides extraidos da planta C. americana, contra ninfas de I. scapularis.
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Contra o carrapato A. americanum estes autores observaram atividade apenas
razoavel do intermedeol e nenhuma atividade repelente do callicarpenal.

Pouco se sabe sobre atividade repelente contra o carrapato A.
cajennense. PEREZ et al. (2006) testaram a repeléncia de produtos a base de
DEET aplicados sobre a pele e de permetrina aplicados sobre pecas de
roupas conferindo protecdo integral contra este carrapato por duas horas.
FALOTICO et al. (2007) verificaram que o &cido férmico e a secregdo
abdominal de formigas carpinteiras Camponotus rufipes repeliram
eficientemente carrapatos A. cajennense, Amblyomma incisum e Amblyomma
parvum, com duracdo de repeléncia de aproximadamente 25 minutos. Isso
justificaria o comportamento de macacos capuchinhos de esfregarem formigas
em seus pélos na estagao de maior populagao de ninfas destes carrapatos no
ambiente.

Os compostos a seguir foram avaliados, no presente estudo,
quanto a atividade repelente contra A. cajennense. Alguns deles ja séo
estudados na Universidade Federal de Goias quanto a suas caracteristicas
quimicas e farmacoldgicas. Muitos deles ja foram avaliados como repelentes

contra outras espécies de artropodes.

2.3.1 DEET

0] composto N,N-dietil-3-methilbenzamida, previamente
denominado N,N-dietil-m-toluamida e conhecido popularmente como DEET, foi
patenteado no Departamento de Agricultura pelo exército dos USA em 1946 e
posteriormente registrado para uso publico em 1957 (FRADIN, 1998, EPA,
1998). Tem sido empregado extensivamente por civis e militares, sendo que
mais de 200 milhdes de pessoas utilizam-no anualmente para protecao
pessoal, aplicado diretamente sobre a pele ou sobre a roupa, ou mesmo em
animais domésticos (EPA, 1998). O quimico é disponivel comercialmente em
concentragbes de aproximadamente 4% a 100% em multiplas formulagées,
incluindo solugdes, logdes, cremes, geéis, aerossois e sprays (EPA, 1998). A
maioria dos produtos a base de DEET sdo destinados para uso humano;
poucos se destinam a utilizagdo em animais (EPA, 1998). Apresenta ao longo
dos anos um notavel perfil de seguranca, e nao reperesenta um risco para a

salde humana ou para o ambiente (FRADIN, 1998). E um repelente de amplo
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espectro, sendo efetivo contra insetos de importadncia médica e veterinaria,
sendo que anos de testes empiricos com milhares de outros compostos nao
foram suficientes para encontrar um produto com a duragao e o amplo espectro
de acdo do DEET (SCHRECK, 1977; DAVIS, 1985; ROBERT et al.,, 1992;
CHOU et al., 1997; FRADIN, 1998; XUE et al., 2003).

Devido a sua excelente acdo como repelente de insetos este
produto tem sido testado contra diferentes espécies de carrapatos. SCRHECK
et al. (1995) testaram 29 repelentes aplicados sobre a pele humana contra os
carrapatos A. americanum e |. scapularis, e obtiveram com o DEET 2,7 h de
protecao contra o primeiro e menos de 1h contra o segundo carrapato.

Em uma avaliagcdo a campo, SOLBERG et al. (1995) verificaram
100% de repeléncia de ninfas de A. americanum ao DEET somente na primeira
observacao, sendo que, uma hora apds a aplicacdo do produto esta eficacia
diminuiu consideravelmente. Contra adultos esta repeléncia alcangou apenas
85%. STAUB et al. (2002) testaram uma formulagdo contendo DEET e EBAAP
(etil-butilacetilaminopropianato) em trabalhadores de regides rurais e obtiveram
uma repeléncia contra o carrapato I. ricinus de 41% e SALAFSKY et al. (2000)
verificaram que solug¢des a 20% de DEET foram somente parcialmente efetivas
previnindo fixagcdo de adultos de A. americanum a coelhos e ndao conferiram
nenhuma protegao contra Dermacentor variabilis. Também contra o carrapato
Amblyomma variegatum n&o houve atividade repelente do produto quando
apresentado junto a um estimulo atraente (McMAHON et al., 2003). Ja
PRETORIUS et al (2003) verificaram elevada eficacia repelente do quimico
contra o carrapato Amblyomma hebraeum, conferindo 2h de protegéao.
Testando quatro formulagdes distintas deste composto contendo de 2% a 80%
de DEET contra esta mesma espécie de carrapato, JENSENIUS et al. (2005)
observaram repeléncia = 90% com duracao inferior a uma hora.

Utilizando o bioensaio da placa de Petri e um bioensaio vertical
com papel filtro CARROL et al. (2004), verificaram maior sensibilidade de I.
scapularis do que de A. americanum frente ao composto, sendo que a
concentragéo eficaz contra 95% dos carrapatos |. scapularis testados (CE95)
foi de 0,042 mg/cm? enquanto para A.americanum foi de 0,416 mg/cm?2.
CARROL et al. (2005) testaram DEET e SS220 (2-metilpiperidinil-3-

ciclohexeno-1-carboxamide) contra ninfas de A. americanum e |. scapularis
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usando o bioensaio da ponta do dedo e duas variaveis dele, cobrindo o dedo
com uma camada e com duas camadas de tecido. O DEET conferiu,
respectivamente 98% e 94% de repeléncia contra os carrapatos. Em estudo
recente, PEREZ et al. (2006) testaram o efeito repelente de produtos
comerciais a base de DEET, nas concenragdes de 7%, 14%, 25% e 50%
aplicados a pele humana contra ninfas ndo alimentadas de A. cajennense. O
produto Nexcare, que contém DEET a 25% mostrou-se o mais efetivo na

repeléncia deste carrapato, conferindo duas horas de protecgao.

2.3.2 Callicarpenal e Intermedeol

Callicarpenal e intermedeol sao dois terpendides extraidos do 6leo
essencial de folhas de C. americana L (Verbenaceae) (CANTRELL et al.,
2005). Esta planta € um arbusto que alcanga até 1,8 m de altura, nativa do
sudeste dos USA. E encontrada da Flérida ao Texas, no norte de Oklahoma e
Arkansas além de algumas regides no México, Bermudas, Bahamas e Cuba
(MARTIN & SICK, 1995). E usada como forragem por muitas espécies de
animais selvagens e como um arbusto decorativo e mostrou-se eficaz na
recuperacdo de erosdes no solo apdés mineragdo (MARTIN & SICK, 1995).
Poucos estudos foram conduzidos a respeito da atividade biolégica desta
planta, tendo sido verificada inibicdo de oviposicdo de Heliothis virescens,
conhecida como a lagarta das macgas e toxicidade para a cianobactéria
Oscillatoria perornata (TINGLE & MITCHELL, 1984; TELLEZ et al., 2000).

O dleo essencial, assim como os terpendides extraidos das folhas
desta planta apresentaram também forte atividade repelente contra os
mosquitos A. aegypti e Anopheles stephensi (CANTRELL et al., 2005).
CARROL et al. (2007) estudando a atividade repelente destas substancias
contra ninfas de |. scapularis e A. americanum verificaram boa atividade
repelente dos dois compostos para a primeira espécie, com percentuais de
repeléncia superiores aos observados ao DEET em pequenas concentragoes e
inferiores ao SS220. Estes autores observaram que 0,036 mg/cm? de
callicarpenal foram suficientes para repelir 100% dos |. scapularis testados por
3h e mais de 50% apds 4h de teste, enquanto o intermedeol repeliu 72,5% por

3 horas. Para A. americanum n&o foi verificada atividade repelente destas
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substancias sendo que o callicarpenal a 0,288 mg/cm? repeliu 20% e o

intermedeol a 0,272 mg/cm? repeliu 40%

2.3.3 Melia azedarach

A familia Meliaceae € uma familia de plantas conhecidas como
arvores neem, na qual, atualmente, se encontram os pesticidas fitoquimicos
mais proeminentes. As meliaceas contém pelo menos 35 principios
biologicamente ativos, os quais atuam sobre os insetos através de diferentes
modos de agao (MULLA, 1999). M. azedarach é uma planta pertencente a esta
familia, nativa da india e naturalizada em regides tropicais e subtropicais, tendo
sido introduzida no Brasil ha muitos anos. E conhecida popularmente como
cinamomo, santa-barbara, jasmim-de-soldado e para-raios. Extratos de frutos
desta planta tém atividade inseticida conhecida e amplamente estudada e
provocam nos insetos diversos efeitos tais como efeito anti-alimentar,
repeléncia, regulagcdo de crescimento, supressdo da fecundidade, desordens
na muda, defeitos morfogenéticos e mudangas comportamentais (NARDO et
al., 1997; SCHMIDT et al., 1998; HAMMAD et al., 2001; BRUNHEROTTO &
VENDRAMIM, 2001; GAJMER et al., 2002; BANCHIO et al., 2003;
WANDSCHEER et al., 2004; CHARLESTON et al., 2005, NATHAN et al.,
2006). Foi verificada também atividade acaricida contra o carrapato R. (B.)
microplus (BORGES et al., 2003; BORGES et al., 2005; SOUZA et al., 2005;
VIVAN, 2005). Quanto a repeléncia, varios autores encontraram atividade
contra artrépodes de importancia médica e agropecuaria, dentre eles Plutella
xylostella, uma praga da couve, Triatoma infestans, inseto vetor da doenga de
chagas, Bemisia tabaci, conhecida praga do tomateiro e de outras culturas e
Earias vitella, uma praga do algodoeiro (CHEN et al., 1996; VALLADARES et
al., 1999; HAMMAD et al., 2000; HAMMAD et al., 2001; GAJMER et al., 2002).

2.3.4 Hyptis suaveolens

Hyptis suaveolens Poit. (Lamiaceae) conhecida como mata-pasto, €
uma planta nativa da América tropical, distribuida em regides tropicais e
subtropicais do mundo (AZEVEDO et al., 2002). A planta € considerada uma

praga anual agressiva e fica normalmente restrita a areas onde o solo foi
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profundamente degradado, sendo considerada uma espécie ruderal (WULF,
1973). O oleo essencial é constituido principalmente por sesquiterpenos
oxigenados (AZEVEDO et al., 2002), B-cariophilleno (IWU et al., 1990;
ASEKUN & EKUNDAYO, 2000), 1,8-cineole e sabineno (IWU et al., 1990;
AZEVEDO et al., 2002; AZEVEDO et al., 2001). E utilizada popularmente no
tratamento de dismenorréia, doencas respiratérias e da febre, além de
indicadas para dor de cabeca e dor de dente (AGRA et al.,, 2007). Tem
comprovada atividade anticonvulsivante (AKAH & NWAMBIE, 1993),
antifungica e antibacteriana (IWU et al., 1990, ASEKUN et al., 1999). Também
foi verificada atividade repelente contra mosquitos conferida pela utilizagdo da
planta fresca, queima de partes aéreas ou de extrato da planta (PALSSON &
JAENSON,1999 a; PALSSON & JAENSON, 1999 b; JAENSON et al., 2006).

2.3.5 Cymbopogon nardus

C. nardus é uma graminea da familia Poeaceae, natural do sudeste
asiatico, e amplamente cultivada em regides tropicais do mundo. E conhecida
popularmente como citronela sendo o ingrediente ativo mais comumente
encontrado em repelentes de insetos comercializados nos USA (FRADIN,
1998). Produtos derivados de citronela sao registrados na EPA (Environmental
Protection Agency) como repelentes de insetos e de animais, especialmente
gatos (EPA, 1997).

Tem confirmada atividade repelente contra varias espécies de
mosquitos. Velas de citronela a 3% e incenso de citronela a 5% causaram,
respectivamente, uma redugdo de 42,3% e 24,2% na hematofagia de
mosquitos do género Aedes no Canada (LINDSAY et al., 1996). CHOU et al.
(1997), testando varias formulagdes distintas de repelentes comerciais contra o
mosquito A. aegypti obtiveram pouca repeléncia com o Buzz Away e o Green
Ban, ambos a base de citronela, que ofereceram praticamente nenhuma
protecdo contra picadas ja no inicio do teste. FRADIN & DAY (2002)
compararam a atividade repelente de varias formulacdes a base de DEET, dleo
de citronela e etilacetilaminopropionato contra este mosquito, e obtiveram uma
repeléncia média de apenas 20 min com as duas ultimas substancias, contra

301 min alcangados pelo DEET. Estes autores ndo observaram diferengas na
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protecdo conferida por formulagées de liberagdo lenta contendo 12% de
citronela e formulacgdes a 5%, e 10% do mesmo principio. Ao avaliar a atividade
repelente de 38 6leos essenciais a trés espécies de mosquitos, TRONGTOKIT
et al. (2005) obtiveram completa repeléncia do 6leo puro de citronela ao
mosquito A. aegypti por 120 min, ao Culex quinquefasciatus por 100 min, e 70
min de protec&o contra o Anopheles dirus. COCKCROFT et al. (1998) testaram
citronelal, um dos componentes do 6leo de citronela, contra A. aegypti e
obtiveram elevadas CE90 para o composto.

Quando testado para a repeléncia de piolhos Pediculus humanus
capitis o oOleo essencial de C. nardus e varias combinagdes com outros
produtos botanicos ou com o DEET ndo se mostraram eficazes (CANYON &
SPEARE, 2007). Entretanto, MUMCUOGLU et al. (2004) ja haviam observado
que a Uutilizagdo diaria de uma solugdo contendo 3,7% de citronela
microencapsulada por criancas em idade escolar apresentou protecéo
significativa contra a mesma espécie de piolhos, sendo que o grupo tratado
apresentou 12% de criangas infestadas e o placebo 50,5% apds dois meses do
inicio do tratamento. MUMCUOGLU et al. (1996) encontraram duradoura
atividade repelente da citronela em testes laboratoriais contra os piolhos do
corpo humano, Pediculus humanus humanus.

Produtos obtidos a partir desta planta também ja foram testados
contra carrapatos, demonstrando elevada atividade repelente contra . ricinus,
com protecdo duradoura, e baixa eficacia contra A. hebraeum quando
apresentados a 1% em associagdao com DEET a 2% (THORSELL et al., 2006;
JENSENIUS et al., 2005).

Além da repeléncia, ja foram verificadas atividades antifungica,
inseticida, antiviral, e analgésica de extratos ou Oleos essenciais provenientes
desta planta (NAKAHARA et al., 2003; BOEKE et al., 2004 b; AINI et al., 2006;
ABENA et al., 2007).

2.3.6 Chenopodium ambrosioides

C. ambrosioides é uma planta da familia Chenopodiaceae,
originaria da América tropical, que tem atualmente distribuicdo cosmopolita e é

amplamente disseminada pelo Brasil. E conhecida popularmente por erva-de-
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santa-maria, mastruz, mastrugo, menstrugco, ambrosia, erva-formigueira, erva-
mata-pulgas (CORREA, 1984). Em levantamentos etnobotanicos no Brasil e
em outras localidades da América Latina, esta geralmente entre as plantas
mais citadas, sendo utilizada, sobretudo, como vermifugo (MEDEIROS et al.,
2004; BIESKI, 2005; PINTO et al., 2006; MITCHELL & AHMAD, 2006, SOUZA
& FELFILI, 2006). CORREA (1984) cita a planta como inseticida doméstico
para afugentar pulgas e percevejos sendo usada sob camas e colchdes ou
polvihada em vassouras utilizadas para limpeza no habitat destes insetos.

Alguns autores verificaram atividade da planta como repelente e
inseticida. Sobre Acanthoscelides obtectus, uma praga do feijdo armazenado,
MAZZONETTO & VENDRAMIM (2003) observaram boa atividade repelente de
partes aéreas de C. ambrosioides, alcangcando mais de 70% de repeléncia,
além de 100% de mortalidade dos adultos no teste inseticida. TAPONDJOU et
al. (2003) também obtiveram elevada repeléncia, alcangando 96% na maior
concentragao, além de 100% de mortalidade com 6leos essenciais desta planta
sobre Callosobruchus maculatus, outra praga do feijdo armazenado. Um
extrato aquoso de ramos, folhas e frutos de C. ambrosioides foi eficaz em inibir
a oviposigao de 98% das fémeas de P. xylostella testadas (MEDEIROS et al.,
2005) e provocou mortalidade das larvas superior a 70% (BOICA JUNIOR et
al., 2005). Entretanto, PROCOPIO et al. (2003) e TAVARES & VENDRAMIM
(2005) nao observaram efeito repelente de pos de diferentes partes da planta
sobre Sitophilus zeamais, uma das principais pragas de graos armazenados no
Brasil, apesar da elevada mortalidade dos adultos. Foi observada ainda
elevada repeléncia de mosquitos A. aegypti quando estes foram expostos a
elevadas concentragdes de 6leos essenciais desta planta (GILLIJ et al., 2007).
Sobre carrapatos Rhipicephalus lunulatus foi verificada atividade acaricida
(PAMO et al., 2004).

2.3.7 Ageratum conyzoides

A. conyzoides, Asteraceae, € uma planta herbacea anual, nativa da
Ameérica, com adaptacao a diversas condigdes ambientais, estabelecendo-se
em varias regides de clima tropical e subtropical do mundo (MING, 1999). E

utilizada na medicina tradicional por varias culturas ao redor do mundo e
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inclusive no Brasil, onde €& conhecida principalmente como mentrasto e
utiizada no tratamento de febre, diarréia, reumatismo, colicas e como
antiinflamatério (CORREA, 1984; RODRIGUES & CARVALHO, 2001;
MONTELES & PINHEIRO, 2007).

A planta ja foi estudada quanto a capacidade repelente e inseticida,
sendo que O6leos essenciais a 10% conferiram protegcdo completa contra
Simulium damnosum, vetor da oncocercose humana, por 30 min (AISIEN et al.,
2004). Ap6s uma hora ainda eram observados 70% de repeléncia. Quando
utilizado a 20%, este 6leo garantiu protecao total contra o simulideo por 1h e
89% de repeléncia apds 2h. Este produto também foi repelente para fémeas de
A. aegypti, protegendo por 10 a 15 min quando utilizado a 10%, 30 min quando
utilizado a 50% e por 1h quando utilizado puro (TRONGTOKIT et al., 2005).
Contra este mosquito este 6leo apresentou ainda efeito larvicida (MENDONCA
et al., 2005). Atividade inseticida deste 6leo ja havia sido observada por
BOUDA et al. (2001) sobre adultos de S. zeamais. Também ja foi verificada
como uma alternativa promissora no tratamento da artrose (MARQUES NETO
et al., 1988).

2.3.8 Mentha pulegium

M. pulegium €& uma planta da familia Lamiaceae, conhecida
popularmente como poejo e amplamente utilizada ao longo dos séculos com
uma ampla variedade de propoésitos medicinais, entre eles como mucolitico,
anticatarral, ténico e estimulante, carminativo, hipertensivo, cardiotonico e
como repelente de insetos (TRUMBLE, 2002; PEREIRA et al., 2004; GIL DE
SA et al., 2007). O nome pulegium foi empregado para designar esta planta
devido a sua utilizagdo inicial no combate de pulgas do género “Pulex”
(STUART, 1979, citado por TRUMBLE, 2002).

Pds vegetais obtidos a partir de folhas de M. pulegium mostraram-
se repelentes contra A. obtectus, ndo exercendo, contudo, atividade inseticida
(MAZZONETTO & VENDRAMIM, 2003). O dleo essencial desta planta foi
repelente contra piolhos P. humanus capitis, garantindo prote¢cado contra mais
de 75% dos insetos testados (TOLOZA et al., 2006). Este 6leo, conforme

observado por LAHLOU et al. (2000) ja havia comprovada atividade contra esta
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espécie de parasito, conferindo 100% de mortalidade de adultos e 100% de
inibicdo da eclodibilidade de |éndeas a baixas concentragdes (DL100 < 10%).
MAGI et al. (2006) encontraram atividade acaricida do 6leo de M. pulegium
sobre acaros causadores de sarnas em suinos, sendo que emulsdes a 1%
proporcionaram mais de 90% de controle. Produtos provenientes desta planta
também exercem atividade inseticida contra Drosophila auraria, Drosophila
melanogaster, Mayetiola destructor e Culex pipiens (KONSTANTOPOULOU et
al., 1992; FRANZIOS et al., 1997; LAMIRI et al.,, 2001, CETIN et al., 2006).
Foram observadas também atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais da
planta e citotoxicidade para linhagens de células humanas cancerigenas
(SIVROPOULOU et al., 1995; SHIRAZI et al., 2004).

2.3.9 Memora nodosa

M. nodosa é uma planta da familia Bignoniaceae, encontrada em
regides de cerrado e beiras de estradas, onde é conhecida como carobinha-do-
campo (SILVA, 1998). Ha relatos de utilizagdo medicinal desta planta pelas
populagdes do cerrado, sendo empregado o infuso do caule e folhas, em forma
de banho, no tratamento de feridas e Ulceras externas e o cha da raiz para
dores intestinais e, na forma de banho, no tratamento de sarnas (SIQUEIRA,
1988, citado por TRESVENZOL et al., 2005; SILVA, 1998; NETO & MORAIS,
2003). Nao ha referéncias na literatura consultada sobre atividade repelente

desta planta.

2.3.10 Ruta graveolens

R. graveolens é uma planta de origem européia, pertencente a
familia Rutaceae (EMBRAPA, 2006). E conhecida como arruda e utilizada
medicinalmente devido as suas propriedades como emenagogo e calmante,
além de ser indicada como vermifugo (BIESKI, 2005; TOSTI & COLLI, 2007).
Ja foi verificada atividade repelente da planta contra A. obtectus e Zabrotes
subfasciatus, causando também mortalidade neste ultimo (MAZZONETTO,
2002; MAZZONETTO e VENDRAMIM, 2003).
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2.3.11 Spiranthera odoratissima

S. odoratissima, conhecida como manaca, € uma planta arbustiva
da familia Rutaceae, que cresce em cerrado ralo na regiao central e Nordeste
do Brasil (ALMEIDA et al., 1998). E utilizada popularmente na forma de decocto
no vinho, cha e infusdo no tratamento de reumatismo, gota, infec¢gdes nos rins
e inflamagdes em geral (FREITAS et al., 2002; MOTA et al., 2004; MORAIS et
al., 2005;). Estudos feitos com extratos etandlicos de raizes desta planta
revelaram atividade anti-inflamatoria e depressora do sistema nervoso central
(MATOS et al., 2003; MATOS et al., 2004). Nao ha referéncias na literatura

consultada sobre atividade repelente desta planta.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

e Estudar a repeléncia quimica sobre A. cajennense.

3.2 Objetivos especificos

e Testar a repeléncia de DEET, callicarpenal e intermedeol, 6leo essencial de
H. suaveolens e extratos de C. nardus, C. ambrosioides, A. conyzoides, M.
pulegium, M. azedarach, R. graveolens, M. nodosa e S. odoratissima em quatro
concentracdes distintas com o auxilio de testes in vivo e in vitro contra ninfas
de A. cajennense, comparando as duas metodologias.

e Calcular a concentragéo eficaz (CE) e o tempo de repeléncia (TR) destas
substancias.

e Calcular a poténcia (Rho) dos produtos vegetais em relagdo a poténcia do
DEET.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local e duracdo do experimento

O experimento foi realizado no periodo de outubro de 2006 a
setembro de 2007. Inicialmente foram feitas coletas de fémeas adultas
ingurgitadas de A. cajennense para o estabelecimento da colénia destes
carrapatos no laboratério. Os testes de repeléncia dos carrapatos aos extratos
de plantas e ao DEET foram realizados no periodo de junho de 2007 a agosto
do mesmo ano. A tabulacado dos dados e a analise estatistica foram realizadas
em setembro de 2007.

As coletas de carrapatos foram realizadas no Rodoharas, situado
as margens da rodovia GO-462, km 12, Santo Antonio de Goias. A coldnia de
carrapatos foi estabelecida no Centro de Parasitologia Veterinaria, Escola de
Veterinaria, Universidade Federal de Goias (CPV/EV/UFG), onde também

foram realizados os testes de repeléncia.

4.2 Obtencéo de ninfas para teste

As ninfas de A. cajennense empregadas nos testes foram obtidas
seguindo o protocolo estabelecido por SANAVARIA & PRATA (1996). Fémeas
ingurgitadas foram colhidas em equinos e levadas ao laboratério. Foram
fixadas com fita dupla-face em placas de Petri de 10 cm de didametro, em
decubito dorsal, e armazenadas em estufa B. O. D (Temperatura = 27° e
Umidade Relativa > 80%), onde permaneceram por 35 dias para realizagao da
postura. Os ovos foram removidos das placas de Petri e armazenados em
seringas plasticas, com o tampo removido e fechadas com chumacgos de
algodao, por 35 dias, para a eclosao das larvas. Larvas a partir de cinco dias
de idade foram inoculadas em coelhos, nos quais permaneceram alimentando
por cinco dias, quando foram entdo retiradas e armazenadas novamente em
seringas plasticas nas mesmas condigdes anteriores por 10 a 12 dias, para a
muda para ninfas. Ninfas ndo alimentadas a partir de duas semanas até dois

meses de idade foram utilizadas nos testes de repeléncia.
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Para a inoculagdo em coelhos empregou-se a técnica de inoculagao
em capsulas (SONENSHINE, 1993). Foram utilizados coelhos da raga Nova
Zelandia, a partir de trés meses de idade, pesando aproximadamente 2kg,
obtidos no municipio de Goiania-GO. Estes animais eram mantidos em gaiolas
individuais no biotério do CPV, com agua e racao ad libitum trocadas
diariamente. Eram realizadas avaliagbes clinicas diarias e os animais que
apresentavam sinais clinicos ou elevada irritabilidade foram retirados da
atividade. Apéds a retirada dos carrapatos utilizava-se a pomada cicatrizante e
anti-infecciosa Cicatrilex (pomada 22,5g — Vetbrands). Cada coelho foi
empregado apenas uma vez para evitar problemas com o desenvolvimento de

resisténcia ao carrapato e lesdes na pele dos animais.

4.3 Substancias testadas

4.3.1 DEET

O DEET (N,N-Diethyl-m-toluamida, Fluka, C12H{7NO, MM 191,28,
95% pureza, lote 11706212) foi obtido junto a Sigma Aldrich.

4.3.2 Callicarpenal e Intermedeol

O callicarpenal (13,14,15,16-Tetranor-3-cleroden-12-al, C4gH>70,
MM 235,20) e o intermedeol (C1sH20, MM 222,37) foram cedidos pelo Dr.
Charles L. Cantrell (Natural Products Utilization Research Unit, Universidade de

Mississipi).

4.3.3 Extrato bruto de frutos verdes de M. azedarach

O extrato bruto de frutos verdes de M. azedarach foi produzido
junto ao Laboratério de Produtos Vegetais (LPV), no Instituto de Quimica (1Q/
UFG), sob supervisdo do professor Dr Pedro Henrique Ferri. Frutos verdes
utilizados na fabricacao do extrato foram obtidos de plantas situadas no patio
da EV (UFG). Eles foram secos em estufa com ventilagdo forgcada a 30°C por
sete dias, e entdo triturados em um moinho de facas. O material obtido foi
submetido a uma extragao continua com sistema ciclico a quente por Soxhlet,

utiizando o hexano como solvente (FERRI, 1996). Os solventes foram
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removidos em um evaporador rotatério sob pressao reduzida e por uma bomba

de vacuo.

4.3.4 Oleo essencial de H. suaveolens

O dleo essencial de H. suaveolens também foi produzido no LPV.
Partes aéreas da planta foram colhidas no Herbario da UFG, secas em estufa
com ventilacado forgada a 30°C, por sete dias, e entdo pulverizadas. O material
botanico sofreu hidrolizagao por Clevenger e desidratagao pelo tratamento com

sulfato de sédio anidro.

4.3.5 Outros extratos vegetais

Os extratos de C. nardus, C. ambrosioides, A. conyzoides, M.
pulegium, M. nodosa, R. graveolens e S. odoratissima foram cedidos pelos
professores Leonice Manrique Faustino Tresvenzol e José Realino de Paula,
(FF/ UFG). Folhas e raizes de M. nodosa foram obtidas no municipio de
Silvania (GO), folhas de S. odoratissima em Senador Canedo (GO) e os
materiais botanicos das demais plantas foram obtidos no Horto da Faculdade
de Farmacia (UFG). Empregou-se a metodologia descrita por FERRI (1996)
para producao dos extratos.

Até a utilizagdo nos testes o DEET foi mantido em temperatura
ambiente enquanto os extratos de plantas, o callicarpenal e o intermedeol
foram conservados em temperatura de geladeira (4°C). O d6leo essencial de H.
suaveolens foi mantido em freezer a -18°C devido a alta volatilidade. Todos os
produtos testados foram diluidos em varias concentracbes para serem
empregados nos testes, utilizando alcool etilico (99,5%) como solvente, exceto
para o extrato de frutos verdes de M. azedarach, que foi diluido em agua
(Quadro 1). As concentracbes empregadas para o DEET partiram de uma
solugado a 7,2%, concentragdao muito proxima das formulagdes com menor
concentracdo disponiveis no mercado. A partir desta concentragdo foram
obtidas outras trés mais diluidas. Empregaram-se as concentragbes 0,200
mg/cm?, 0,100 mg/cm?, 0,050 mg/cm? e 0,025 mg/cm? no bioensaio da ponta do
dedo e as e as duas maiores concentracdes no bioensaio do papel filtro. As
concentragbes dos produtos de extragao vegetal empregadas no experimento

podem ser vistas no quadro 1. O callicarpenal e o intermedeol foram
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empregados com a concentragao inicial semelhante a utilizada por CARROL et
al. (2007) e a partir desta, trés mais diluidas. Os extratos de plantas foram
diluidos inicialmente a 10% e a partir dos resultados obtidos foram definidas as

demais concentracgoes.



QUADRO 1 — Nome cientifico e popular das plantas utilizadas, parte empregada na extragao, tipo de extragéo e

concentragoes utilizadas nos bioensaios.
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L Nome s Parte da planta | Tipo de produto Concentragoes
Nome cientifico Familia i ~ e
Comum utilizada de extracéo utilizadas (mg/cm?)
. 0,288; 0,144; 0,072;
Callicarpenal .
C. americana Calicarpa Verbenaceae Folhas 0,036
' P Intermedeol 0,272; 0,136; 0,068;
0,034
M. azedarach Cinamomo Meliaceae Frutos verdes Extrato Hexanico 2,200 g;gg* 0,550;
. . - . 2,520; 2,200; 1,100;
H. suaveolens Mata-pasto Lamiaceae Partes aéreas Oleo essencial 0.550: 0.275*
C. nardus Citronela Poeaceae Folhas Extrato etandlico 1,100; 8,5132(;;50,275 ;
C. ambrosioides Mastruz Chenopodiaceae | Partes aéreas Extrato etandlico 2,200; g;?g* 0,550;
A. conyzoides Mentrasto Asteraceae Partes aéreas Extrato etandlico 1,100; 8’?2(;;50’275 ;
M. pulegium Poejo Lamiaceae Partes aéreas Extrato etandlico 1,100; g,?g%o,z?s ;
M. nodosa Carobinha Bignoniaceae Folhas e raizes | Extrato etandlico 2,200; (1);(7)(5)* 0,550;
R. graveolens Arruda Rutaceae Partes aéreas Extrato etandlico 2,200; :) 12(;% 0,550;
S. odoratissima Manaca Rutaceae Folhas Extrato etandlico 2,200; :) 12(;% 0,550;

* Concentragdes utilizadas nos dois bioensaios.
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4.4 Testes de repeléncia

Foram realizados dois tipos de bioensaios para avaliacdo da
repeléncia de ninfas do carrapato A. cajennense ao DEET e aos produtos de
extragao vegetal: o bioensaio da ponta do dedo (SCHRECK et al., 1995), e o
bioensaio do papel filtro (CARROL et al., 2004).

4.4.1 Bioensaio da ponta do dedo

Neste bioensaio a falange proximal dos dedos indicadores de um
voluntario foi tratada com as substancias a serem testadas. Padronizou-se
neste experimento tratar o dedo indicador esquerdo com as substancias-teste e
o dedo indicador direito com o controle negativo, sendo utilizado etanol como
controle para as solugdes etandlicas e agua para as solu¢des aquosas. A area
a ser tratada foi calculada pela formula ndh em que nd corresponde ao
comprimento da circunferéncia e h é a distancia compreendida entre a segunda
e terceira dobras cutaneas do dedo (CARROLL et al., 2005). Trés voluntarios
participaram do experimento e a area do dedo foi calculada individualmente.
Empregou-se um volume de 2,75 pl/cm? de area tratada, e apds a aplicagao
das solucgdes, com auxilio de uma pipeta micrométrica, foi dado um intervalo de
10 minutos para a evaporagao do solvente.

Sobre a ponta ndo tratada do dedo indicador, posicionado
horizontalmente foi colocada uma ninfa a ser testada. O dedo foi entdo
posicionado verticalmente, com a ponta para baixo, devido ao geotropismo
negativo das ninfas deste ixodideo (Figura 1). A partir do momento que o
carrapato iniciava seu movimento de subida era cronometrado um minuto. Os
carrapatos que apdés o término do intervalo de tempo permaneciam na porgao
nao tratada do dedo, aqueles que caiam e aqueles que em movimento
ascendente invertiam a direcdo ao entrar em contato com a area tratada eram
considerados repelidos. Para avaliagdo do tempo de duragao da repeléncia os
testes foram repetidos a cada hora, até que a repeléncia fosse inferior a 50%.
Apds uma hora eram utilizados novos carrapatos para a avaliacdo de
repeléncia. Foram realizadas 30 repeticbes para cada concentragao avaliada.

Todas as ninfas foram testadas antecipadamente com o controle negativo e
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somente aquelas que se demonstraram ativas e nado foram repelidas pelo
controle foram testadas com as substancias-teste. Os compostos foram
testados em quatro concentragdes, conforme especificado no Quadro 1, para o

calculo da concentracgao eficaz.

FIGURA 1 — Bioensaio da ponta do dedo (Arquivo
pessoal).

4.4.2 Bioensaio do papel filtro

Para a avaliacao in vitro da atividade repelente das substancias-
teste realizou-se um teste semelhante ao bioensaio da ponta do dedo,
entretanto utilizando papel filtro como substrato. Um retangulo de papel filtro (6
cm X 10 cm) foi dividido em trés faixas, sendo a faixa intermediaria (3,3 cm X 6
cm) tratada com 165 pL da substancia-teste ou o controle negativo (Figura 2).
Os produtos foram testados em apenas uma concentragcado, conforme indicado
no Quadro 1, para comparagao com o bioensaio da ponta do dedo. Os extratos

de R. graveolens e S. odoratissima nao foram testados neste bioensaio.
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FIGURA 2 — Bioensaio do papel-filtro (Arquivo pessoal).

O retangulo foi disposto verticalmente com auxilio de um anteparo
também de papel filtro no centro de uma placa de Petri de 9 cm de didmetro e
apés um intervalo de 10 minutos, necessario para a evaporagao do solvente,
cinco ninfas foram colocadas na regiéo inferior do papel. Observou-se, durante
cinco minutos, a movimentagao das ninfas e a avaliacdo da repeléncia foi
semelhante a do bioensaio da ponta do dedo. O tempo de duragdo da
repeléncia também foi avaliado neste teste. Foram realizadas 10 repeticdes
para cada teste. Todas as ninfas foram testadas com o controle negativo e
somente aquelas que se demonstraram ativas e nao foram repelidas pelo

controle foram testadas com as substancias-teste.

4.5 Analise estatistica e Comité de ética

A comparacgao das proporgdes de ninfas repelidas e n&o repelidas
entre as substancias e a comparacgao entre os dois tipos de bioensaios foram

feitas com auxilio do teste do qui-quadrado (p< 0,05). Os produtos que
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apresentassem um percentual de repeléncia significativamente superior ao
controle eram considerados repelentes.

Os calculos das CEs (50, 90, 95 e 99), dos TRs (50, 90, 95 e 99)
para cada concentracao e da Rho de cada substancia relativa ao DEET foram
realizados através do programa de analise de probito Priprobit (Copyright — C
1996-2000. Masayuki Sakumo — All rights reserved. Ver 1.63). Estes calculos
foram feitos somente para os dados obtidos a partir do bioensaio da ponta do
dedo.

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa/ UFG, e

aprovado com protocolo N°*' 05/03/2007 (Anexo 1).
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5 RESULTADOS
5.1 Bioensaio da ponta do dedo

5.1.1 DEET

Ninfas de A. cajennense foram fortemente repelidas pelo DEET
neste experimento. Em todas as concentragdes utilizadas o percentual de
repeléncia inicial foi superior ao do controle (P < 0,05). Mesmo na menor
concentragédo utilizada, 0,025 mg/cm?, obtiveram-se altos percentuais, com
90% de repeléncia na primeira observagao. Entretanto, apés uma hora de
observacéo esse indice caiu para 40%. Nas concentragdes de 0,100 mg/cm? e
0,200 mg/cm? a repeléncia inicial foi de 100% e manteve-se préxima de 97%
até quatro horas apos o inicio dos testes com a maior concentracdo. Mesmo
apo6s seis horas de tratamento a repeléncia observada, 16%, diferia
significativamente do controle etandlico (x>= 5,45, 1g.l., P < 0,05). A reducao na
concentracdo utilizada influenciou principalmente a duracdo da repeléncia
(Tabela 1).

TABELA 1 — Duracao e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente ao DEET em quatro concentragoes,
pelo bioensaio da ponta do dedo.

Conc. % Repeléncia
Mg/cm? 10 min 1h 2h 3h 4h 5h

0,200 100 a, A 97 a, A 93a,A 100 a, A 97 a, A 33a,B
0,100 100 a, A 93a,A 67 b,B 43b,B - -

0,050 97 a, A 67b,B OcC - - -
0,025 90 3, A 40¢,B OcC - - -
Controle Ob Od Oc Oc Ob Ob

Letras minusculas indicam diferengas entre as concentragdes e letras mailusculas indicam diferengas entre a duragao
da repeléncia. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05) entre as linhas ou colunas

- Testes nao realizados, diluigdo anterior com % de repeléncia <50%

A CE50 na primeira hora de observacado foi de 0,006 mg/cm?,
enquanto a CE90 foi de 0,025 mg/cm? CE95 de 0,036 mg/cm? e CE99 de
0,075 mg/cm?. Para se obter uma repeléncia de 99% das ninfas por trés horas

seriam necessarios 0,131 mg/cm? da substancia. O tempo de duragdo da
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repeléncia de 50% das ninfas (TR50) ao DEET na concentragédo de 0,200
mg/cm? foi de aproximadamente 5 h, e o TR99 para esta mesma concentragao
foi de 1,69h. Os TRs diminuiram consideravelmente com a redugdo da
concentragao utilizada (Figura 3) sendo que a 0,025 mg/cm? o TR99 observado
foi de 0,08h (= 5 min).

6 _

5 _

4 + ——0,200mg/cm?
2 3 ——0,100mg/cm?
2 0,050mg/cm?

21 0,025mg/cm?

1 1

0 | 1 |

TR50 TRO0 TR95 TR99

FIGURA 3 — Comparacao do tempo de duragao da repeléncia
em relacdo ao percentual repelido de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente a diferentes concentragdes do
DEET no bioensaio da ponta do dedo.

Todos os carrapatos que entraram em contato com a area tratada
do dedo, mesmo os que nao foram repelidos, apresentaram alteracdo da
marcha, com passos mais amplos e mais lentos e um esforgo para manter o
corpo afastado do repelente. Nas maiores concentragdes empregadas a maior
parte dos carrapatos, cerca de 60%, manifestou repeléncia se soltando do
dedo tratado. Cerca de 30% dos carrapatos repelidos pelo DEET nas maiores
concentracdes morreram apds o contato. Isto foi observado nos testes iniciais
em que eram utilizadas as mesmas ninfas apds uma hora para a avaliacdo da
repeléncia ao longo do tempo

Como o DEET é considerado um repelente padréao ouro para outras
especies de artropodes, sendo um parametro para comparagdo com outras
substancias e neste estudo apresentou elevados percentuais de repeléncia e
TRs e reduzida CE frente ao A. cajennense, esta substancia foi adotada como

controle positivo com a qual foram comparados os demais extratos.
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5.1.2 Callicarpenal

O callicarpenal foi repelente em todas as concentracdes utilizadas,
entretanto em nenhuma delas foi tdo eficaz quanto o DEET. Quando testado a
0,288 mg/cm?, teve atividade sobre ninfas de A. cajennense, tendo sido
observado inicialmente 87% de repeléncia, mantendo a um percentual médio
de 64 por mais de 4h apds o inicio do teste. A redugdo da concentracio
utilizada levou a uma redugdo consideravel do percentual de repeléncia
(Tabela 2).

TABELA 2 — Duragao e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente ao callicarpenal em quatro
concentracées, pelo bioensaio da ponta do dedo.

Conc. % Repeléncia
Mg/cm? 10 min 1h 2h 3h 4h 5h
0,288 87 a, A 73 a,A B 53a,B 63 a,B 67 a, A, B 20 a,C
0,144 60 b, A 10b,¢, B - - - -
0,072 63 b,A 27 b,B - - - -
0,036 13 ¢ - - - - -
Controle Od Oc Ob Ob Ob Ob

Letras minusculas indicam diferengas entre as concentragbes e letras mailsculas indicam diferengas entre a duragéo
da repeléncia. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa (p< 0,05) entre as linhas ou colunas

- Testes nao realizados, diluigdo anterior com % de repeléncia <50%

Foram obtidas, para este composto, CE50 de 0,084 mg/cm?, CE90
de 0,324 CE95 de 0,475 mg/cm? e CE99 de 0,971 mg/cm?. Apesar de serem
consideravelmente maiores que as CEs encontradas para o DEET, o
callicarpenal foi a substancia que mais se aproximou dele neste parametro,
com uma Rho de 0,077x Rho DEET (= 13 vezes inferior a do DEET). O tempo
de duragao da repeléncia mostrou-se bastante reduzido, sendo que na maior
concentragao utilizada (0,288 mg/cm?) o TR50 foi de 3,5 h e o TR99 de 0,01h
(= 0,6 min) (Figura 4).



33

8 _
——DEET
X\ ——C. nardus
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M. pulegium
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FIGURA 4 — Comparacédo do tempo de duracdo da repeléncia
em relacdo ao percentual repelido de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente a maior concentragdo das
substancias testadas, no bioesnsaio da ponta do dedo.

. Referentes a segunda maior consentragdoda substancia.

5.1.3 Intermedeol

O intermedeol, assim como o callicarpenal, foi repelente em todas
as concentragdes, mas inferior ao DEET. Foi necessaria uma concentragao de
0,272 mg/cm? para obtencdo de uma repeléncia de 77%. A reducédo da

concentragédo nao resultou em redugao proporcional da repeléncia (Tabela 3).

TABELA 3 — Duracao e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente ao intermedeol em quatro
concentragdes, pelo bioensaio da ponta do dedo.

Conc. % Repeléncia
Mg/cm? 10 min 1h 2h 3h
0,272 77 a, A 37 a,B 20 a,B Ob,C
0,136 57 a,b, A 57 a, A 60 b, A 43 a, A
0,068 70 a, A 40 a,B - -
0,034 33b - - -
Controle Oc Ob Oc Ob

Letras minusculas indicam diferengas entre as concentragdes e letras mailsculas indicam diferengas entre a duragéo da
repeléncia. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05) entre as linhas ou colunas

- Testes néo realizados, diluigao anterior com % de repeléncia <50%
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Foram obtidas, para este composto, CEs muito superiores as
obtidas para o DEET e para o callicarpenal, sendo CE50 de 0,583 mg/cm?,
CE95 de 3,286 mg/cm? e CE99 de 6,723 mg/cm?. O tempo de duracdo da
repeléncia observado foi muito reduzido. Na concentragao de 0,136 mg/cm? o
TR50 foi de 5,30 h e o TR99 foi nulo, uma vez que em nenhum momento houve
repeléncia de 99% dos carrapatos (Figura 5). Na maior concentragao, 0,272
mg/cm?, O TR50 foi de 0,49 h e o TR99 foi de 0,02h, o que equivale a
aproximadamente 1 min. A Rho do principio foi estimada em 0,011 x Rho
DEET (= 89 vezes inferior ao DEET).

5 -
4 4
Intermedeol 2,200
] 3 mg/cm?
e Intermedeol 1,100
mg/cm?
2 4
1 4
O \‘ ‘ ;
TR50 TR90 TR95 TR99

FIGURA 5 — Comparacao do tempo de duracgao da repeléncia
em relagdo ao percentual repelido de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente a duas concentragbes de
intermedeol, no bioensaio da ponta do dedo.

5.1.4 Oleo essencial de H. suaveolens

O 6leo essencial de H. suaveolens foi repelente em todas as
concentracdes e conferiu protecdo semelhante a obtida com o DEET, na
primeira observacdo, com as trés maiores concentragcbes testadas. Quando
empregado a 2,520 mg/cm? este produto repeliu inicialmente 100%, e mesmo
apos 5 h de teste conferiu protecao contra 60% das ninfas testadas. A reducéao
da concentragédo para 2,200 mg/cm? e em seguida para 1,100 mg/cm?

influenciou principalmente a duragao da atividade repelente. Entretanto, a partir
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da concentragdao 0,550 mg/cm? houve também uma redugdo significativa na

capacidade repelente (Tabela 4).

TABELA 4 — Duracdo e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente ao Oleo essencial de Hyptis
suaveolens em cinco concentracdes, pelo bioensaio da ponta do
dedo.

Conc. % Repeléncia
Mg/cm2 10 min 1h 2h 3h 4h 5h 6h

2,520 100a3,A 93a,A B 77 a,B 77 a,B 57aB,Cc 60aB,C 373aC
2,200 97 a, A 70b,B 43 b, C 30b,C - -

1100 93aA 60bB 233bB 30, ¢ ; ;

C
0,550 30b
0,275 13b - - - - -
Controle Oc Oc Oc Oc Ob Ob Ob

Letras minusculas indicam diferengas entre as concentragdes e letras mailsculas indicam diferengas entre a duragéao
da repeléncia. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05) entre as linhas ou colunas

- Testes nao realizados, diluicdo anterior com % de repeléncia <50%

Apesar do elevado percentual de repeléncia e do bom periodo de
protecao conferido por este produto, empregaram-se concentragdes muito altas
para obtencdo destes resultados, sendo a CE50 e CE95 de 0,550 mg/cm? e
6,343 mg/cm? respectivamente. Isto levou a uma diminuicdo de sua Rho
relativa ao DEET, sendo o Rho calculado de 0,012 x Rho DEET (= 84 vezes
inferior ao DEET). Os TRs obtidos na concentragdo de 2,520 mg/cm? foram
TR50 de 1,61 h, TR95 de 0,56 h e TR99 de 0,36 h (Figura 4).

5.1.5 Extratos vegetais

Dentre os extratos vegetais testados, indubitavelmente o extrato de
C. nardus destacou-se tanto pelo elevado percentual de repeléncia quanto pelo
longo periodo de protegcao conferido. Em todas as concentragdes testadas o
extrato foi repelente e apresentou percentual de repeléncia semelhante ao do
DEET nas concentragbes 1,100mg/ cm? 0,825 mg/cm? 0,550 mg/cm? e
0,275mg/cm?2. Além disso, o TR foi superior, sendo que na maior concentragéo
provocou repeléncia de mais de 95% das ninfas por mais de 15 horas. A

reducdo na concentragao nao afetou o percentual de repeléncia e a duracao da
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repeléncia nas maiores concentragdes. A partir de 0,550 mg/cm? foi possivel
notar redugdo na duracdo e somente a 0,1375 mg/cm? houve redugdo no

percentual inicial de repeléncia (Tabela 5).
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TABELA 5 — Duragao e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma cajennense testadas frente ao extrato de Cymbopogon.
nardus em cinco concentragoes, pelo bioensaio da ponta do dedo.

conc. % Repeléncia
Mg/cm? 10 min 1h 2h 3h 4h 5h 6h 8h 12h 15h
1,100 100 3, A 100 3, A 97 a,b, A 97 a, A 100 3, A 97 a, A 93 a, A 100 a, A 100 a, A 93 a3, A
0,825 100 a, A 100 a, A 100 a, A 93 a,A 100 a, A 77b,B 90 a, A 100 a, A - -
0,550 100 a, A 93 a,AB 87 b,B 904a,AB 63 b, C 50¢,C - - - -
0,275 100 a, A 100 a, A 904a,b,A 90a,AB 70b,B 70b,cB 43b,C - - -
0,1375 40 b, A Ob,B - - - - - - - -
Controle Oc Ob Oc Ob Oc Od Ob Ob Ob Ob

Letras minusculas indicam diferengas entre as concentragbes e letras mailsculas indicam diferengas entre a duragdo da repeléncia. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente
significativa (p< 0,05) entre as linhas ou colunas

- Testes nao realizados, diluigdo anterior com % de repeléncia <50%
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O extrato de C.nardus apresentou CEs superiores as do DEET e
muito proximas do que foi encontrado para o callicarpenal, sendo CES50 de
0,089 mg/cm? CE95 de 0,503 mg/cm? e CE99 de 1,029 mg/cm? Os TRs
encontrados foram elevados, superando o que foi encontrado para o DEET,
sendo que nas concentracées de 1,100 mg/cm? e 0,825 mg/cm? os TR99
observados foram de 2,29 h e 1,81 h respectivamente (Figura 6). A Rho do
extrato de C. nardus em relagdo ao DEET foi de 0,073 x Rho DEET (=14 vezes

inferior ao DEET), valor muito proximo ao obtido para o callicarpenal.

9 1

8 -

7 £

5 —— 1,100 mg/cm?
Q . 1 ——0,825 mg/cm?
2 2l 0,550 mg/cm?

3 0,275 mg/cm?

o T N

1+ |

0 : : |

TR50 TROO TR95 TR99

FIGURA 6 — Comparacéo do tempo de duracao da repeléncia
em relacdo ao percentual repelido de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente a diferentes concentragcées do
extrato de Cymbopogon nardus, no bioensaio da ponta do
dedo.

Os extratos brutos de C. ambrosioides, A. conyzoides, M. pulegium e
o extrato de folhas de M. nodosa apresentaram bons percentuais de
repeléncia, em todas as concentragdes, exceto para a menor concentragao de
C. ambrosioides e de M. pulegium. Percentuais de repeléncia semelhantes ao
do DEET foram observados na maior concentracdo dos extratos de C.
ambrosioides e A. conyzoides. A diminuigdo da concentragdao levou a uma
queda significativa na atividade repelente inicial e na duragao desta atividade.
Estes extratos, quando empregados em sua maior concentragdo, 2,200 mg/cm?

e 1,100 mg/cm? respectivamente, desempenharam uma protecdo média de
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82% e 84% por um intervalo de tempo superior a trés horas (Tabelas 6 e 7). O
extrato de M. pulegium a 1,100 mg/cm? repeliu mais de 80% das ninfas
testadas por mais de trés horas, e a redugao gradativa da concentragéo levou a
uma queda significativa da repeléncia inicial e da duragdo da repeléncia
(Tabela 8). O extrato de folhas de M. nodosa desempenhou repeléncia média
de 67% por um periodo de 2 h e a redugdo da concentracdo nao levou,
obrigatoriamente, a uma redugdo na atividade do extrato, uma vez que os
melhores resultados foram obtidos nas concentragbes intermediarias (Tabela
9).

TABELA 6 - Duracao e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente ao extrato de Chenopodium
ambrosioides em quatro concentracdes, pelo bioensaio da ponta do

dedo.
Conc. % Repeléncia
Mg/cm? 10 min 1h 2h 3h 4h
2,200 100 a, A 87 a,B 77 a,B 67 a,B 37 a, C
1,100 87 b, A 67 a,b, A 27 b,B Ob,C -
0,550 50 ¢, A 53b,A 57 a, A 53a,A 20a,B
0,275 10d - - - -
Controle Od Oc Oc Ob Ob

Letras minusculas indicam diferengas entre as concentragdes e letras mailsculas indicam diferengas entre a duragao
da repeléncia. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa (p< 0,05) entre as linhas ou colunas

- Testes nao realizados, diluigdo anterior com % de repeléncia <50%

TABELA 7 — Duracao e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente ao extrato de Ageratum conyzoides
em quatro concentragdes, pelo bioensaio da ponta do dedo.

Conc. % Repeléncia
Mg/cm? 10 min 1h 2h 3h 4h 5h

2,200 97 a, A 77 a,B 83a,AB 80 a,B 67 a,B 37 a, C
1,100 87 a, b, A 80a, A 87 a, A 37b,B - -
0,550 80 b, A 27b,B - - - -
0,275 23 ¢ - - - -

Controle 0d Oc Ob Oc Ob Ob

Letras minusculas indicam diferengas entre as concentragdes e letras maiusculas indicam diferengas entre a duragéo
da repeléncia. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05) entre as linhas ou colunas

- Testes néo realizados, diluigao anterior com % de repeléncia <50%
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TABELA 8 — Duracao e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma.
cajennense testadas frente ao extrato de Mentha pulegium em
quatro concentragoes, pelo bioensaio da ponta do dedo.

Conc. % Repeléncia
Mg/cm? 10 min 1h 2h 3h 4h
1,100 87 a, A 80 a, A 80 a, A 80 a, A 33a,B
0,550 40 b, A 17 b,B - - -
0,275 53 b, A 27b,B - - -
0,1375 3¢ - - - -
Controle Oc Oc Ob Ob Ob

Letras minusculas indicam diferengas entre as concentragdes e letras maiusculas indicam diferengas entre a duragéo
da repeléncia. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05) entre as linhas ou colunas

- Testes nao realizados, diluicdo anterior com % de repeléncia <50%

TABELA 9 — Duracdo e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente ao extrato de Memora nodosa em
quatro concentragdes, pelo bioensaio da ponta do dedo.

Conc. % Repeléncia
Mg/cm? 10 min 1h 2h 3h 4h
1,100 27 a, A 3aB - - -
0,550 70 b, A 67 b, A 63 a, A 47 a, A, B 33a,8B
0,275 53 b,c, A Oa,B - - -
0,1375 33a,c A - - - -
Controle 0d Oa Ob Ob Ob

Letras minusculas indicam diferengas entre as concentragdes e letras maiusculas indicam diferengas entre a duragéo
da repeléncia. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05) entre as linhas ou colunas

- Testes nao realizados, diluicdo anterior com % de repeléncia <50%

As CEs encontradas para esses extratos foram muito superiores as
encontradas para o DEET, sendo as CE50 dos extratos de C. ambrosioides, A.
conyzoides, M. pulegium e de folhas de M. nodosa de 0,512 mg/cm?, 0,205
mg/cm?, 0,449 mg/cm? e 0,775 mg/cm? respectivamente e as CE99 de 5,903
mg/cm?, 2,358 mg/cm?, 5,177 mg/cm? e 8,702 mg/cm?. Além disso, os TRs

calculados foram muito pequenos (Tabela 10)
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TABELA 10 — Percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma cajennense a extratos vegetais, 6leos essenciais e DEET, pelo

bioensaio da ponta do dedo.

Conc. TR50 TR99
Mg/cm? % R CE50mg/cm2* CE90 mg/cm2* CE95 mg/cm2* CE99 mg/cmz * (h) h) Rho
0,006 0,025 0,036 0.0751625 1
DEET 0200 100 5003-0013) (0.012-0049) (0,018 —0,074)  (0037-0,155) 4+ 169 (468 2 136)
. 0,084 0,324 0,475 6,343 0,077
Callicarpenal 0288 8686 (0o p110) (0228 0501) (0319 0768) @171 torazy 354 001 00?0
0,583 2,243 3,286 5,903 0,011
Intermedeol 0272 76 (0408-0827) (1549-3451) (2217-5278) (3775-10338) 249 0 (0005_0,020)
0,550 2117 3,100 1,029 0,011
H. suaveolens 2520 100 389_0764) (1.503-3134) (2,157 —4,782)  (0656-1,735) O 036 4006 _0,021)
C nardus 100 100 0,089 0,343 0,503 2,368 1380, g 0,072
' ’ (0,055-0,138)  (0,224-0,533) (0,329 -0,798) (1,523 — 4,095) 43 ’ (0,038 — 0,136)
.. 0,512 1,97 2,885 25,564 0,012
C. ambrosioides 2,200 100 (0,355—0,729) (1,361 —3,015) (1,952 — 4,603) (14,520 — 52,980) 3,63 0,36 (0,006 — 0,021)
. 0,205 0.79 1157 5177 0,031
A. conyzoides 2200 97 0140-0295) (0544-1204)  (0,784—1832)  (3213-9518) 089 007 44160 058)
. 0,449 1,727 2,530 0.971 0,014
M. pulegium 1900 87 0317-0639) (1176-2735)  (1676—-4202)  (0615-1713) 223 023 4007 _0,027)
0,755 2,904 4,253 6,723 0,008
M.nodosafolha 1,900 73 556" 1 006) (2067-4367) (2,942-6718) (4278-11.884) 024 00T 44040 015)
M. azedarach 2200 37 2,22 8,531 12,495 49,760 ) 0,002
: : (1,497 - 3412) (5,363 -15,086) (7,606 — 23.277) (20,870 — 146,942) (0,001 — 0,005)
R araveolens 0200 27 4,141 15,916 23,311 8,702 0,001
9 : (2,541 —-7,157) (9.037-31,877) (12,823 —49,163) (5,626 - 15,264) (0,0006 — 0,003)
V. nodosa rais 2200 13 4,321 16,605 24,321 47,694 0,001
: : (2,113 -9,636) (7,581-42,538) (10,808 — 65,302) (24,530 — 111,670) (0,0005 — 0,003)
L 8,426 32,379 47,434 97,028 0,0007
S. odoratissima 2,200 10

(4,179 — 18,525) (14,969 —81,928) (21,327 — 125,839) (41,143 — 128,344)

(0,0005 — 0,003)

% R = Percentual de Repeléncia.

* limite de confianga 95%

- Testes nao realizados, diluigdo anterior com % de repeléncia <50%
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Os extratos de M. azedarach, R. graveolens e o extrato de raizes de
M. nodosa foram repelentes apenas na maior concentracdo, quando
apresentaram repeléncia maxima de 37%, 27% e 13% respectivamente, por
um intervalo inferior a uma hora. O extrato de S. odoratissima nao foi repelente
em nenhuma das concentracdes testadas. As CEs observadas para estes
extratos foram muito elevadas, sendo muito superiores as encontradas para o
DEET e para os demais produtos vegetais. Como a repeléncia destes extratos
foi muito pequena néo foi possivel calcular os TRs. As Rhos destes compostos

foram também muitas vezes inferiores as do DEET (Tabela 10)

5.2 Bioensaio do papel filtro

Todas as substancias testadas neste bioensaio foram repelentes.

As proporgdes de ninfas repelidas pelo DEET a 0,200 mg/cm? e
0,100 mg/cm? nao diferiram do que foi encontrado com as mesmas
concentracdées no bioensaio da ponta do dedo por até 4h e 2h de teste,
respectivamente. Apos 5h de teste, com a concentragdo de 0,200 mg/cm?, foi
observada diferenga significativa de repeléncia entre os dois testes, sendo
observado maior percentual de repeléncia no bioensaio do papel filtro, que
manteve 100% de repeléncia. Somente apos 20h do inicio do teste houve uma
queda significativa deste percentual, mantendo, ainda assim 36% de
repeléncia. Utilizando a concentragdo de 0,100 mg/cm? houve diferenca
estatistica entre os dois testes 3h apds o inicio, sendo que maior repeléncia foi
observada no bioensaio do papel filtro, quando foram mantidos 80% de

repeléncia (Tabela 11).
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TABELA 11 — Duracéo e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente ao DEET em duas concentragoes,
no bioensaio da ponta do dedo e no bioensaio do papel filtro.

Ponta do dedo Papel filtro

Duracéo 0,200 0,100 0,200 0,100 Controle

mg/cm? mg/cm? mg/cm? mg/cm?

10 min 100 a, A 100 a, A 100 a, A 100 a, A 0B
1h 97 a,A 93 a,A, B 98 a, A 84 b,B 0c
2h 93 a,A 67 b,B 98 a,A 70b,B 0c
3h 100 a, A 43 p,C 98 a, A 80 b, B 0D
4h 97 a,A - 100 a, A - 0B
5h 33b,B - 100 a, A - 0c
20h - - 36 b, A - 0B

Os testes realizados com callicarpenal, intermedeol, éleo essencial
de H. suaveolens e com os extratos de C. nardus, A. conyzoides, M. pulegium
e de raizes de M. nodosa apresentaram, com esta técnica, percentuais de
repeléncia significativamente superiores aos observados no bioensaio da ponta
do dedo, quando utilizados na mesma concentracdo. O intervalo de tempo que
esses percentuais se mantiveram acima de 50% também foi superior no
bioensaio do papel filtro. Os extratos de C. ambrosioides, M. azedarach e de
folhas de M. nodosa n&o apresentaram diferenca de repeléncia entre os dois
bioensaios realizados (Tabela 12).

Neste bioensaio novamente o DEET apresentou as melhores
eficacias, expressas tanto pelos melhores percentuais de repeléncia como pelo
longo periodo de duragao deste efeito. Em seguida o intermedeol demonstrou
boa atividade mantendo indices de repeléncia superiores a 85% por mais de
2h. Os extratos de C. nardus, A. conyzoides, H. suaveolens e M. pulegium
mantiveram repeléncia de 92%, 84%, 68% e 58%, entretanto repeliram mais de
50% das ninfas por um periodo inferior a uma hora. O callicarpenal, extratos de
raizes e folhas de M nodosa, de C. ambrosioides e de M. azedarach foram
repelentes na concentracdo testada, entretanto apresentaram repeléncia

inferior a 30% ja na primeira observagao (Tabela 12).
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TABELA 12 — Duracao e percentual de repeléncia de ninfas de Amblyomma
cajennense testadas frente a extratos de plantas no bioensaio
da ponta do dedo e no bioensaio do papel filtro.

Ponta Papel filtro
Extratos Conc. _do dedo Controle

10 min 10min 1h 2h 4h
Callicarpenal 0,036 13b 36 a - - - Oc
Intermedeol 0,034 33¢ 76a 88b,a 92a 34 c 0d
H. suaveolens 0,275 13 ¢ 68 a 48 b 36 b - 0d
C. nardus 0,275 40 b 92 a 48 b 34 b - Oc
A. conyzoides 0,275 23 ¢ 84 a 50 b 20c¢ - O0d
M. pulegium 0,275 3b,c 58 a 18 b - - Oa
M.nodosa raiz 0,275 Ob 26 a - - - Oa
C. ambrosioides 0,275 10 a,b 26 a - - - Ob
M. azedarach 0,275 10 a,b 12 a - - - Ob
M. nodosa folha 0,275 33 a 28 a - - - Ob

Os dados s6 foram analisados quanto a diferenga entre os bioensaios e a duragéo. Letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) entre as colunas.

- Testes nao realizados, diluigdo anterior com % de repeléncia <50%
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6 DISCUSSAO

6.1 Bioensaio da ponta do dedo

6.1.1 DEET

O DEET, no bioensaio da ponta do dedo, apresentou bons
resultados como repelente para ninfas de A. cajennense, demonstrando
superioridade em relagdo as outras substancias testadas. Em todas as
concentragdes conferiu protegdo igual ou superior a 90%, no intervalo entre 10
min e 1h apds a aplicagdo, e a concentragao de 0,200 mg/cm?, que equivale a
uma solugdo a 7,2%, garantiu mais de 95% de repeléncia por um periodo
superior a cinco horas, o que caracteriza uma alternativa viavel na prevengao
de infestagdes por este ixodideo.

Semelhante ao que foi obtido neste estudo, PEREZ et al (2006)
observaram elevados percentuais de repeléncia contra esta espécie de
carrapatos, utilizando, contudo, uma formulacdo comercial contendo DEET a
25%. Da mesma forma, SCHRECK et al (1995) e CARROL et al. (2005)
observaram indices de repeléncia proximos aos deste estudo contra o
carrapato A. americanum, empregando concentragdes um pouco superiores, €
somente CARROL et al. (2005) observou repeléncia contra |. scapularis.
SOLBERG et al. (1995), em testes a campo, também necessitaram de
solugcdes mais concentradas para alcancar resultados semelhantes contra A.
americanum. Ja STAUB et al (2002) com testes a campo e PRETORIUS et al.
(2003) com o bioensaio da ponta do dedo, nem mesmo empregando solucdes
mais concentradas alcangaram protecao de tal magnitude contra I. ricinus e A.
hebraeum, respectivamente. SALAFSKY et al. (2000) observaram repeléncia
somente parcial de adultos de A. americanum frente ao composto € nenhuma
protecao contra D. variabilis. O produto também nao repeliu A. variegatum
quando apresentado junto a um estimulo atraente (McMAHON et al., 2003).

Diante destes resultados € visivel a elevada eficacia repelente do DEET ao A.
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cajennense, que aparentemente se mostrou mais sensivel que outras espécies
de carrapatos estudadas.

O calculo das CEs reforca a constatacdo da sensibilidade deste
carrapato, uma vez que as CE50 e CE95 calculadas neste experimento foram
muito pequenas. CARROL et al. (2004) obtiveram CE50 e CE95 um pouco
superiores para |. scapularis € mais de dez vezes superiores para A.
americanum, utilizando o bioensaio do papel filtro. Ao empregar o bioensaio da
ponta do dedo, CARROL et al. (2007) encontraram CEs muito proximas as
deste estudo para I. scapularis € ndo encontraram atividade repelente para A.
americanum.

O aumento da concentracdo do DEET, neste experimento, nao
interferiu no percentual inicial de repeléncia, mas proporcionou uma protecao
significativamente mais longa. O maior aumento na duragédo da repeléncia foi
observado apds a elevagcao da concentragdo de 0,100 mg/cm? para 0,200
mg/cm?, que prolongou o periodo de protecdo de 1h para 4h. Quanto a
interferéncia no percentual de repeléncia estes resultados sdo semelhantes aos
observados por CARROL et al. (2005), testando DEET contra I. scapularis e A.
americanum. FRADIN & DAY (2002) verificaram um aumento significativo na
duracao da repeléncia com o aumento da concentragcédo de solugdes a base de
DEET. Diminuicdo na duracdo da repeléncia com a reducdo da concentracao
foi observada por CHOU et al. (1997), estudando a atividade de varias
formulacdes de repelentes sobre A. aegypti. Modelos matematicos de eficacia
e persisténcia de repelentes em mosquitos mostram que a protecao conferida
pelo DEET é proporcional ao logaritmo da concentragdo do produto
(RUTLEDGE et al., 1985), sendo que concentragbes mais altas proporcionam
uma protecdo mais duradoura. Esta curva, entretanto, tende a alcancar um
platd na concentracdo de 50%, conferindo protecao adicional relativamente
menor para cada incremento a esta dose (BUESCHER et al., 1982).

O TR90 calculado no presente estudo para a concentracdo de
0,200 mg/cm? foi de 2,7 h, semelhante ao encontrado por SCHRECK et al.
(1995) para o A. americanum utilizando a concentragdo de 0,300 mg/cm? de
DEET, mas superior aos obtidos por JENSENIUS et al. (2005) e PRETORIUS
et al. (2003) contra A. hebraeum. Alguns autores (GUPTA & RUTLEDGE, 1989;
GUPTA & RUTLEDGE, 1991) relatam que solugdes repelentes a base de
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DEET provém protecdo completa contra artropodes hematofagos tdo longa
quanto 12 h, mesmo sob condigbes climaticas adversas. CHOU et al. (1997)
encontraram alta eficacia repelente por oito horas com formulagdes contendo
95% de DEET contra A. aegypti e FRADIN & DAY (2002) obtiveram mais de
cinco horas de protegao completa com solugdes a 23,8% do repelente. A maior
concentragdo utilizada no presente experimento (0,200 mg/cm? = 7,2%) é
inferior as utilizadas nos estudos supracitados e muito menor que a
concentragao platd estabelecida por BUESCHER et al. (1982). A Associagéo
Americana de Pediatria (AAP, 2003) recomenda que repelentes utilizados em
criangas, que sdo mais suscetiveis aos possiveis efeitos adversos destas
substancias, tenham entre 10% e 30% de DEET, garantindo repeléncia
duradoura e evitando intoxicagdes. Ha, portanto, um grande potencial de
obtencdo de repeléncia de longa duragdo contra o carrapato A. cajennense
com a utilizagdo deste produto, vista a possibilidade de aumento da
concentragdo do principio e consequentemente do TR, sem, todavia, incorrer
em maiores riscos a saude.

O DEET é considerado o padrao ouro entre os repelentes
atualmente disponiveis. Nao se conhece, entretanto o modo de agao deste
composto. DOGAN et al. (1999) acreditam que o DEET ndo é um repelente e
sim um inibidor de atracdo. Existem evidéncias de que este principio atue sobre
quimiorreceptores de acido lactico, presentes nas antenas de insetos,
responsaveis pela deteccdo de cairomoénios, envolvidos com a busca pelo
hospedeiro (DOGAN et al. 1999, KLINE et al. 2003). Estes autores verificaram
que na auséncia do hospedeiro ou do acido lactico, o DEET atuou como
atraente. Esta hipotese ¢é reforcada por estudos eletrofisiolégicos que
demonstraram que o DEET interferiu com a transmissao de estimulo por um
neurdnio exposto ao acido lactico (DAVIS, 1985, DAVIS et al., 1987). Isso foi
contestado, entretanto, por XUE et al. (2001) que verificaram atividade deste
quimico mesmo na auséncia do hospedeiro, impedindo a oviposi¢cao de fémeas
gravidas de A. albopictus. No presente estudo ndo ficou evidente a
necessidade da presenca do hospedeiro para a repeléncia de ninfas de A.
cajennense pelo DEET, uma vez que mesmo nos testes in vitro o hospedeiro

encontrava-se muito proximo dos artrépodes em teste, na forma de observador.
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Este estudo constitui-se no primeiro relato de eventos como efeito
knockdown, efeitos neurotdxicos e elevada mortalidade de carrapatos apés
exposicdo ao DEET. Eventos semelhantes ja foram observados por outros
autores sobre outras espécies de artrépodes (LAPIED et al., 2006, LICCIARDI
et al., 2006).

6.1.2 Callicarpenal e intermedeol

O callicarpenal e o intermedeol apresentaram, neste experimento,
percentuais de repeléncia intermediarios, sendo inferiores ao DEET. Em
nenhuma concentracdo foi observada repeléncia completa. Os TRs foram
pequenos e as CEs muito superiores as obtidas para o DEET, com Rhos
respectivamente 13 e 89 vezes inferiores a do referido principio, sendo
verificada uma superioridade do callicarpenal em relagao ao intermedeol.

Estes resultados sao inferiores aos obtidos por CARROL et al.
(2007), estudando a atividade repelente destas substancias contra ninfas de I.
scapularis. Estes autores observaram repeléncia completa conferida pelo
callicarpenal e percentuais de repeléncia semelhantes aos deste experimento
conferidos pelo intermedeol, empregando, porém, concentragbes oito vezes
inferiores. As CEs calculadas foram menores que as do presente trabalho. Eles
verificaram, semelhantemente, uma superioridade do callicarpenal, mas
observaram, para o DEET, resultados inferiores em relacdo aos dois
compostos, o0 que nao foi verificado neste experimento. Ja para A. americanum
estes autores obtiveram percentuais de repeléncia e duracdo muito menores
que os deste estudo e uma superioridade do intermedeol frente ao

callicarpenal.

6.1.3 H. suaveolens

O dleo essencial de H. suaveolens, nunca testado anteriormente
contra carrapatos, apresentou resultados promissores na repeléncia de ninfas
de A. cajennense. O produto exibiu percentuais de repeléncia semelhantes aos
observados para o DEET, sendo que nas maiores concentragdes o TR também

foi analogo ao deste composto. As CEs calculadas foram, contudo, muito
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superiores as do DEET, o que contribuiu para a baixa Rho deste 06leo
essencial, que foi 84 vezes inferior a Rho do DEET.

Atividade repelente de extratos desta planta havia sido verificada
por JAENSON et al (2006) contra mosquitos A. aegypti, entretanto com
percentuais de repeléncia inferiores aos do presente estudo. PALSSON &
JAENSON (1999 a) e PALSSON & JAENSON (1999 b) observaram que a
utilizacdo de plantas frescas de H. suaveolens ou a queima destas plantas
dentro de domicilios ou ao ar livre também funcionam como eficientes
repelentes de mosquitos. Estes autores obtiveram, para esta planta,
percentuais de repeléncia contra mosquitos semelhantes aos obtidos para
repelentes sintéticos contendo DEET. SEYOUM et al. (2002 a) e SEYOUM et
al. (2002 b), avaliando a repeléncia de H. suaveolens a mosquitos Anopheles
gambiae em condigbes semi-campo nao observaram eficacia, alcangando
resultados semelhantes ao controle. Ao avaliarem a atividade toxica e
repelente de pos de origem vegetal sobre C. maculatus, BOEKE et al. (2004 a)
observaram toxicidade inferior ao controle e atratividade a H. suaveolens, ao

invés de repeléncia.

6.1.4 Extratos vegetais

a) C. nardus

O extrato de C. nardus, nunca testado anteriormente contra A.
cajennense, mostrou elevada eficacia repelente, garantindo, nas maiores
concentracdes, protecdo total contra ninfas deste carrapato por intervalos
superiores a 8h, duracéo superior a de todos os outros produtos testados. Foi
semelhante ao DEET quanto ao percentual de repeléncia inicial e muito
superior a este composto quanto ao periodo de repeléncia. Entretanto as CEs
calculadas para este extrato foram muito elevadas, diminuindo sua Rho em
relacdo ao DEET. A reducdo na concentracdo testada levou a significativa
reducido no periodo de repeléncia, mas nao a redugcado no percentual inicial de
repeléncia, que s6é diminuiu na menor concentracio.

Resultados semelhantes foram observados em testes de extratos

etandlicos desta planta contra carrapatos I. ricinus, apresentando elevada
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repeléncia, de magnitude semelhante a observada para o DEET, com mais de
8h de duracdo (THORSELL et al., 2006). Diferiram, contudo do que foi
observado para A. hebraeum, utilizando o repelente Amazon Mozzie™,
contendo 2% de DEET e 1% de dleo de C. nardus, que apresentou baixa
atividade repelente (JENSENIUS et al , 2005). Os autores, porém, atribuem a
baixa eficacia as pequenas concentragdes utilizadas.

FRADIN & DAY (2002) observaram, ao contrario do que foi visto
neste experimento, uma duracao da repeléncia conferida pelo 6leo de citronela
muitas vezes menor que a observada ao DEET contra A. aegypti e que uma
redugdo na concentracdo nao levou a redugcdo nesta duragdo. Ja
TRONGTOKIT et al. (2005) verificaram uma reducé&o significativa na duragao
da repeléncia de mosquitos A. aegypti, C. quinquefasciatus e A. dirus quando
da diluicdo do d6leo essencial de C. nardus, semelhante ao que foi visto no
presente estudo.

Avaliando a atividade repelente de formulagdes comerciais a base
de DEET, permetrina e citronelal contra mosquitos A. aegypti, COCKCROFT et
al. (1998) verificaram, assim como foi observado neste experimento, que os
produtos a base de DEET foram mais potentes que o citronelal uma vez que
apresentaram menores CE50 e CE90. Estes autores obtiveram CE50 e CE90
duas e quatro vezes superiores as destes estudo, indicando uma maior
sensibilidade do A. cajennense em relacdo ao A. aegypti ao principio.
MUMCUOGLU et al. (1996), estudando a atividade repelente da citronela
contra piolhos P. h. humanus, observaram um comportamento semelhante ao
obtido neste experimento, com atividade repelente mais duradoura da citronela
em relacdo ao DEET, demandando, contudo, concentragdes mais altas.
WRIGHT (1975) ja havia observado a necessidade de uma concentragao maior
de citronelol (principio ativo presente no oleo de citronela) para a obtencéo de
um efeito semelhante ao DEET, sendo que para garantir 90% de protecao
contra mosquitos foi empregada uma concentracdo 1000 vezes superior de
citronelol, diferenca maior do que a observada no presente estudo, que foi de
apenas 13 vezes. Contrariamente, CURTIS et al. (1987) calcularam a CES0 da
citronela em experimentos laboratoriais e obtiveram concentra¢des similares as

doses efetivas para o DEET recém aplicado.
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b) C. ambrosioides, A. conyzoides, M. pulegium, e M. nodosa folha.

Produtos provenientes de C. ambrosioides, A. conyzoides, M.
pulegium e de M. nodosa nunca foram estudados quanto a sua capacidade
repelente contra carrapatos. Os extratos destas plantas foram repelentes,
exceto nas menores concentragcdes de C. ambrosioides e M. pulegium, e
apresentaram percentuais iniciais de repeléncia razoaveis, com potencial para
exploragcao na protecao contra A. cajennense. C. ambrosioides e A. conyzoides
repeliram de forma semelhante ao DEET na primeira observagdo a
2,200mg/cm?. Mantiveram nesta concentragdo mais de 80% de repeléncia por
um periodo superior a 3h. O extrato de M. pulegium proporcionou repeléncia
significativamente inferior ao DEET, nao diferenciando, entretanto, do que foi
obtido para A.conyzoides. O extrato de folhas de M. nodosa foi inferior aos
outros trés, garantindo mesmo assim uma repeléncia inicial de 70% a 550
mg/cm?. As CEs obtidas para estes extratos foram muitas vezes superiores as
CEs do DEET e as Rhos em relagdo a este composto foram muitas vezes
inferiores. Entre estes quatro extratos, o extrato de A. conyzoides apresentou a
maior Rho, sendo 32 vezes inferior ao DEET, duas vezes superior ao C.
ambrosioides e ao M. pulegium e quatro vezes superior ao extrato de folhas de
M. nodosa.

Produtos provenientes da planta C. ambrosioides apresentaram
eficacia repelente contra varias pragas de importancia agricola, como A.
obtectus, C. maculatus e P. xyllostella, sem, no entanto alcangar a eficacia
observada no presente estudo (MAZZONETTO & VENDRAMIM, 2003;
TAPONDOJOU et al., 2003; MEDEIROS et al., 2005). Contra estes insetos foi
verificada ainda atividade inseticida. Oleos essenciais de C. ambrosioides
também foram repelentes contra mosquitos A. aegypti, mas somente a
elevadas concentragdes (90%) mantiveram essa atividade por uma hora
(GILLIJ et al., 2007). Além disso, foi observada atividade acaricida do 6leo
essencial sobre o carrapato R. lunulatus, com elevada mortalidade e uma DL50
reduzida (PAMO et al., 2004).

A.conyzoides também ja foi investigado quanto a sua atividade
repelente. Quando avaliada a repeléncia do extrato desta planta contra S.

damnosum, foram observados percentuais iniciais de repeléncia semelhantes
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aos obtidos no presente estudo, com a utilizagdo de concentragdes mais baixas
(AISIEN et al., 2004). A duracdo desta atividade foi, contudo, menor que a
verificada neste experimento. O aumento da concentragao levou a um aumento
concomitante da duracdo da repeléncia, assim como neste estudo. Isso
também foi observado para o mosquito A. aegypti, contra o qual o 6leo desta
planta também atuou como larvicida (TRONGTOKIT et al., 2005; MENDONCA
et al., 2005).

Poucos estudos foram realizados investigando a atividade
repelente de produtos provenientes de M. pulegium. Pés de folhas de M.
pulegium exibiram baixa atividade repelente contra A. obtectus (MAZZONETTO
& VENDRAMIM, 2003). O ¢6leo essencial desta planta conferiu boa protecéo
contra piolhos P. h. capitis, sendo um pouco inferior & observada neste
experimento (TOLOZA et al., 2006). Contra este inseto ja havia sido verificada
boa atividade inseticida a baixas concentragdes (LAHLOU et al., 2000). Sobre
acaros causadores de sarnas em suinos, o Oleo essencial atuou como
acaricida também em baixas concentragées (MAGI et al., 2006).

Nao existem estudos de avaliacido de repeléncia ou de atividade
acaricida/inseticida com extratos ou éleos essenciais de folhas ou raizes de M.
nodosa para comparagido com os resultados obtidos. Pelo senso comum é

utilizada em banhos para tratamento de sarnas (SILVA, 1998).

c) M. azedarach, R. graveolens, raiz de M. nodosa e S. odoratissima.

Os extratos de M. azedarach, R. graveolens, de raizes de M.
nodosa e de R. graveolens apresentaram baixa atividade repelente contra
ninfas de A. cajennense, conferindo protegdo somente em concentragdes muito
altas. Apresentaram CEs muito elevadas e suas Rhos foram respectivamente
500, 1000, 1000 e 1428 vezes inferiores a Rho do DEET.

Ao contrario do que foi observado neste experimento, varios
autores ja verificaram repeléncia de extratos de M. azedarach contra insetos,
mas este se trata do primeiro estudo sobre carrapatos. CHEN et al. (1996)
observaram efeito repelente de extratos de frutos desta planta sobre P.
xylostella além da inibicdo da oviposicao. Extratos de folhas, frutos maduros e

verdes de M. azedarach apresentaram também forte atividade repelente contra



53

ninfas de primeiro e quarto instares de T. infestans, com melhor atividade para
extratos de frutos verdes (VALLADARES et al., 1999). Extratos metandlicos e
aquosos de folhas, frutos e calosidades de M. azedarach também
apresentaram atividade repelente contra B. tabaci, variando de 60% a 69% de
protecao (HAMMAD et al.,, 2001). Repeléncia por extratos aquosos e
metandlicos desta planta ja havia sido verificada para este inseto por HAMMAD
et al. (2000). GAJMER et al. (2002) observaram inibicdo da oviposicédo de
Earias vittella (Lepidoptera: Noctuidae) por extratos metandlicos desta planta
sendo parte deste efeito devido a atividade repelente, uma vez que houve
diminuicao da postura mesmo quando as fémeas em oviposicado nao entraram
em contato direto com o extrato, além da reducdo da eclodibilidade dos ovos.
Po6s de folhas, frutos e ramos de M. azedarach diminuiram a atratividade de
feijbes a A. obtectus, mas o indice de repeléncia deste tratamento nao
confirmou atividade repelente da planta sobre o inseto (MAZZONETTO &
VEDRAMIM, 2003).

Contra carrapatos, foram realizados estudos da atividade acaricida
de extratos de frutos desta planta, sendo observados bons resultados sobre R.
(B.) microplus, sobretudo dos extratos de frutos verdes (BORGES et al., 2003;
SOUSA et al.,, 2005), enquanto sobre R. sanguineus n&do houve atividade
(SOARES et al., 2005, PIRES et al., 2005).

Os resultados obtidos no presente estudo para o extrato de R.
graveolens também contrariam observacdes de outros autores, que verificaram
repeléncia, além de atividade inseticida para produtos obtidos a partir desta
planta (MAZZONETTO & VENDRAMIM, 2003). P6 de folhas de R. graveolens
causou forte repeléncia a Z. subfasciatus, comprovada por uma diferenca
significativa entre a atracdo do inseto a graos de feijao tratados e nao tratados
e pelo indice de repeléncia (MAZZONETTO, 2002).

Assim como para os extratos de M. nodosa, ndo ha registros na
literatura de atividade repelente ou inseticida/acaricida para extratos de S.
odoratissima.

De um modo geral, os produtos vegetais com potencial para
atividade repelente testados no presente estudo apresentaram uma eficacia
inferior a observada para o DEET, verificada pelas maiores CEs calculadas

para eles, pela menor duragao da repeléncia ou mesmo pelo menor percentual
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de repeléncia. E possivel que, em alguns casos, isto se deva a menor
capacidade de promover repeléncia dos principios ativos contidos no extrato ou
6leo analisado. Entretanto, é importante considerar que os extratos brutos ou o
6leo essencial aqui utilizados possam conter muitas substancias que néao
possuem carater repelente ou mesmo impurezas em sua COMPOSICao
misturados aos principios repelentes presentes, promovendo uma diluigdo que
leva a uma menor concentracdo dos quimicos eficazes. FORLINES et al.
(1992) sugerem que a purificacdo dos ingredientes ativos isolados de extratos
brutos poderia deixa-los muitas vezes mais ativos. Além disso, nos casos do
Oleo essencial de H. suaveolens e dos extratos brutos de C. ambrosioides e A.
conyzoydes, os percentuais iniciais de repeléncia foram estatisticamente
semelhantes ao do DEET indicando que, possivelmente, a rapida perda da
atividade repelente destes produtos seja devido a rapida evaporagéo dos
extratos. A continuacdo do estudo de repeléncia destes produtos
provavelmente conduzira a obtencédo de formulagdes que prolonguem o tempo

de evaporacao de seus compostos.

6.2 Bioensaio do papel filtro

No bioensaio do papel filtro observou-se, na maioria dos testes,
maiores percentuais iniciais de repeléncia e maior duragdo da atividade em
relacéo ao bioensaio da ponta do dedo, empregando a mesma concentragao.

Neste bioensaio o DEET conferiu percentuais de repeléncia
estatisticamente semelhantes aos observados no bioensaio da ponta do dedo.
Houve, contudo, diferenga no TR, sendo que os melhores resultados foram
obtidos utilizando papel filtro como substrato. SCHRECK et al. (1995)
empregando o bioensaio da ponta do dedo e CARROL et al. (2004) o bioensaio
do papel filtro para avaliar a atividade repelente do DEET sobre os carrapatos |.
scapularis e A. americanum observaram resultados bastante distintos entre si,
uma vez que no bioensaio da ponta do dedo os carrapatos I|. scapularis se
mostraram mais sensiveis ao composto, e sobre o papel filtro a espécie mais

sensivel foi o A. americanum.
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O bioensaio da ponta do dedo € o teste mais rigoroso entre os dois
executados neste experimento. Isto se deve a maior motivagado do carrapato
em subir num substrato que contém todos os atrativos do hospedeiro. Pela
menor motivagao do carrapato em subir no papel filtro, o bioensaio do papel
filtro tem como desvantagem a baixa capacidade de filtrar repelentes fracos.
Além disso, a pele do hospedeiro possui caracteristicas que interferem na
eficacia e duragao da atividade repelente conferida por um composto, como a
temperatura elevada, transpiracdo, absorcdo cutdanea e presenca de
substancias capazes de se combinar com as moléculas do composto
investigado. Esses fatores podem contribuir para uma rapida perda de
repeléncia em relacdo a substancias testadas no papel filtro, e devem ser
considerados, uma vez que estas substancias serdo empregadas sobre a pele.

Quando comparados o callicarpenal e o intermedeol nos dois
bioensaios, houve, assim como para o DEET, superioridade nos resultados
obtidos com o bioensaio do papel filtro. Os percentuais de repeléncia foram
significativamente superiores com esta metodologia para os dois compostos,
sendo que para o intermedeol houve incremento também no TR, que na
concentracao utilizada foi inferior a 1h para o bioensaio da ponta do dedo e
superior a duas horas para o bioensaio do papel filtro.

Comportamento semelhante também foi observado frente ao éleo
essencial de H. suaveolens. PALSSON & JAENSON (1999 b) e SEYOUM et al.
(2002 b) também observaram diferengas nos percentuais de repeléncia entre
duas formas distintas de utilizagdo desta planta.

Da mesma forma, o extrato de C. nardus apresentou com esta
técnica maior percentual inicial de repeléncia e maior periodo de protecdo em
relagdo ao bioensaio da ponta do dedo, quando testados na mesma
concentragdo. A duragao da repeléncia, contudo, ndo foi tdo longa quanto a
observada para o DEET. Isto ndo pode ser atribuido a uma melhor eficacia
deste produto em relacdo a citronela, uma vez que a concentragao utilizada
neste teste foi muito superior a CE95 calculada, enquanto a concentragao do
extrato de C. nardus equivale a apenas metade da CE95 deste composto. O
longo periodo de repeléncia verificado por THORSELL et al. (2006) de ninfas
de I. ricinus ao extrato desta planta foi obtido em um bioensaio semelhante ao

bioensaio do papel filtro. MUMCUOGLU et al. (1996) verificaram que quando
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testados em retalhos de tecidos de algodado, sem presenca de substancias
atraentes do hospedeiro, 6leos essenciais de cinco plantas, incluindo C.
nardus, e DEET conferiram repeléncia contra o piolho P. h. humanus tado longa
quanto 29 dias. Porém, quando estas substancias foram testadas em pélos
tratados com bicarbonato de amdnio, um atraente para esta espécie, esse
periodo de protegao caiu para apenas dois dias ou menos.

Neste bioensaio, os extratos de A. conyzoides e de M. pulegium
apresentaram percentuais iniciais de repeléncia mais elevados. O extrato de A.
conyzoides também manteve a repeléncia acima de 50% por um intervalo
maior de tempo. Os extratos de C. ambrosioides e de folhas de M. nodosa nao
apresentaram diferengas significativas entre os resultados obtidos com as duas
metodologias.

Os extratos de R. graveolens e S. odoratissima nao foram
testados com esta metodologia, pois ndo foram produzidos em quantidades
suficientes. O extrato de M. azedarach, neste bioensaio, ndo apresentou
repeléncia estatisticamente diferente da observada no bioensaio da ponta do
dedo, entretanto esta repeléncia foi significativamente superior ao controle, o
que nao foi observado no outro bioensaio. O extrato de raizes de M. nodosa
também foi superior no bioensaio do papel filtro. Nos dois casos, contudo, a
protecao obtida ndo alcancou 30%.

E importante ressaltar que os resultados apresentados no
presente estudo tratam da repeléncia conferida por plantas de uma regiao, o
que nem sempre pode ser extendido para exemplares de outras regides.
Exemplares de uma mesma espécie, colhidos em épocas diferentes, ou de
locais diferentes, ndo tém necessariamente a mesma atividade biolégica. Tais
indicios foram observados para M. azedarach por alguns autores que
identificaram diferentes compostos em frutos de plantas provenientes de
diferentes regides do mundo (MORGAN; THORNTON, 1973; ARIAS;
HIRSCHMAN,1988; CABRAL et al., 1996) e para Hyptis suaveolens
(AZEVEDO et al., 2001), testadas nos pesente estudo. Ainda que orientada
pelas caracteristicas genéticas da planta, a sintese quimica das substancias &
controlada por fatores do ecossistema, iluminacao, calor, constituicdo do solo,
umidade, etc (LAPA, 1999).
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7 CONCLUSOES

e O DEET apresentou elevada eficacia repelente contra ninfas de A.
cajennense, podendo ser considerado um repelente padrao contra a espécie.

e O callicarpenal, 6leo essencial de H. suaveolens e extratos de C. nardus, C.
ambrosioides, A. conyzoides apresentaram bons resultados na protegédo contra
este artropode.

e O intermedeol e os extratos de M. pulegium e de folhas de M. nodosa
apresentaram eficacia razoavel na protegao contra A. cajennense.

e Os extratos de M. azedarach, S. odoratissima, R. graveolens e raizes de M.
nodosa apresentaram baixa ou nenhuma atividade repelente contra estes
carrapatos.

¢ O bioensaio da ponta do dedo é um teste mais adequado que o bioensaio

do papel filtro para avaliagcédo de repelentes topicos contra A. cajennense.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PARECER CONSUBSTANCIADO

I - Identificagio:

*  Titulo do projeto: =studo da repeléncia em Amblyomma cajennense
* Pesquisador Responsavel: Ligia Miranda Ferreira Borges

*  Instituigdo do pesquisador responsavel: IPTSP/UFG

*  Pesquisadores paticipantes: Sara Femandes Soa res

+ Instituicdo onde sera realizado: Escola de Veterinaria/lUFG

¢ Dala de apresentacio ao COEP: 05/03/2007

Il - Objetivos:
Objetivo geral:
- Estudar a repeléncia sobre o carrapato Ambfyomma cajennense
Objetivos especificos
- Testar in vitro e in vivo, sobre ninfas deste carrapato, o efeito repelente das seguintes substancias:
DEET, em seis concentragOes diferentes;
Extrato bruto de frutos verdes de M. azedarach:
Oleo essencial de C, Japnica:
Oleo essencial e C. americana;
Oleo essencial e H. suaveolens.
- Calcular a concentragiio eficaz (CE) e o tempo de repeléncia do DEET sobre ninfas de A. cajennense

Il = Sumario do projeto:

» Descrigdo e caracleriz a¢ao da amostra;

Primeira fase: serdo utilizados animais, no caso coelhos adultos, em que se proceders a inoculagio de
larvas de carrapato (Anmiblyornma cajennense) (3000 a 4000 larvas/animal) com 5 dias de idade para
colonizacdo, durante 5 dias. As ninfas que ndo forem utilizadas para testar os produtos serfo
inoculadas novamente em coelhos (400 a 1500 ninfas/animal) por 6 dias, para obteng3o de adultos e
manutengao da coldnia. Posteriormente, sera feita a inoculagdo de coelhos com casais de adultos dos
carrapatos para Oblenlt,‘é'il das teledginas ingurgitadas oito a dez dias depois. Finalmente, sera avaliado
0 comportamento das nirfas submetidas a aplicagdo de substancias quimicas e naturais — bioensaio da
placa de petri
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dedo sera posicionado vt ticalmente com a ponta para baixo, o tempo para avaliagdo da repeléncia do

produto sera de cinco minutos.

« Critérios de inclusac e exclusdo: A escolha do préprio pesquisador como voluntario foi devido &
disponibilidade & ao facil acesso deste a realizacdo dos testes. Quanto a escolha dos coelhos néo foi

apresentado nenhum crilério

» Adequacdo da metodiologia:

Apresentacdo das substancias testadas como repelentes ndo esta clara em relacao ao principio
ativo que seré utilizade 2 0 produto identificade como DEET nao foi devidamente caracterizado.

Com relacdo a utilizacdo dos animais muitas informagoes foram omitidas como: numero de
animais (coelhos) utilizdos, origem destes animais, peso, idade, procedimentos adotados para evitar a
dor & o sofrimento dot animais, esclarecimento quanto a disponibiiidade de alojamento, transporte e
acomodagcia destes animais, hem como destino dos mesmos apés encerramento dos testes.

» Adequagdo das condigbes: A pesquisa sera desenvolvida no Laboratério de Parasitologia
Veterinaria/UFG, no periodo de janeiro a abril de 2007. Este laboratorio, por meio da pesquisadora
responsavel, atesta dispor dos recursos necessarios para 0 desenvolvimento do  projeto. A
pesquisadora responsiavel e a pesquisadora participante tém curricutos qualificados e compativeis com
as necessidades oper:xcionais para 8 execugao do projeto de pesquisa.

Qutro laboratério foi citado no trabalho (Laboratorio de produtos vegetais do Instituto de Quimica/UFG),
porém 0S pesquisadores néo apresentaram nenhuma documentagio que ateste a disponibiiidade de
recursos e infra-estrutura.

» Orgamento: 0 orgemento da pesquisa foi apresentado e informado que a pesquisa serd executada
utilizando recursos financeiros provenientes de préprio laboratorio. O Laboratorio de Parasitologia

possui infra-estrutura necessaria para a realizagéo do experimento.

IV — Comentarios co relator frente 3 Resolugdo CNS 196/96 e complementiares em particular
sobre:

+ Estrutura do protocolo:

O processo encontrii-se bem estruturado, com as informacdes necessarias a analise do protocolo de
pesquisa. Porém, foram identificadas algumas pendéncias que estao descritas no item V.

« Analise de riscos e beneficios:

Animais; neste caso n&o foram descritos 05 TiScoS

Voluntarios: Analise de possiveis riscos ao voluntario ndo foi apresentada no projeto, apenas citada no
TCLE.
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PROTOCOLO NE1

inCOEP — UFG PARECER CONSUBSTANCIADO G5/03/2007

«  Estrutura e forma de obtencao do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:

A apresentacdo esté adeguada, uma vez que 0 proprio pesquisador participante serd o voluntario da

pesquisa.

V. PENDENCIAS:

Termo de comprumisso do pesquisador participante;

Ajustar a metodo ogia no que diz respeilo a analise de riscos aos animais e voluntarios;

Ajustar a metodssiogia no que se refere as informacdes sobre 0s animais (descritas no item
adequagdo da matodologia);

Ajustar a metedo ogia no que diz respeito a caracterizagao das su bstancias quimicas;

Apresentar o terno de compromisso do responsavel pelo Laboratério de produtos vegetais do
instituio de Quimica/UFG comprovando O apoio ao referido projeto.

V1 - PARECER DO CCEP-UFG:

Frente & gnalise apresentada, consideramos o projeto EM PENDENCIA, salvo melhor juizo

desse Conselho.

Vi - Data da reunido: 92/04/2007
Assinatura do relator @@

Assinatura do Coordenador/COEP:

Parecer final:

Frente ao atendimento de todas as pend

" melhor juizo desse Consetho.

ciks solicitadas, consideramos o projeto APROVADO, salvo

sippe0dbro Padua
afpr do COEP/PRPPG/UFG
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Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar
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Baixar livros de Quimica
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Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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