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ATIVIDADE INSETICIDA DO EXTRATO ETANOLICO, OLEO ESSENCIAL E
SEU COMPONENTE MAJORITARIO (TIMOL) DE FOLHAS DE Lippia
sidoides CHAM. (VERBENACEAE) SOBRE Pediculus humanus capitis DE
GEER (PHTHIRAPTERA: PEDICULIDAE)

RESUMO

Pediculose capitis € causada pela infestacdo do couro cabeludo com Pediculus humanus
capitis De Geer, ou piolho da cabeca. O inseto é um ectoparasito obrigatério encontrado
exclusivamente em humanos. Nenhuma idade ou classe social esta imune as infestacdes
pelo piolho da cabeca e suas prevaléncias podem ser vistas em praticamente todos 0s
paises. Pediculicidas quimicos de aplicacdo tdpica sdo a base para o tratamento de
piolhos e a resisténcia a essas drogas emergiu como uma questdo importante nos
ultimos anos. Produtos naturais tém sido usados na medicina tradicional por séculos,
porém a comprovacdo cientifica sobre eficiéncia ou eficacia desses produtos é
necessaria. Extratos botanicos e dleos essenciais podem oferecer novos compostos para
o0 tratamento dessas infestacGes. O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
verificar a composi¢do quimica do 6leo essencial e do extrato etandlico de Lippia
sidoides Cham., ou Alecrim-pimenta, bem como avaliar a atividade inseticida desses
produtos e do componente majoritario do 6leo essencial sobre o piolho da cabega. O
6leo essencial das folhas secas foi extraido pelo processo de hidrodestilagdo em
aparelho Clevenger modificado e analisado através de sistema cromatografia gasosa
acoplado a espectro de massa (CG/EM). O extrato foi obtido pelo método de maceracgédo
e apresentou rendimento igual a 11,3%. Foram detectadas auronas, chalconas, flavonas,
flavonois, flavanonas, flavanonadis, taninos e xantonas. O 6leo essencial rendeu 1,7%
apresentando o timol como seu componente majoritario. Ensaios por contato direto das
substancias com os piolhos, com cinco repeticbes para cada substancia, foram
realizados. Os maiores indices de toxicidade contra o piolho da cabeca foram
verificados para o Oleo essencial e o timol, com mortalidades de 84 e 100%,

respectivamente. A mortalidade provocada pelo extrato foi igual a 42%.

PALAVRAS-CHAVE: Pediculose, Alecrim-pimenta, Controle, Extrato, Oleo essencial,

Timol.



INSECTICIDE ACTIVITY OF ETHANOLIC EXTRACT, ESSENTIAL OIL AND ITS
MAJORITARY COMPONENT (THYMOL) OF LEAVES Lippia sidoides CHAM.
(VERBENACEAE) AGAINST Pedicullus humanus capitis DE GEER
(PHTHIRAPTERA: PEDICULIDAE)

ABSTRACT

Pediculosis capitis is caused by infestation of the scalp with Pediculus humanus capitis
De Geer, or head lice. The insect is an obligatory ectoparasite found exclusively in
humans. No age or social class is immune to infestations by head lice and the
prevalence of pediculosis of the head can be seen practically in every country. Chemical
pediculicides of topical application are the basis for the lice treatment and the resistance
to these drugs arose as an important issue in the latest years. Natural products have been
used in the traditional medicine for centuries, but the scientific proof on efficiency or
effectiveness of these products is necessary. Botanical extracts and essential oils can
provide new compounds for the treatment of these infestations. The present work was
developed with the objective to verify the chemical composition of the essential oil and
ethanolic extract of Lippia sidoides Cham., Rosemary-pepper, as well as to evaluate the
insecticidal activity of these products and of the major component of the essential oil on
the head louse. The essential oil of dried leaves was extracted by hydrodistillation
process in a modified Clevenger apparatus and analyzed by gas chromatography system
coupled to mass spectrum (GC / MS). The ethanolic extract was obtained by maceration
method and presented yield equal to 11.3%. It was detected auronas, chalcones,
flavones, flavonols, flavanones, flavanonoids, tannins and xanthones. The essential oil
yielded 1.7% presenting thymol as its major component. Assays by direct contact of the
substances with the lice, with five repetitions for each substance, were performed. The
highest rates of toxicity against head lice were verified for the essential oil and the
thymol with mortality rates of 84 and 100%, respectively. The mortality rate caused by

the extract was equal to 42%.

KEYWORDS: Pediculosis, Rosemary-pepper, Control, Extract, Essential oil, Thymol.
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INTRODUCAO

Phthiraptera (do grego phthir = achatado; aptera = sem asas) € a ordem na qual
os piolhos estdo classificados, sendo composta por cerca de 5.000 espécies. Esses
ectoparasitas estdo distribuidos em quatro subordens: Rhynchophtirina, Amblycera e
Ischnocera, piolhos mastigadores, e os sugadores Anoplura (LINARDI, 2001;
GULLAN; CRANSTON, 2007). A subordem Anoplura contém diversas espécies de
piolhos que parasitam mamiferos, incluindo animais domésticos e 0 homem. Entre os
piolhos sugadores ha duas espécies que parasitam o homem: os piolhos da cabeca e do
corpo, Pediculus humanus capitis De Geer e Pediculus humanus humanus L.,
respectivamente, subespécies de P. humanus e Phithrus pubis L., que infesta a regido
pubiana e ¢ conhecido popularmente como “chato” (TRIPLEHORN; JONNSON, 2005;
2011).

Entre os tipos de pediculoses que acometem o homem, a da cabeca é a mais
comum e estd inserida na Classificacdo Estatistica Internacional de Doencas e
Problemas Relacionados a Saude, sob o cddigo B85.0 (CID-10, 2008). As reacdes mais
comuns a infestacdo por piolhos sdo coceira e irritacdo. A coceira € causada pelo
anticoagulante injetado pelo parasito durante sua alimentagdo (BRUSCA; BRUSCA,
2007).

As infestacbes acontecem mais comumente na infancia (NUTANSON et al.,
2008). Criancas com idade de 3 a 10 anos, que frequentam a pré-escola e escola
elementar, sdo mais propensas as infestacdes. O sexo feminino pode ser mais afetado
devido a maior frequéncia de contato (MAZUREK; LEE, 2000). O método de
transmissdo mais comum € o contato direto cabeca-cabeca (LEUNG; FONG; PINTO-
ROJAS, 2005), sendo também possivel a transmissdo indireta através de objetos, como
pentes e escovas, roupas, chapéus, toalhas, roupas de cama e estofados infestados
(NUTANSON et al., 2008; CANYON; SPEARE, 2010). As criancas infestadas podem
apresentar baixo desempenho escolar, devido a dificuldade de concentracgéo, e disturbios
do sono, consequéncia do prurido continuo (HEUKELBACH; OLIVEIRA;
FELDMEIER, 2003).

O diagnostico de infestacdo é feito, na maioria dos estudos, através de inspecao
visual que se caracteriza pela procura e observacdo de formas mdveis do ectoparasita e

ovos viadveis (NEIRA et al., 2009). Entretanto, a utilizacdo de pentes finos tem sido
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apontada como um método de diagnostico mais eficaz (BALCIOGLU et al., 2008;
NEIRA et al., 2009; FELDMEIER, 2010).

Entre as substancias utilizadas para o controle de piolhos estdo os piretroides,
malation (organofosforado), carbaril (carbamato) e lindane, um organoclorado
(NUTANSON et al., 2008). Ha ainda compostos de outros grupos quimicos como
crotamiton, cotrimoxazol e tiabendazol (ROSSO; RAMIREZ; TORRES, 2003). A
terapia oral constitui outra forma de tratamento, no entanto, esse méetodo ainda néo foi
utilizado em saude puablica no Brasil, e ndo € recomendado para gestantes, criangas
menores de 5 anos e peso inferior a 15 quilogramas e pessoas com doencas do sistema
nervoso central. Os piretroides tém as vantagens de serem menos irritantes, possuem
odor menos desagradavel e podem ser aplicado em criancas, contudo, possuem maior
custo (HEUKELBACH; OLIVEIRA; FELDMEIER, 2003).

Estdo entre as causas mais frequentes de falha no tratamento da doenca a
reinfestacdo, compreenséo errbnea das instru¢des de uso dos produtos, seus altos custos
e a resisténcia adquirida dos insetos aos diferentes produtos (ROSSO; RAMIREZ;
TORRES, 2003).

Diante da evidéncia de evolucdo da resisténcia aos inseticidas convencionais,
alternativas ndo toxicas sdo necessarias para o tratamento ou controle da pediculose, e
produtos naturais de plantas podem ser boas alternativas aos inseticidas sintéticos, por
apresentarem em sua composicdo uma mistura complexa de substancias, ampliando o
espectro de acdo em comparacdo com uma substancia simples e diminuindo a
possibilidade de resisténcia nos insetos (ROSSINI; CASTILLO; GONZALEZ, 2008;
VIEIRA et al., 2007).
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OBJETIVOS
Geral

Verificar a composicdo quimica e avaliar o potencial inseticida de produtos
extraidos de folhas de Lippia sidoides Cham. contra Pediculus humanus capitis De
Geer.

Especificos

Obter o extrato etandlico de folhas de Lippia sidoides e verificar as classes de

metabolitos secundarios presentes;

Obter o 6leo essencial de folhas de Lippia sidoides e conhecer seus componentes

quimicos;
Avaliar o potencial inseticida do extrato etanodlico, 6leo essencial e seu

componente majoritério de folhas de Lippia sidoides Cham. contra Pediculus

humanus capitis.
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REVISAO DE LITERATURA

Pediculus humanus capitis

Aspectos bioldgicos e morfologicos

Como indicado por seu nome, o piolho da cabeca infesta tipicamente a regido do
couro cabeludo. As fémeas pGem seus ovos, conhecidos por Iéndeas, na base dos
cabelos, de forma que um ovo é fixado a um cabelo através de substancia cimentante,
produzida por glandulas coletéricas e secretada em torno do ovo e do cabelo (Figura 1).

Se n&o removido, o deslocamento do ovo ocorre devido ao crescimento do
cabelo, sendo essa distancia uma indicacdo do tempo que ocorreu a infestacdo
(DURDEN, 2002). Os piolhos sao insetos hemimetabolos, ou seja, nascem diferentes
dos adultos e passam por transformacgdes morfoldgicas e fisiologicas graduais a medida
que sofrem mudas. As formas jovens sdo chamadas de ninfas e sdo semelhantes aos
adultos, entretanto, menores e menos pigmentados (GULLAN; CRANSTON, 2007).
Apds a fase de ovo, ha trés instares ninfais. Cada estagio ninfal dura entre 3 a 5 dias, e
os adultos podem viver por até 30 dias. As fémeas depositam 4 ou 5 ovos por dia, e as
ninfas geralmente eclodem depois de 8 dias. Os adultos medem de 2,1 a 3,3 mm de
comprimento (DURDEN, 2002).

Esses insetos possuem a cabeca mais estreita que o torax, antenas com cinco
segmentos, olhos desenvolvidos e pecas bucais que funcionam como um dispositivo de
succdo do sangue para alimentacdo. As pecgas bucais sdo altamente especializadas e
consistem em trés estiletes de perfuracdo, que em repouso ficam retraidas em uma
estrutura longa e sacular abaixo do canal alimentar, o saco do estilete. O estilete dorsal
possui bordas curvadas e forma um tubo que serve como canal alimentar. O estilete
intermediario é muito delgado e contém o canal salivar, a saliva secretada contém
anticoagulantes e enzimas, sendo o estile ventral o principal érgdo perfurador (Figura
2). Na extremidade anterior da cabega ha um rostro ou haustelo curto, a partir do qual os
3 estiletes protraem-se, dotado de pequenos ganchos com os quais 0s piolhos se fixam
ao hospedeiro durante a alimentacdo (DURDEN, 2002; TRIPLEHORN; JONNSON,
2011).
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Figura 1: Ovo ou Iéndea de Pediculus humanus capitis removida de um fio de cabelo, com
embrido em seu interior, montada em lamina microscopica em meio Hoyer. Tamanho de
1000um refere-se a capsula do embrido, sem a haste que a fixa ao cabelo. Imagem de
microscopia optica. Foto: Lécio Leone de Almeida.

Os segmentos toracicos sdo fundidos e parecem ser um segmento Unico. As
pernas terminam em garras altamente especializadas para agarrar a pelagem do
hospedeiro. Nas fémeas adultas (Figura 3), a genitdlia é dotada de estruturas
digitiformes chamadas de gondpodes que servem para guiar e colar os ovos nos pelos
do hospedeiro. No macho adulto (Figura 3) o abdémen termina na genitélia e placas
esclerotizadas associadas. O abddmen é adornado com numerosas cerdas. Piolhos

imaturos tém menos cerdas e genitalia ausente (DURDEN, 2002).

InfestacOes e prevaléncias

A pediculose da cabeca € um problema de satde publica cosmopolita que tem
afetado a humanidade ao longo de sua historia (CALDERON-ARGUEDAS; SOLANO;
SANCHEZ, 2003). Piolhos sdo mencionados como a terceira das dez pragas que

atingiram o Egito, em aproximadamente 1.300 AC, no livro Exodo (BIBLIA, 2000).
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Figura 2: Esquema da regido da cabeca de um piolho sugador alimentando-se. Pegas bucais e
estruturas associadas. Fonte: Mullen e Durden, 2002. Original por Margo Duncan; modificado
pela autora.

O vestigio mais antigo registrado da ectoparasitose foi encontrado no Nordeste
do Brasil, no estado do Piaui. Trata-se de um ovo intacto de P. h capitis, encontrado em
cabelos humanos em um sitio arqueoldgico e datado por radiocarbono em
aproximadamente 10.000 anos (ARAUJO et al., 2000). Léndeas datadas de 9.000 mil
anos foram retiradas de fios de cabelos encontrados, junto a roupas, objetos e outros
vestigios humanos, dentro de uma caverna em Israel (ZIAS; MUMCUOGLU, 1991).

Resquicios de pediculose “Real” foram encontrados na mimia de Ferdinand II
de Aragon (1467-1496), Rei de Néapoles, Italia. Esse foi o primeiro relato de infestacdo
em um rei, demonstrando que até as classes ricas estavam sujeitas as infestagdes por
piolhos (FORNACIARI et al., 2009). Ao Sul do Peru, vestigios da parasitose foram
verificados em mumias datadas de 1.000-1.250 DC, da Cultura Chiribaya (REINHARD;
BUIKSTRA, 2003).

A pediculose da cabega infesta milhdes de criangas em idade escolar em todo o
mundo. Nos paises em desenvolvimento, 0s niveis de infestagfes sdo mais elevados,

com prevaléncias maiores que 50%, na populagdo geral (HEUKELBACH;
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FELDMEIER, 2004). Embora as infestagbes ocorram mais comumente na infancia,
pessoas de todas as idades e classes sociais podem ser afetadas (LEUNG; FONG,;
PINTO-ROJAS, 2005). A prevaléncia da ectopasitose tem sido associada a fatores
como mas praticas higiénicas, comprimento dos cabelos, idade e numero de conviventes
no mesmo ambiente (RIOS et al., 2008). Fatores socioecondmicos sd0 importantes na
determinacéo da doenca (SIM et al., 2011). Estudos realizados em areas de uma favela e
em uma comunidade pesqueira localizadas na capital do Estado do Ceard, Brasil,
apontaram indices de infestacbes por piolhos de 43,3% e 28,1%, respectivamente
(HEUKELBACH et al., 2003; 2005). Em criancas de rua, esse nimero chegou a 59%,
no Nepal (POUDEL; BARKER, 2004).

Os niveis mundiais de ocorréncia da pediculose da cabeca tém sido avaliados em
diversos estudos. Na maior parte deles, as infestacdes sdo verificadas em escolas rurais
e/ou urbanas, em criancas com idades que variam entre 3 e 12 anos. No continente
Africano, infestagdes foram relatadas no Egito, em uma comunidade carente com 58,9%
de infestagé@o entre criancas (EL SAHN et al., 2000); no Cairo, prevaléncia de 64,1%
foi observada (MORSY et al., 2000) e na Nigéria, 29% (UGBOMOIKO; SPEARE;
HEUKELBACH, 2008), 16,7% (OLAITAN, 2006) e 3,7% (EBOMOY I, 1994).

Nas Américas, infestacGes foram observadas na Argentina, com prevaléncias de
45% em uma escola rural e 61,4% entre escolas publicas e privadas (CATALA et al.,
2004; CATALA; JUNCO; VAPORAKY, 2005); no Brasil, em Minas Gerais esse
nimero chegou a 35% (BORGES; MENDES, 2002); 10% na Costa Rica
(CALDERON-ARGUEDAS; SOLANO; SANCHEZ, 2003); 14,5% em Cuba
(CASTEX; SUAREZ; DE LA CRUZ, 2000); 13,6% no México (MANRIQUE-SAIDE
etal., 2011) e 28,8% na Venezuela (CAZORLA; RUIZ; ACOSTA, 2007).

Na Asia, houve registros de 4,1% na Coreia (OH et al., 2010); no Ir4, 1,8% em
Kerman (MOTOVALI-EMMAMI et al., 2008) e 4,7% em Sanandaj (VAHABI et al.,
2012) e 49% na Malésia (ZAYYID et al., 2010). Na Europa, 21,9% na Bélgica (DE
MAESENEER et al., 2000); 14,1% na Republica Tcheca (RUPES et al., 2006) e 3,3%
na Franca (DURAND et al.,, 2007). Na Oceania, indices de 21% (SPEARE;
BUETTNER, 1999) e 13% (COUNAHAN et al.,, 2004) foram observados para a
Australia.
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Figura 3: Vista dorsal de Pediculus humanus capitis. Fémea com ovos no interior de seu
abdémen (A) e macho (B). Espécimes montados em laminas microscopicas em meio Hoyer.
Fotografias tiradas no Laboratorio de Zoologia de Invertebrados da Universidade Regional do
Cariri. Imagem de microscopia estereoscopica. Foto: Bezerra, N. S.

Manifestacdes clinicas e doencas associadas

Ectoparasitoses sdo consideradas, de maneira geral, distarbios inquietantes e ndo
atraem muita atencédo clinica, mas dependendo da configuracdo socioecondmica, essas
situacbes podem afetar muito a populacdo. A prevaléncia de ectoparasitoses pode
tornar-se alta em grupos vulneraveis, que inclui criancas, habitantes de bairros pobres,
pessoas sem abrigo e refugiados (HEUKELBACH; FELDMEIER, 2004). Estima-se que
até dois tercos da populacdo de comunidades urbanas de grandes cidades e de
comunidades rurais carentes sdo afetadas por pelo menos uma ectoparasitose, sendo a
infestacdo por piolhos a mais comum (HEUKELBACH et al., 2003).

Diferente do piolho do corpo, que transmite as bactérias Rickettsia prowazekii,
Bartonella quintana e Borrelia recurrentis causadoras das doencas tifo epidémico, febre
das trincheiras e febre recorrente, respectivamente (FOURNIER et al., 2002), o piolho
da cabeca nédo € vetor de doencas, mas pode causar consideravel desconforto, ansiedade
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dos pais, constrangimento social, sobretudo para as criangas, e auséncia desnecessaria
da escola e do trabalho (LEUNG; FONG; PINTO-ROJAS, 2005).

As complicagBes resultantes da pediculose sdo as infecgdes secundérias
(HEUKELBACH; FELDMEIER, 2004). Coceiras constantes podem resultar em
escoriacdes no couro cabeludo, que podem servir de entrada para infecgdes bacterianas.
Pessoas parasitadas também podem apresentar aumento de irritabilidade, dor de cabeca,
exantema, febre, linfadenopatia e mal-estar resultantes da infestacdo (MAZUREK; LEE,
2000).

O prurido causado pelo piolho € resultado da sensibilizacdo provocada pelos
antigenos salivares ou pelas fezes do inseto (LEUNG; FONG; PINTO-ROJAS, 2005).
Outras manifestacdes possiveis sdo pioderma (feridas), que pode ser acompanhada por
alopecia, e dermatite de gravidade variavel, acompanhada de exsudacdo e crosta,
especialmente na regido occipital (NUTANSON et al., 2008). Repetidas infestacbes em
um garoto de seis anos provocaram uma reacao alérgica cujos sintomas foram coceira
intensa da pele, obstrucdo nasobilateral, coriza e sensacdo de zumbidos (apitos)
noturnos. Os sintomas desapareceram com aplicaces de locdo pediculicida
(FERNANDEZ et al., 2006). E valido ressaltar que a maioria das pessoas infestadas é
assintomatica (MAZUREK; LEE, 2000).

As caracteristicas histopatologicas de uma leséo classica provocada pelo piolho
apresenta uma profunda forma de cunha intradérmica, hemorragia com um infiltrado
perivascular de linfécitos, histiocitos e eosinofilos no interior da derme (NUTANSON
et al., 2008).

Infestacbes por piolhos foram investigadas quanto aos seus potenciais de
causarem anemia. Segundo Speare, Canyon e Melrose (2006), a quantidade diaria de
sangue ingerida por piolhos, em um caso de infestacdo moderada, ndo representa um
fator agravante mesmo em criangas com deficiéncia de ferro. Naquele estudo, os piolhos
foram pesados antes e depois da alimentag@o e o volume de sangue ingerido calculado
foi de 0.0001579 mL, para uma fémea adulta. Considerando uma infestacdo com 30
piolhos em média, alimentando-se 3 vezes por dia, a quantidade diaria total ndo tem
significancia clinica. No mesmo estudo, na crianca mais fortemente infestada, foram
observados 2.657 piolhos. Essa quantidade pode ter importancia clinica, uma vez que
grandes infestacfes tém maior potencial para levar a deficiéncia de ferro. Anemia

causada por pediculose também foram analisados por Burke e Mir (2011).

22



Resisténcia de P. h. capitis a inseticidas

A resisténcia a inseticidas envolve mudangas genéticas que se tornam
hereditarias. E o resultado da selecdo de individuos geneticamente predispostos a
sobreviver a um inseticida. A resisténcia cruzada € um mecanismo de resisténcia a um
inseticida conferindo tolerdncia a outro e a resisténcia maltipla é a ocorréncia, em uma
Unica populacdo de insetos, de mais de um mecanismo de defesa contra um dado
composto (GULLAN; CRANSTON, 2007).

A resposta adaptativa dos insetos ocorre relativamente rapida. A evolugédo de
respostas adaptativas da-se por efeito de selecdo natural sobre a variacdo genética
existente nas populacdes. A aplicacdo repetida de inseticidas do mesmo grupo quimico
e/ou modelo de acdo favoreceram variantes genéticas especificas nas populagdes alvos
levando a substituicdo dos individuos suscetiveis pelos individuos resistentes. O gene
para resisténcia que aumenta em frequéncia numa populacdo pode se espalhar para
outras populacdes através do fluxo génico (MACHADO; FIUZA, 2009).

A ocorréncia de resisténcia em piolhos devera aumentar numérica e
geograficamente. Na pratica clinica, pacientes sdo frequentemente vistos com
infestacOes persistentes, a despeito dos tratamentos repetidos e prolongados
(HEUKELBACH; FELDMEIER, 2004). Em uma pesquisa na Argentina, piolhos
resistentes a permetrina foram também resistentes a d-fenotrina e deltametrina. Os
autores relataram que resisténcia cruzada a carbaril ndo foi encontrada, entretanto, todos
os piolhos apresentaram maior ou menor resisténcia a B-cipermetrina. E valido ressaltar
que esse composto ainda ndo tinha sido utilizado comercialmente como pediculicida
naquele pais (PICOLLO et al., 2000).

O termo knockdown resistance (Kdr) é usado genericamente para descrever
resisténcia a inseticidas piretréides e difeniletano, como o DDT, em insetos e outros
artropodes (SODERLUND; KNIPPLE, 2003). Esses inseticidas atuam na
despolarizacdo dos canais de sodio voltagem-dependente de nervos periféricos
(DOWNS; STAFFORD; COLES, 1999), provocando a abertura prolongada dos canais,
aumentando a transmissdo dos impulsos nervosos e levando a paralisia e morte (BASS
et al., 2007).

A Kdr consiste em um mecanismo associado a pontos de mutagdo genética que

ocorrem na subunidade alfa dos canais (HODGDON et al., 2010), essas mutagdes
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implicam na substituicdo de aminoacidos e sdo descritas como T9291, L932F e M815I
(CLARK, 2009; 2010), resultando na alteracdo da funcdo normal dos canais e
consequente insensibilidade nervosa desses animais a esses inseticidas (SODERLUND
e KNIPPLE, 2003).

A resisténcia do tipo Kdr em populagdes de piolhos varia em intensidade e ainda
ndo € uniforme. Hodgdon et al. (2010) determinaram a frequéncia do alelo Kdr em
diferentes populacBes de piolhos. Nos paises Austrélia, Reino Unido e Uruguai, as
frequéncias foram de 100%, enquanto piolhos da Coreia do Sul, Equador, Nova Guing,
Papua e Tailandia tiveram frequéncia de 0%, outras populacdes de mais sete paises,
incluindo Brasil e Argentina, apresentaram frequéncias alélicas Kdr variantes entre 11 e
97%. Ensaios moleculares realizados por pesquisadores na Franca resultaram na
confirmacdo de mutagdes Kdr em 98,7% dos piolhos amostrados (BOUVRESSE et al.,
2012).

Outro mecanismo de resisténcia a inseticidas é a resisténcia metabdlica, esta
consiste na alteracdo da atividade de proteinas de destoxificagdo. Em Israel, piolhos
resistentes a DDT e permetrina apresentaram altos niveis de atividade das enzimas
glutationa s-transferase e monooxigenase (HEMINGWAY; MILLER; MUMCUOGLU,
1999). Os niveis de monooxigenase em populacbes de piolhos suscetiveis foram
menores quando comparados aos resistentes a permetrina, na Argentina (AUDINO et
al., 2005). Resisténcia em piolhos é particularmente frequente em paises onde a
pediculose é tratada extensivamente com o uso de inseticidas (HEUKELBACH,;
FELDMEIER, 2004). Nenhum dos pediculicidas topicos atualmente disponiveis ¢ 100%
ovicida, e resisténcia a todos eles tem sido relatada (NUTANSON et al., 2008).

Tratamento e produtos naturais

Os métodos para tratamento ou controle da pediculose da cabeca podem ser
fisicos ou quimicos. Entre os métodos fisicos estdo a cata¢do, que consiste na remoc¢ao
manual dos piolhos e seus ovos e a penteacdo. Esses métodos podem ser muito
eficientes, pois além de serem inocuos aos hospedeiros e econdmicos, ndo propiciam o
desenvolvimento de resisténcia nos insetos, mas precisam ser praticados de forma
sistematica, sendo necessario tempo, habilidade e motivagdo para a prética

(CONTRERAS et al., 2010). Entre os métodos quimicos, a utilizagdo de formula¢Ges
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pediculicidas para aplicacéo tdpica é bastante comum. Essas substancias sao facilmente
encontradas em farméacias (ASENOV et al., 2010). No entanto, o surgimento de
resisténcia aos pediculicidas constitui um dos maiores problemas no controle e
erradicacdo das pediculoses (CONTRERAS et al., 2010).

O primeiro pediculicida amplamente usado foi o diclorodifeniltricloroetano, ou
DDT, principal agente usado nas infestacdes por piolhos durante a Il Guerra Mundial
(KO; ELSTON, 2004), essa substancia é a mais conhecida entre os inseticidas do grupo
organoclorados e foi utilizada contra um grande numero de espécies de insetos. As
propriedades inseticidas do DDT foram descobertas em 1939 pelo entomologista suico
Paul Miller. Devido a sua elevada eficiéncia e baixo custo, a producdo em grande
escala foi iniciada em 1945. O DDT teve importante papel no controle de doengas como
a malaria em diferentes paises e na agricultura, onde foi utilizado como pesticida
(D’AMATO; TORRES; MALM, 2002).

As restricbes ao uso do DDT iniciaram-se em 1962, apés a publicacdo do livro
Primavera Silenciosa, escrito pela biéloga norte-americana Rachel Carson. O livro é
uma alerta contra os males que inseticidas quimicos podem provocar ao entrar na cadeia
alimentar e acumular-se nos tecidos gordurosos de animais, incluindo o homem
(CARSON, 1962). Além do potencial toxico e danos ao meio ambiente, muitos insetos
desenvolveram resisténcia, entre eles P. h. capitis (SINNIAH; SINNIAH, 1982), o
mosquito Anopheles gambiae Giles (RANSON et al., 2000) e o pulgdo verde Myzus
persicae Sulzer (MARTINEZ-TORRES et al., 1999), entre muitos outros.

Adicionais aos tratamentos convencionais para a pediculose existem o0s
tratamentos populares. Esses consistem na aplicacdo de substancias de natureza variada.
A resisténcia dos insetos somada a outros fatores contribuem para a presenca do
parasito, incitando o uso de substancias que sdo, ou se cré que atuam como
pediculicidas e dessa forma, expondo o individuo infestado aos perigos de tratamentos
indevidos, sem orientacdo médica e cujos danos podem superar 0s beneficios esperados
(CONTRERAS et al., 2010).

Resultados de um estudo realizado em Cuba sobre o uso deliberado de
substancias para tratar piolhos, indicam que o alcool € a substancia mais utilizada, seja
puro ou como diluente de outras substancias. Entre os produtos utilizados estdo
derivados de petroleo, como fluido de freio, gasolina e querosene, produtos extraidos de
plantas e de origem animal, até mesmo urina humana, além de inseticidas utilizados na

agricultura e de uso veterinario. Muitas substancias possuem principios téxicos ou
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inflamaveis, outras podem lesionar células, desestabilizar as membranas ou reagir com
diferentes estruturas celulares, como é o caso dos derivados de petroleo que possuem
caréter lipossolivel (CONTRERAS et al., 2010).

Inseticidas derivados de produtos naturais ja foram muito utilizados no passado,
a exemplo do alcaloide nicotina, extraido das folhas de espécies de Nicotiana (VIEIRA;
MAFEZOLI; BIAVATTI, 2007). Atualmente, os inseticidas mais utilizados s&o os
piretroides. Essas substancias apresentam baixa toxicidade em mamiferos quando
usados adequadamente, baixo impacto ambiental em relacdo a outros inseticidas e sdo
utilizados contra varios insetos. Piretroides séo derivados sintéticos de modelos naturais
conhecidos como piretrinas, extraidas das flores do género Chrysanthemum. As
piretrinas foram utilizadas como inseticida durante muitos anos, porém apresentam
grande instabilidade a luz solar e ao ar, 0 que diminui sua eficacia inseticida. Na década
de 1940 o surgimento dos inseticidas sintéticos acabou substituindo esses produtos por
serem considerados mais potentes (SANTOS; AREAS; MAFEZOLI, 2007; VIEIRA;
MAFEZOLI; BIAVATTI, 2007).

Nos altimos anos, numerosos relatérios cientificos tém sido publicados sobre
plantas usadas ou potencialmente Gteis para o controle de artropodes, especialmente 0s
vetores de doencas (POHLIT et al., 2011). A necessidade de opcdes alternativas de
tratamento para piolhos, combinada a tendéncia crescente ao uso de produtos menos
toxicos, vem estimulando pesquisadores a buscarem produtos que combinem boa
atividade pediculicida, baixos niveis de resisténcia e seguranca. Oleos essenciais, seus
componentes isolados e extratos de plantas tém sido avaliados como agentes para o
controle de P. h. capitis (ROSSINI; CASTILLO; GONZALEZ, 2008).

De acordo com Yang et al. (2004a) Gleos essenciais de plantas sdo sugeridos
como fonte alternativa de materiais para controle de insetos, porque sao ricos em
substancias quimicas bioativas. A atividade pediculicida, por fumigagdo e contato
direto, de 54 oleos essenciais contra fémeas adultas do piolho da cabeca foi comparada
com a acdo de dois pediculicidas comerciais, o-fenotrina e piretro. Considerando o
tempo letal para matar 50% da populacdo (TLsg), as espécies Eucalyptus globulus
Labill, Origanum majorana L., Mentha pulegium L. e Rosmarinus officinalis L. tiveram
atividade inseticida mais pronunciada, e superiores aos produtos comerciais testados
(YANG et al., 2004a).

Toloza et al. (2010) determinaram a atividade inseticida, contra piolhos

resistentes a permetrina, de 25 espécies exdticas e nativas de diferentes regides da
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Argentina. O 0leo essencial de Cinnamomum porphyrium Griseb. foi o mais eficaz. Os
componentes isolados de Oleos essenciais de diversas espécies vegetais tém sido
avaliados para atividades ovicida e adulticida (YANG et al., 2005; PRIESTLEY;
BURGESS; WILLIAMSON, 2006; TOLOZA et al., 2006). A toxicidade de 17
constituintes do 6leo essencial de O. majorana foi verificada em ensaios de contato
direto e atividade fumigante contra fémeas resistentes e suscetiveis do piolho da cabeca
(YANG et al., 2009).

Os extratos cloroférmico, metanolico e de éter de petroleo de Pongamia pinnata
L. foram eficazes, em diferentes graus de toxicidade, contra ovos e adultos do piolho da
cabeca. Enquanto o extrato aquoso da mesma espécie ndo foi capaz de matar Iéndeas e
piolhos (SAMUEL et al., 2009). O extrato concentrado contendo Saccharum
officinarum L., Azadirachta indica A. Juss e Eucaliptus spp foi avaliado
satisfatoriamente para a atividade pediculicida (RAMOS et al., 2009).

Produtos feitos com compostos derivados de plantas tais como shampoos e
locOes, tém sido relatados como pediculicidas eficazes. Esses produtos sao
comercializados nos mercados de diferentes paises, exemplos sdo os shampoos Wash-
Away Louse™ (HEUKELBACH; OLIVEIRA; SPEARE, 2006) e Licener® (ABDEL-
GHAFFAR et al., 2012), ambos fabricados a partir de extrato das sementes de A. indica,
conhecida como neem ou nim indiano. A eficacia desses produtos foi avaliada em testes
in vivo e in vitro, sendo observada mortalidade de 100% ap6s uma aplicacdo. Os

produtos foram descritos como de rapida acdo e ndo tdxicos para humanos.
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Lippia sidoides

Dados botanicos

A familia Verbenaceae, descrita pelo naturalista francés Jean Henri Jaume Saint-
Hilaire, inclui 950 espécies tropicais distribuidas em 41 géneros. Os principais géneros
dessa familia que possuem espécies com propriedades medicinais sdo Verbena,
Stachytarpheta e Lippia (DI STASI et al., 2002). Espécies desses géneros possuem
habitos de ervas, arbustos e pequenas arvores e estdo distribuidas entre paises da
América Central e do Sul e territorios da Africa tropical (PASCUAL et al., 2001).

O género Lippia é composto por aproximadamente 200 espécies que se destacam
por seu carater aromético (ALMEIDA et al., 2010). Plantas desse género s&o
popularmente usadas na forma de infusbes e decocgdes, para tratar doencas
gastrointestinais, hepaticas e respiratorias, além de aplicacdes topicas no tratamento de
doencas cutaneas, feridas, queimaduras e Ulceras (PASCUAL et al., 2001).

A espécie Lippia sidoides Cham. pode ser encontrada de forma abundante no
Nordeste do Brasil nos estados do Ceard e Rio Grande do Norte (ALMEIDA et al.,
2010). Segundo a Lista de Espécies da Flora do Brasil, a planta ocorre nos dominios
fitogeograficos Caatinga e Cerrado, distribuindo-se geograficamente em diferentes
regides do Brasil, nos estados de Distrito Federal, Mato Grosso, Minas Gerais, Parana,
Rondénia e Sdo Paulo (SALIMENA et al., 2012). A espécie é conhecida popularmente
como alecrim-pimenta, alecrim-bravo, alecrim-grande ou estrepa-cavalo, sendo esse
ultimo nome uma referéncia aos ferimentos provocados pelas hastes das plantas
quebradas pelos bois ao serem perseguidos por vaqueiros e seus cavalos na Caatinga
(MATOS; OLIVEIRA, 1998).

A planta é uma arvoreta ou subarbusto esgalhado que pode alcancar até dois
metros de altura. Suas folhas sdo dispostas de maneira oposta, simples, com margens
finamente crenadas, sabor picante e forte odor (SOUSA et al., 2004). As flores séo
pequenas, branco-amareladas e encontram-se reunidas em inflorescéncia tetragonais
com pedunculo longo, axilar, geminado ou solitario (MATOS; OLIVEIRA, 1998;
SOUSA et al., 2004). Os frutos sdo pequenas capsulas agrupadas em infrutescéncias e

produzem sementes muito pequenas (SOUSA et al., 2004).
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Dados fitoquimicos

Extratos sdo produtos obtidos a partir de matérias-primas vegetais, através de
varios métodos de extracdo ou dissolucdo, empregando-se solventes ou misturas de
solventes adequadas, com o objetivo de retirar, com maior ou menor especificidade,
determinados componentes (SONAGLIO et al., 2004). Do extrato metanolico das folhas
e caule de L. sidoides, foram identificados os compostos: acidos araquidico, behénico,
estearico, lignocérico, palmitico, além de carvacrol, B-sitosterol, lapachenol,
isocatalponol, timol e a substancia 6-oxo-3, 4, 4a, 5-tetraidro-3-hidroxi-2, 2-
dimetilnafto-1, 2-pirano, uma naftoquinona (MACAMBIRA et al., 1986). Do extrato
etandlico, além dos compostos previamente conhecidos, acetato do acido oleandlico,
metil-3,4-diidroxibenzoato, glucoluteolina, isolariciresinol, lapachenol, luteolina,
quercetina, taxifolina, tectol, tectol acetilado e tectoquinona, foi possivel isolar uma
naftoquinona dimérica prenilada, a lippisidoquinona (COSTA et al., 2001; 2002).

Nos extratos etanolicos feitos a partir dos talos e das raizes foram identificados
os compostos [-sitosterol e a naftoquinona tecomaquinona, respectivamente. E do
extrato etanolico das folhas foram isolados e identificados o monoterpeno carvacrol, o
flavonoide naringenina (4°,5,7-tri-hidroxiflavanona), a mistura de 3°,4°,5,7-tetra-hidro-
xiflavanona e 4’,5,7-tri-hidroxi-6-metoxiflavona, e a mistura de 2’-O-glicopiranosil-
3.,4,4’,6’-tetra-hidroxi-di-hidrochalcona e 2’-O-glicopiranosil-4,4’,6’-tri-hidroxi-di-
hidrochalcona (ALMEIDA et al., 2010).

Oleos essenciais, volateis ou etéreos sdo produtos obtidos de partes de plantas
através de varios métodos, sendo a destilacdo por arraste com vapor de dgua a técnica
mais comum. Esses 0leos caracterizam-se por serem misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, geralmente odorificas e liquidas. Os compostos que compdem a
mistura, apresentam-se em concentracdes diferentes e normalmente um deles é o
composto majoritario (SIMOES; SPITZER, 2004).

Os constituintes quimicos dos Oleos essenciais variam de acidos organicos,
alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, cumarinas, ésteres, éteres, fenois,
furanos, hidrocarbonetos terpénicos, lactonas, 6xidos, peréxidos, e até compostos com
enxofre (SIMOES; SPITZER, 2004).

O dleo essencial obtido das folhas de L. sidoides, apresenta rendimento variavel,
podendo chegar préximo a 6%, sabor fortemente picante e acentuado odor de timol

(SOUSA et al., 2004). Seu composto majoritario na maioria dos estudos é o timol, um
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monoterpeno fenolico (CRAVEIRO et al., 1981; DELFINO, 2012; FONTENELLE et
al., 2007; MATOS; OLIVEIRA, 1998; VERAS et al., 2012). Outros compostos podem
ser encontrados em concentragdes geralmente menores, entre eles B-cariofileno, E-
cariofileno, mirceno, p-cimeno e vy-terpineno (CAVALCANTI et al., 2010;
FONTENELLE et al., 2007; MONTEIRO et al., 2007).

Diversos fatores naturais podem influenciar tanto a composicdo quimica quanto
o rendimento do 6leo. Esses fatores podem ser: local do cultivo, temperatura, umidade
relativa, exposicao ao sol e vento, as diferentes fases de desenvolvimento da planta, as
diferentes épocas do ano e até mesmo o periodo do dia. Exemplo dessa variacdo foi
registrado para L. sidoides cultivada na cidade de Hidrolandia, Minas Gerais, cujo
componente majoritario foi 1,8 cineol, um monoterpeno oxigenado (MORAIS et al.,
2012).

Propriedades bioldgicas

A acdo do oleo essencial de L. sidoides sobre cepas de Staphylococcus aureus,
com diferentes perfis de resisténcias foi verificada em bactérias isoladas de material
clinico (OLIVEIRA et al., 2006a) e contra S. aureus e Escherichia coli isoladas de leite
de rebanho bovino e queijos artesanais (COSTA et al., 2011; CASTRO et al., 2011).

O Oleo essencial de L. sidoides e seus componentes majoritarios, carvacrol
(16.7%) e timol (56.7%) foram testados em estudo comparativo contra diferentes
espécies de bactérias que causam céries dentarias, género Streptococcus, e contra 0
fungo Candida albicans. Os trés compostos avaliados exibiram atividade antibacteriana
e antifangica (BOTELHO et al., 2007). O enxaguatorio bucal a 1% de 6leo essencial
diminuiu a placa bacteriana e a inflamacdo gengival em humanos (BOTELHO et al.,
2009). Resultados semelhantes foram vistos em estudo realizado com cées (GIRAO et
al., 2003).

Outros microrganismos tém apresentado sensibilidade ao 6leo essencial de L.
sidoides. Bactérias gram-positivas, como Bacillus bulgaricus, B. subtilis e Enterococcus
faecalis, bem como as gram-negativas Salmonella enteritidis e Serratia marcescens
tiveram halos de inibicdo de 25,5, 21,6, 27,3, 23,3 e 13,3 mm, respectivamente, pelo
método de difusdo em placa (FEITOSA et al., 2005). A atividade antifungica da planta
foi observada para Microsporum canis e espécies de Candida isolados de cées e gatos
(FONTENELLE et al., 2007). O fungo Colletotrichum gloeosporioide, um
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fitopatdgeno, teve seu crescimento micelial completamente inibido pelo 6leo essencial
de L. sidoides (SILVA et al., 2009). As atividades antibacteriana e antifungica desse
6leo foram avaliadas também contra os mircorganismos Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus mutans, Corynebacterium xerosis, Trichophytum rubrum, Trichophytum
intergitale e espécies do género Acinetobacter (NUNES et al. 2006).

O creme dental e o colutorio a base do extrato hidroalcoolico de L. sidoides
reduziram o indice de biofilme dental em humanos (NUNES et al. 2006). O extrato
metanolico inibiu o crescimento de isolados biologicos de S. aureus de origem humana
hospitalar (SILVA et al., 2010) e o extrato etanolico inibiu as leveduras Candida
albicans, C. krusei e C. tropicallis (SILVA etal., 2011).

O Oleo essencial de L. sidoides possui ainda acdo anti-inflamatéria topica,
antioxidante e efeito gastroprotetor (MONTEIRO et al., 2007). Foi verificado efeito
sinérgico do Oleo sobre o antibidtico cefalotina (OLIVEIRA et al., 2006b) e do 6leo e
seu componente majoritario sobre antibidticos aminoglicosideos (VERAS et al., 2012).
Ja foram constatadas as propriedades anestésica e tranquilizante, anti-hipertensiva,
antitumoral, blogueadora das contracbes abdominais, bloqueadora da juncdo
neuromuscular, espasmolitica e hipotensora para L. sidoides (DI STASI et al., 2002).
Até mesmo efeito alelopéatico foi observado na germinacdo de sementes e crescimento
da raiz de alface, Lactuca sativa L. (ALVES et al., 2004).

A eficéacia biocida do 6leo essencial de L. sidoides pode ser encontrada contra
diferentes espécies animais. A atividade anti-helmintica do O6leo essencial e seu
componente majoritario foi verificada por Camurca-Vasconcelos et al. (2007). Nesse
estudo tanto o 6leo quanto o timol foram eficazes contra ovos e larvas de Haemonchus
contortus Rudolphi, nematdide gastrointestinal de ovelhas. Efeito ovicida para
nematoides da familia Trichostrongylidae também foi observado (SOUZA et al., 2010).
O oleo essencial e timol possuem atividades anti-leishmania em formas promastigotas
de Leishmania amazonensis Lainson e Shaw e L. chagasi Cunhae Chagas
(MEDEIROS et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2009 ).

O oleo essencial possui ainda acdo acaricida contra Tetranychus urticae Koch e
T. evansi Baker e Pritchard (CAVALCANTI et al., 2010; DELFINO, 2012) e inseticida
contra larvas dos mosquitos transmissores da dengue, Aedes aegypti L., e da filariose,
Culex quinquefasciatus Say (CARVALHO et al., 2003; COSTA, et al., 2005) e contra
o tenebrionideo, Tenebrio molitor L. (LIMA et al., 2011).
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MATERIAL E METODOS

Coleta do material vegetal

A coleta de folhas de L. sidoides (Figura 4) foi realizada em fevereiro de 2012,
no periodo da manhd, no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Regional do
Cariri-URCA. As folhas foram selecionas e postas para secar a sombra e temperatura
ambiente (25° C). Cinco ramos compostos de folhas e flores foram separados para
preparacdo de exsicata, que foi depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade-
Lima, HCDAL/URCA, sob o nimero de herbario 8096.

Obtencdo e prospec¢do quimica do extrato

Os procedimentos para obtengédo e prospeccao do extrato, bem como extracao e
andlise do dleo essencial de L. sidoides foram realizados no Laboratério de Pesquisa de
Produtos Naturais — LPPN/URCA.

O extrato de folhas de L. sidoides foi obtido pelo método de maceragédo
(MATOS et al.,1999), no qual a matéria-prima vegetal (130 g) foi acondicionada em
recipiente fechado, submersa em etanol 95 % PA por um periodo de 72 horas e
temperatura ambiente, sob agitacdo ocasional e sem renovacdo do liquido extrator. Apos
0 periodo de extracdo, o liquido foi separado das folhas e submetido a evaporagédo
rotatoria a 80° C e pressdo reduzida, resultando em uma substancia de cor verde escura e
consisténcia viscosa, submetida a técnica de banho-maria para evaporagdo total do
etanol e finalizacdo do processo. O extrato foi pesado e armazenado em recipiente de
vidro e temperatura ambiente até 0 momento dos testes. Seu rendimento foi calculado a
partir do peso inicial das folhas secas.

A prospeccdo fitoquimica foi realizada de acordo com o método de Matos
(1997). As solucdes alcoolicas do extrato foram preparadas a partir de 300 mg do
extrato etandlico e etanol 70 %. O método consiste na utilizagdo de reagentes quimicos
especificos cuja interacdo com o extrato permite uma leitura visual qualitativa da
presenca de compostos secundarios, através da mudanca de cor e/ou formacgdo de
precipitado na solugdo. Os testes e reagentes utilizados para as classes investigadas

seguem abaixo:
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Figura 4: Aspectos das folhas de Lippia sidoides. Local: Horto de Plantas Medicinais da
Universidade Regional do Cariri. Foto: Bezerra, N. S.

1. Teste para fendis e taninos: solugdo do extrato (3mL) tratada com solugdo

alcodlica de cloreto de ferro 111 (FeCls).

Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides: solugdes do extrato (3mL)
tratadas com acido cloridrico (HCI) 1% e hidréxido de sédio (NaOH) 10%, para
acidulacéo (pH 3) e alcalinizagdo (pH 8,5 e 11), respectivamente.

Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavononas: soluces do extrato
(3mL) tratadas com HCI 1% e NaOH 10%, para acidulagdo (pH 1-3) e
alcalinizacdo (pH 11), respectivamente, e aquecimento das solugdes.

Teste para alcaloides: solucdo do extrato tratada com acido acético (CH3;COOH)
5%, submetida a aquecimento, separacdo em funil, alcanilizagdo com NaOH
10%, adicdo de cloroférmio, separacdo da fase cloroférmica, evaporacdo do
solvente, adicdo de HCI 1%, homogeinizacdo da solucgdo e adi¢do de reagente de

Draggendorff.
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Obtencéo e analise do 6leo essencial

O dleo essencial das folhas secas de L. sidoides foi extraido pelo processo de
hidrodestilagdo em aparelno Clevenger modificado (GOTTLIEB; MAGALHAES,
1960). O método consistiu em colocar as folhas (150 g) em um baldo de vidro de 5 L,
adicionar 2,5 L de agua destilada e manter a mistura em ebulicdo por 2 horas. O o6leo,
arrastado a vapor foi coletado, tratado com sulfato de sddio anidro (Na,SO,), filtrado e
armazenado sob refrigeracdo até o momento dos testes.

A analise da composicdo quimica do 6leo essencial foi realizada através de
sistema cromatografia gasosa acoplado a espectro de massa (CG/EM), em aparelho
Shimadzu com detector seletivo de massa QP2010A, operando sob energia de ionizagéo
de 70 eV. A coluna de capilaridade utilizada foi OV (30 m x 0,25 mm de didmetro
interno x 0,25 mm filme) nas seguintes especificacdes: temperaturas de 230° C no
injetor e 290° C no detector, tendo hélio como gas de arraste (1,0 mL/min); velocidade
linear de 47,3 cm/s; fluxo total de 24 mL/min; fluxo de portador de 24 mL/min; presséo
de 107,8 kPa; e a temperatura de aquecimento da coluna foi programada para 60° C (2
min) - 180° C (1 min) a 4° C/min e de 180 - 260° C a 10° C/min (10 min). A
identificacdo dos componentes foi realizada por comparagcdo entre seu respectivo
espectro de massa com aqueles padrBes registrados na base de dados da biblioteca
Wiley 229 e entre os indices de retencdo calculados com valores da literatura
especializada (ADAMS, 2001).

Obtencéo do timol

O timol cristalizado foi gentilmente cedido pelo Laboratério Synth, Sdo Paulo,

Brasil.

Coleta dos insetos

Os piolhos foram coletados em escolares, de 3 a 12 anos, das cidades Juazeiro
do Norte e Crato-CE, com a devida autorizacdo dos pais ou responsaveis, através de
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa-CEP/URCA, sob o Certificado de Apresentacdo para Apreciacio Etica-CAAE
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n° 0073.0.450.000-11. O método para coleta consistiu em pentear os cabelos
umedecidos com agua, utilizando pentes apropriados (pentes finos) sobre avental de
tecido sintético branco. A medida que os insetos foram caindo no avental, eram
imediatamente coletados com auxilio de pincéis de cerdas finas e longas e transferidos
para placas de Petri forrada com papel filtro umedecido com agua potavel. Os insetos
que ficaram presos aos pentes finos, foram removidos com o auxilio dos pincéis e
transferidos para as placas. Apos a coleta, os piolhos foram conduzidos para o
Laboratorio de Zoologia de Invertebrados-LZI/URCA, onde foram examinados sob
microscopio estereoscépico, com a finalidade de remover os espécimes danificados e
descarté-los. Os insetos foram separados, ninfas e adultos. Os testes foram iniciados em
intervalo inferior a 2 horas a partir do horéario da coleta.

Bioensaios

Os testes para verificacdo da atividade pediculicida das folhas secas de L.
sidoides foram realizados no LZI, através de bioensaios de difusdo em papel filtro, por
contato direto e adaptado do método de Carpinella et al. (2007).

Ap0s selecionados, grupos de 10 piolhos adultos, machos e fémeas, foram
colocados em placas de Petri de 5 cm de didmetro forradas ao fundo com papel filtro.
As solucgbes testes (0,5 mL) foram gotejadas sobre os piolhos. As placas foram entdo
fechadas com suas tampas e mantidas por 1 hora em sala climatizada nas condi¢des 26
+0,5° C e 65 £ 5 % de humidade relativa. Ao final do periodo de exposi¢do os piolhos
foram transferidos para outras placas de Petri com discos de papel filtro limpos e
umedecidos com agua destilada para evitar desidratacdo dos insetos. A mortalidade foi
avaliada, contando-se o nimero de espécimes mortos por placa ao longo de 5 horas,
sendo a cada 30 minutos nas primeiras duas horas e a cada hora no tempo restante. Para
0 presente estudo, o critério de mortalidade foi definido como a auséncia de
movimentos nas antenas e pernas e auséncia total de peristaltismo, quando estimulados
0u néo.

Para o preparo das solugdes foi utilizado o tensoativo hidrofilico Polysorbate 80
(Tween® 80 — Sigma Aldrich). As solucGes testadas foram: (1) solucGes aquosas do

extrato etandlico de L. sidoides, nas concentracfes 2,5; 5; 10 e 20%, (2) solugdes

aquosas do Oleo essencial de L. sidoides, nas concentragdes 0,25; 0,5; 1 e 2% e (3)
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solugdes aquosas de timol, nas concentragdes 0,25; 0,5; 1 e 2%. Uma logdo comercial a
base de permetrina 1% (Kwell®) foi simultaneamente utilizada. Os controles negativos
consistiram de agua destilada e Tween. Cinco repeticfes para cada concentracao foram
realizadas.

A existéncia de diferengas significativas foi avaliada por Andlise de Variancia
(ANOVA), as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, nivel de significancia 5%,

utilizando o "software GraphPad Prism", verséo 5.0.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Extrato etandlico

O rendimento alcancado para o extrato etandlico das folhas secas de L. sidoides
foi de 11,3%. As classes de compostos quimicos detectados pela técnica analitica
prospectiva utilizada foram: Auronas, chalconas, flavonas, flavonois, flavanonas,
flavanonois, taninos flobabénicos e xantonas (Tabela 1).

De acordo com Villaga (2012), o extrato etandlico feito a partir das folhas
frescas da mesma espécie alcancou rendimento igual a 37% e apresentou compostos
alcaloides, pela mesma técnica prospectiva.

Segundo Almeida et al. (2010), do extrato etanolico das folhas de L. sidoides
foram extraidos e isolados flavonoides (3°,4°,5,7-tetra-hidroxiflavanona e 4°,5,7-tri-
hidroxi-6-metoxiflavona), chalconas (2’-O-glicopiranosil-3,4,4’,6’-tetra-hidroxi-di-
hidrochalcona e 2’-O-glicopiranosil-4,4’,6’-tri-hidroxi-di-hidrochalcona), carvacrol
(monoterpeno) e naringenina (4°,5,7-tri-hidroxiflavanona).

Diferentes extratos feitos a partir de talos ou caules, cascas, raizes e folhas de L.
sidoides tém apresentado compostos acidos, flavonoides, quinonas, chalconas e outros
constituintes (ALMEIDA et al., 2010; COSTA, et al., 2002; MACAMBIRA et al.,
1986).

As classes de metabdlitos auronas, chalconas, flavonas, flavonois, flavanonas e
flavanonois, encontradas neste estudo, constituem a classe de flavonoides, que sédo
biossintetizados a partir da via de fenilpropanoides e sdo conhecidos como polifendis.

Esses grupos fendlicos sdo os mais importantes e diversificados entre os produtos de
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Tabela 1. Classes de metabdlitos secundarios identificados no extrato etandlico de
folhas secas de Lippia sidoides.

Classes de metabolitos Presenca ou auséncia

Alcalbides -
Antocianidinas -
Antocianinas
Auronas

Catequinas
Chalconas

Fendis

Flavonas

Flavonois
Flavanonas
Flavanondis
Leucoantocianidinas
Taninos flobabénicos
Taninos pirogalicos
Xantonas

+ 0+ A+ F o+ +

+

+: presenca; -: auséncia.

origem vegetal e estdo amplamente distribuidas no reino das plantas. Suas func@es estdo
relacionadas a defesa contra outros organismos, atracdo de polinizadores, controle de
hormbnios, alelopatia, além de serem antioxidantes (ZUANAZZI; MONTANHA,
2004).

Oleo essencial

O rendimento do 6leo essencial de L. sidoides foi de 1,7%. De acordo com
Sousa et al. (2004) o rendimento do 6leo dessa espécie pode chegar proximo a 6%.

Foi possivel identificar 97,79% dos constituintes presentes no o0leo. O
componente majoritério, timol, representou 83,4% da composicdo (Tabela 2). O teor de
timol nas composicOes de Oleos essenciais de L. sidoides varia entre 34,1 e 95,1%
(MATOS; OLIVEIRA, 1998).

O timol pode ser encontrado como constituinte principal no 6leo essencial de
outras especies, como Thymus vulgaris L. (PORTE; GODOY, 2008) e Conobea
scoparioides (Cham. e Schitdl.) Benth. (MAIA et al., 2000), e foi encontrado como
componente majoritario em estudos com o 6leo essencial de L. sidoides por Craveiro et
al. (1981), Delfino (2012), Fontenelle et al. (2007), Matos e Oliveira (1998), Veras et al.
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Tabela 2: Constituintes quimicos identificados no 6leo essencial das folhas de Lippia
sidoides.

Componentes Tr(min)? IK® (%)
p-cimeno 4,2 1020 2,56
1,8-cineol 4.4 1031 2,37
y-terpineno 5,0 1060 1,98
etil-metil-carvacrol 9,7 1164 2,07
Timol 11,8 1288 83,4
carvacrol 12,9 1292 5,41
Total identificado 97,79

 Tempo de retencdo; ®Indices de retencdo (indice de Kovat’s) experimental relativo: n-alcanos
foram usados como pontos de referéncias nos célculos dos indices de retengéo.

(2012) e Villaga (2012). No entanto, 0 componente majoritario de plantas cultivadas em
Minas Gerais foi 0 1,8 cineol, um monoterpeno oxigenado (MORAIS et al., 2012).

Tanto a composicdo quanto o rendimento de Oleos essenciais podem ser
influenciados por fatores como local do cultivo, temperatura, umidade relativa,
exposicdo ao sol e vento, diferentes fases de desenvolvimento da planta, diferentes
épocas, periodo do dia e até mesmo forma de extracdo e processamento pds-colheita
(LAVABRE, 1992; MORAIS et al., 2012).

A atividade pediculicida do extrato etandlico

As solugdes aquosas do extrato etandlico de L. sidoides foram capazes de matar
42% dos piolhos em teste, em seus maiores tempo (5 horas) e concentragcdo (20%)
avaliados. As concentracGes mais baixas, 2,5; 5 e 10%, apresentaram minimas e/ou
nenhuma atividade inseticida contra o piolho da cabeca (Tabela 3).

Carpinella et al. (2007), utilizando as concentragdes 5, 10 e 20%, observaram
70% de mortalidade em P. h. capitis para a maior concentracdo do extrato etandlico de
frutos secos de Melia azedarach L. Porém, as mortalidades foram avaliadas somente
apos o periodo de 18 horas.

Os critérios para definir a mortalidade de piolhos em testes in vitro ndo sdo
padronizados e variam entre inabilidade de caminhar (CESTARI et al., 2004;
VASSENA et al., 2003), incapacidade de movimentos coordenados e de se alimentar
(RUPES et al., 1984), nenhum sinal vital (PRIESTLEY; BURGESS; WILLIAMSON,
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2006; CARPINELLA et al. 2007) ou nenhum critério claramente definido (YANG et
al., 2004b).

A atividade pediculicida do 6leo essencial

Mortalidade significativa (82%) de P. h. capitis foi obtida para a concentracéo
de 2% do 0leo essencial de L. sidoides logo na primeira hora de utilizagdo do produto.
Para as concentracbes menores as mortalidades alcancaram valores que nao
ultrapassaram 20%. N&o houve diferenca significativa entre as concentracbes mais
baixas do Oleo essencial em estudo e o pediculicida comercial utilizado, a base
permetrina a 1%. Ao final do teste, 84% dos espécimes haviam morrido com a maior
concentracdo utilizada (Tabela 4).

Yang et al. (2004b) relataram a toxicidade do Oleo essencial de Eucalyptus
globulus Labill e seus componentes isolados, contra P. h. capitis. A toxicidade do 6leo
essencial foi superior a de produtos usados comercialmente, 6-fenotrina e piretro. O
tempo necessario para matar 50% da populacdo (TLsp) do 6leo essencial foi menor
guando comparado aos pediculicidas comerciais e 0 componente majoritario, 1,8-cineol,
na concentracdo de 0.125 mg/cm?, foi 0 mais toxico entre os nove constituintes do 6leo
essencial avaliados (YANG et al., 2004b).

As atividades adulticida e ovicida do 6leo essencial de Origanum manjorana L.
e seus constituintes foram avaliadas por Yang et al. (2009). Os melhores resultados
foram verificados para os monoterpernéides 1,8-cineol (0.25 mg/cm?) e (-)-camphor
(0.022 mg/cm?), contra fémeas susceptiveis a piretrdides e fémeas resistentes a matation
e piretroides, respectivamente. A eclosdo de ninfas foi inibida 100 e 84% pelo composto
linalool a 0,25 e 0,125 mg/cm?, respectivamente (YANG et al., 2009).

A atividade inseticida do Oleo essencial de L. sidoides foi verificada contra
outras espécies de artrépodes, entre eles 0os mosquitos Aedes aegypti L., cujas
mortalidades pela acdo do 6leo essencial e do hidrolato puros foram de 100% em tempo
inferior a 5 minutos. O hidrolato diluido na proporcdo de 1:5 v/v provocou 0 mesmo
nivel de mortalidade, em tempo inferior a 20 minutos (CARVALHO et al., 2003). No
estudo realizado por Costa et al. (2005), mortalidades de 100% foram observadas para
larvas das espécies A. aegypti e Culex quinquefasciatus Say com as concentracdes de
1000, 500 e 250 ppm, apds 10 minutos, e 100 ppm, apds 30 minutos. A concentracao
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letal (CLso) de L. sidoides frente a A. aegypti foi 19,5 ppm e 16,6 ppm para C.
quinquefasciatus (COSTA et al., 2005).

As atividades atribuidas aos 6leos essenciais ndo estdo necessariamente ligadas
aos seus componentes majoritarios. Um componente que ocorre em uma concentracao
muito pequena, em uma determinada composic¢do, pode ser o responsavel pela acao
investigada. E valido ressaltar ainda que compostos isolados de 6leos essenciais podem
ndo provocar o mesmo resultado quando comparados a acéo do 6leo. Alguns resultados
sdo alcancados somente com a agdo sinérgica entre os compostos da mistura (COSTA,
20124.

A atividade pediculicida do constituinte majoritario (Timol) de L. sidoides

As solucBes aquosas de timol a 2% provocaram mortalidades significativamente
maiores que aquelas provocadas pela permetrina 1% em todos os periodos de tempo
avaliados. Mortalidade de 100% foi observada 4 horas ap6s o inicio dos testes. Para a
concentracdo 1%, semelhante a permetrina, a mortalidade total foi superior a 50%. N&o
houve diferenca significativa entre as concentracfes menores e a permetrina (Tabela 5).

A comparacdo entre as mortalidades provocadas pelas solugfes utilizadas no
presente estudo segue resumida (Tabela 6). Ndo houve diferenca estatistica entre as
mortalidades totais provocadas entre o 6leo essencial e o timol cristalizado. Diante dos
baixos indices de mortalidade encontrados para as solu¢des de permetrina 1% utilizadas,
os piolhos testados eram provavelmente resisténcia a essa substancia.

Daemon et al. (2012) avaliaram o efeito de diferentes concentracdes de
formulacGes hidroetandlicas de timol, que variaram de 2,5 a 20 mg/mL, em larvas dos
acaros Rhipicephalus sanguineus Latreille e Dermacentor nitens Neumann que atacam
cachorros e cavalos, respectivamente. Mortalidades superiores a 95% para ambas as
espécies, foram constatadas com as maiores concentracdes utilizadas (DAEMON et al.,
2012). A atividade acaricida de timol também foi verificada contra larvas e ninfas do
acaro Amblyomma cajennense Fabricius, provocando mortalidade de 94,5% para as
larvas, com a concentragdo 20mg/mL, e 100% de mortalidade para ninfas, utilizando a
concentragdo de 10mg/mL (MENDES et al., 2011).

'COSTA, J. G. M. Universidade Regional do Cariri. Informacéo verbal.
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Tabela 3: Mortalidade média + EP de Pediculus humanus capitis submetido a diferentes concentracdes do extrato etanolico de Lippia sidoides
sob temperatura de 26 + 0,5 °C e 65 = 5% de umidade relativa do ar.

Tratamento Tempo (h)

(%) concentracao 1 15 5 25 3 4 5

20 26 + 0,7a 32 +09 a 34+09a 34+09a 36 +08 a 36 +08 a 42 + 08 a
10 24 + 05ab 26 +07ab 28 +07ab 30+06ab 30=%06a 30+ 06 a 30+ 06ab
5 06 +02c 0,6 + 0,2 bc 06 +02c 06 £02c 06 +02hb 06 +02Db 06 +02c
2,5 0,0+ 00c 0,0+ 00c 00 £+ 00c 00=x00c 00+00hb 00+00hb 0,0 +0,0c
Agua 0,0 + 00c 0,0+ 00c 0,0 £+ 00c 00=x00c 00+00hb 00+00hb 0,0 + 0,0c
Permetrina 1% 1,0 + 0,3bc 12 + 0,2 abc 12 £02bc 12 £+ 02bc 12 020D 14 02D 1,4 + 0,2bc

Mortalidade + Erro padrdo; Médias na mesma coluna com letras iguais ndo diferiram estatisticamente (Teste de Tukey; probabilidade 5%).
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Tabela 4: Mortalidade média £ EP de Pediculus humanus capitis submetido a diferentes concentragdes do 6leo essencial de Lippia sidoides sob
temperatura de 26 + 0,5 °C e 65 = 5% de umidade relativa do ar.

Tratamento Tempo (h)

(%) concentracéo 1 15 5 25 3 4 5

2 82 + 06 a 82 + 06 a 84 +04a 84+04a 84 +04 a 84 +04 a 84 +04 a

1 1804 Db 1804 Db 18 +04b 18 040D 20+ 05hb 20+ 05hb 20+ 05hb

0,5 0,2 + 0,2 bc 02+02bc 02+02bc 02+02b 02%025b 06 £03b 06 +02Db

0,25 0,4 + 0,4 bc 04 +04bc 04+04bc 04+04b 06=+040D 06 +04Db 06 +04Db

Agua 00+ 00c 00+ 00c 00+ 00c 00x00b 00x00Db 00+00b 00+00b
0,6 + 0,6 bc 06 +06 bc 06+06bc 10+£10b 10+10Hb 12 +10b 16 £+ 09 b

Permetrina 1%

Mortalidade + Erro padrdo; Médias na mesma coluna com letras iguais ndo diferiram estatisticamente (Teste de Tukey; probabilidade 5%).

42



Tabela 5: Mortalidade média £ EP de Pediculus humanus capitis submetido a diferentes concentracées do componente majoritario (Timol) de
Lippia sidoides sob temperatura de 26 + 0,5 °C e 65 + 5% de umidade relativa do ar.

Tratamento Tempo (h)

(%) concentracéo 1 15 5 25 3 4 5

2 30+08a 40+ 11 a 66 +09a 80+ 09a 9604 a 100 £ 0,0 a 10,0 £ 0,0 a
1 04 +£02hb 08 +040b 10+06b 22+04b 24 + 04 b 46 £ 08 b 58+ 0,7 b
0,5 00+00b 00+£00b 04 +02b 06 +02bc 08 £ 0/4c 16 + 0,2 ¢ 24 £ 0,7 c
0,25 00+00Db 00+£00Db 00+00b 00+00c 02zx02c 02 +02c 06 + 0,2 cd
Agua 00+00b 00+00Db 00+ 00b 00+00c 0000 c 00+ 00c 00+ 00d
Permetrina 1% 08 +040b 08 +040b 08+04b 08 £ 04hbc 0,8 + 04c 08 +04c 10+ 05¢c

Mortalidade + Erro padrdo; Médias na mesma coluna com letras iguais ndo diferiram estatisticamente (Teste de Tukey; probabilidade 5%).
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Tabela 6: Mortalidade provocada pelo extrato etandlico (EE), 6leo essencial (OE) e
componente majoritario (Timol) em todos os tempos avaliados e maiores concentragdes.

Periodo Timol OE EE
1h 3,00+0,77a 8,20+0,58b 2,60+0,68a
1h30m 4,00+1,09a 8,20+0,58b 3,20+0,92a
2h 6,66+0,93a 8,40+0,40a 3,40+0,93b
2h30m 8,00+0,89% 8,4040,40a 3,40+0,93b
3h 9,60+0,40a 8,40+0,40a 3,60+0,75b
4h 10,0+0,00a 8,4040,40a 3,60+0,75b
5h 10,0+0,00a 8,4040,40a 4,20+0,80b
Mortalidade 100% 84% 42%

Mortalidade + Erro padrdo; Médias na mesma linha com letras iguais ndo diferiram
estatisticamente (Teste de Tukey; probabilidade 5%).
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CONCLUSOES

No extrato etanolico de folhas secas de L. sidoides foram detectadas as classes de
compostos auronas, chalconas, flavonas, flavonois, flavanonas, flavanonois, taninos

flobabénicos e xantonas;

O dleo essencial foi composto por p-cimeno, 1,8-cineol, y-terpineno, etil-metil-

carvacrol, carvacrol e 0 componente majoritario timol;

Lippia sidoides possui agéo inseticida contra o piolho da cabeca;

Os melhores resultados foram observados para o 6leo essencial e para o timol que
provocaram mortalidades de 84 e 100%, respectivamente, ndo havendo diferenca
estatistica entre eles, enquanto o extrato etandlico matou menos de 50% dos piolhos em

teste;

O componente majoritario timol €, provavelmente, o responsavel pela acdo inseticida da

espécie.
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