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RESUMO

Os flebotomineos sao insetos hematoéfagos, pertencentes a Ordem Diptera, Familia
Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, que podem transmitir bactérias, virus e
também protozoarios como os causadores das leishmanioses. As leishmanioses
fazem parte das doencas negligenciadas, que se caracterizam por atingir populacdes
de vulnerabilidade, assim como apresentam lacunas em pesquisas que consigam
trazer avancos na terapia, diagnostico e profilaxia. Um dos métodos de controlar os
vetores é a utilizacdo de inseticidas. Outras estratégias, individuais, incluem a
utilizacdo de telas ou a aplicacdo de repelentes. Os Oleos de plantas possuem
atividades inseticidas que podem ocorrer de diversas formas: causando morte,
deformacBes em qualquer estagio de desenvolvimento, além de ter funcdo de
repeléncia, em especial os 6leos essenciais. Para flebotomineos h& poucos estudos
gue avaliem a eficacia de 6leos como potenciais repelentes. O 6leo de Azadirachta
indica apresentou indicios de repeléncia para espécies de flebotomineos do Velho
Mundo, enquanto para Melaleuca alternifolia ha poucos estudos nessa area. Ressalta-
se ainda que um limitante para o uso de O6leos essenciais como repelentes é o
reduzido tempo de efichcia devido a alta volatilidade. Neste contexto, A
nanotecnologia se apresenta como uma ferramenta interessante como abordagem
para liberar os volateis de forma mais lenta. Avaliou-se dois 6leos, M. alternifolia e A.
indica, e formulacdo de nanoemulsdes que contenham esses 6leos, para avaliar sua
possivel acdo de repeléncia frente a espécie Lutzomyia longipalpis, principal vetor da
leishmaniose visceral. O hidrogel de M. alternifolia apresentou no inicio do teste a
maior porcentagem de repeléncia, igualando-se ao DEET, de aproximadamente 71%,
em comparagdo com o hidrogel de A. indica que obteve no inicio uma média de
porcentagem de repeléncia de aproximadamente 44%. Nos dois hidrogéis houve um
decaimento de efetividade ao longo do tempo. Uma nova formulacéo foi desenvolvida
na tentativa de prolongar o efeito repelente da M. alternifolia. Essa formulacao
apresentou uma média de porcentagem de repeléncia de aproximadamente 87%, no
inicio do teste, sendo maior que o DEET, e igualou-se a ele na primeira hora, mas

apresentou o padréo de perda de atividade ao longo do tempo.

Palavras-chave: Flebotomineos; hematéfagos; inseto; Lutzomyia longipalpis; 6leos

essenciais; repelente.



ABSTRACT

Sandflies are blood-sucking insects, belonging to the Order Diptera, Family
Psychodidae, Subfamily Phlebotominae, which can transmit bacteria, viruses and also
protozoa such as those that cause leishmaniasis. Leishmaniasis is one of the
neglected diseases, which are characterized by affecting vulnerable populations, as
well as presenting gaps in research that can bring advances in therapy, diagnosis and
prophylaxis. One of the methods of controlling vectors is the use of insecticides. Other
individual strategies include the use of screens or the application of repellents. Plant
oils have insecticidal activities that can occur in different ways: causing death,
deformation at any stage of development, in addition to having a repellent function,
especially essential oils. For sand flies, there are few studies that evaluate the
effectiveness of oils as potential repellents. Azadirachta indica oil showed signs of
repellency for Old World sand fly species, while for Melaleuca alternifolia there are few
studies in this area. It should also be noted that a limiting factor for the use of essential
oils as repellents is the reduced effectiveness time due to high volatility. In this context,
nanotechnology presents itself as an interesting tool as an approach to release
volatiles more slowly. Two oils, M. alternifolia and A. indica, and the formulation of
nanoemulsions containing these oils were evaluated to evaluate their possible
repellency action against the species Lutzomyia longipalpis, the main vector of visceral
leishmaniasis. The M. alternifolia hydrogel presented the highest percentage of
repellency at the beginning of the test, equal to DEET, at approximately 71%,
compared to the A. indica hydrogel, which obtained an average repellency percentage
of approximately 44% at the beginning. In both hydrogels there was a decline in
effectiveness over time. A new formulation was developed in an attempt to prolong the
repellent effect of M. alternifolia. This formulation presented an average repellency
percentage of approximately 87% at the beginning of the test, being higher than DEET,
and was equal to it in the first hour, but showed a pattern of loss of activity over time.

Keywords: Essential oils; hematophagous; insect; Lutzomyia longipalpis; repellent;

sandflies.
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1. INTRODUCAO

Os flebotomineos s&o insetos pertencentes a Ordem Diptera, Familia
Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae. Esses dipteros apresentam cores que
podem ser de castanho claro a negro com cerdas no corpo todo e possuem o tamanho
de 0,3 a 0,4 cm. Quando em descanso, apresentam as asas eretas em forma de lanca.
Possuem mais de 500 espécies descritas nas Américas (Monteiro et al., 2012; Galati,
2018). Os flebotomineos sdo holometabolos, apresentando quatro estagios larvais,
pupa e adultos. A eclosdo do ovo pode ocorre de 7 a 17 dias ap0Os a postura e o seu
desenvolvimento completo pode ocorrer de 30 a 100 dias (Figura 1). Essa variacéo
ocorre de acordo com a espécie e das condi¢des de temperatura e umidade (Monteiro
et al., 2012).

Figura 1 — Ciclo de vida de flebotomineos. 1- Ovo; 2- Larva estadio 1; 3- Larva

estadio 2; 4- Larva estadio 3; 5- Larva estadio 4; 6- Pupa; e 7- Adultos.

e .
6]

Fonte: Santana e Ignacio (2024)

Os machos sao fitéfagos, ja as fémeas além de serem fit6fagas também sao
hematéfagas (Figura 2). As fémeas precisam da alimentacdo sanguinea para obter
proteina para a maturacdo dos ovos (Oliveira et al., 2013). Por possuirem habitos
hematofagos podem ser transmissores de bactérias que causam a bartonelose, virus
como as arboviroses e também protozoarios como os causadores das leishmanioses
(Monteiro et al., 2012).
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Figura 2 — Comparacao entre fémea e macho de Flebotomineos. A: macho e B:

fémea.

/ 2 mm

2 mm

Fonte: Santana e Ignacio (2024)

Nas Américas, a espécie Lutzomyia longipalpis € o principal vetor do agente
etiologico da leishmaniose visceral, sendo o vetor mais importante da Leishmania

infantum (Oliveira et al., 2013).

Dependendo da espécie de Leishmania, a doenca pode se apresentar como
leishmaniose tegumentar e visceral. A leishmaniose tegumentar apresenta-se com
diferentes manifestacdes clinicas sendo leishmaniose cutdnea caracterizada por
Ulceras cutaneas, por vezes acompanhadas de lesdes satélites e/ou linfangite nodular;
leishmaniose mucocutanea envolvendo mucosa e tecidos conjuntivos subjacentes,
tais como estruturas cartilaginosas, em combinacdo com leishmaniose cutanea e
leishmaniose difusa com papulas que se espalham pelo corpo. A leishmaniose
visceral afeta 6rgdos internos, como figado, baco e medula 6ssea podendo ser letal
(De Vries; Schallig, 2022). Essas doencas sdo endémicas em mais de 98 paises nos
tropicos, subtrépicos e na bacia do Mediterraneo, com aproximadamente um milh&o
de novos casos de infeccdo e 20.000 a 30.000 mortes ocorrendo anualmente e
associadas, principalmente, a leishmaniose visceral. Mais de 90% da carga global de
leishmaniose visceral ocorre no Brasil, Eritreia, Sudéo do Sul, Sudao, Etiépia, Quénia,

Somélia e India, enquanto no Brasil, Peru, Venezuela, Bolivia, Colémbia, Argélia,
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Siria, Ird, Afeganistao e Paquistdo observa-se a maior morbimortalidade causada por

leishmaniose cutanea (Balaska et al., 2021).

Uma das maneiras de controlar os vetores se da pelo uso de inseticidas, sendo
seu sucesso dependente do comportamento dos insetos. Apesar de sua praticidade,
0 uso de inseticidas, apresenta problemas que podem limitar o controle de
flebotomineos como o surgimento de resisténcia, o abandono de programas de
combate ao vetor, os altos custos, além de afetarem a saude humana, dos animais e

a biosfera em geral (Nieves et al., 2010).

Dessa forma, é necessério que outras alternativas sejam utilizadas para evitar a
aplicacdo de inseticidas e, ao mesmo tempo, diminuir a transmissdo das
leishmanioses. Dentre as possibilidades, estratégias que impecam o contato entre o
vetor e 0 ser humano, tais como a utilizacdo de telas ou a aplicacao de repelentes se
destacam, sendo relevantes para impedir a transmissao. Os repelentes, como medida
de protecdo individual, se apresentam como uma boa alternativa preventiva para

evitar o contato dos vetores (Nieves et al.,2010).

Os repelentes devem ser aplicados sobre a pele, roupas e superficies onde irdo
afastar os vetores. Os mais usados ao redor do mundo s&o os repelentes quimicos.
Para o repelente ter sua maior efetividade, é necessario que possua algumas
caracteristicas, sendo elas: ter uma eficacia de longo prazo contra varios tipos de
artrépodes; ndo causar irritacdes na pele; ndo causar danos as roupas; nao danificar
plasticos de uso cotidiano; resistir & agua e ao suor e nao deixar a pele oleosa; ndo
ser toxico; ter preco acessivel para uma utilizacao frequente; e ndo causar danos ao

meio ambiente (Ribas; Carreno, 2010).

Os oOleos essenciais de plantas se apresentam como possibilidades
interessantes, pois possuem atividades inseticidas que podem ocorrer de diversas
formas: causando morte, deformagfes em qualquer estadio de desenvolvimento, além
de ter funcao de repeléncia. A procura por substancia com menor toxicidade, e que
tenham acdo repelente para flebotomineos, ¢ uma &rea que necessita ser
amplamente explorada (Lima et al., 2008). A extragdo dos 0leos essenciais para uso
como repelente vem sendo feita a partir de extratos da planta inteira ou de 6rgaos

especificos, como folha, fruto, flor, raiz e casca (Paula et al., 2004).
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Segundo a Farmacopeia Europeia, um 6leo essencial € um produto odorifero,
geralmente de composi¢cdo complexa, obtido a partir de uma matéria-prima vegetal
extraida por hidrodestilacdo, destilagdo a vapor ou por um processo mecanico
adequado. Os 6leos essenciais sdo misturas complexas de metabdlitos secundarios
de plantas aromaticas e também sao liquidos, sollveis em solventes organicos e
soluveis em lipidios, alguns deles s&o incolores e outros variam do amarelo claro ao

laranja avermelhado (Haro-gonzalez et al., 2021).

Os Oleos essenciais compreendem compostos organicos volateis e semivolateis
que determinam o aroma, sabor e fragrancia especificos das plantas. Eles sao volateis
e instaveis a temperatura ambiente. Por outro lado, os 6leos vegetais consistem em
ésteres de glicerol e acidos graxos e sdo ndo volateis e estaveis a temperatura
ambiente. Além de serem comestiveis na sua forma refinada ou virgem, os 6leos
vegetais desempenham um papel crucial na prevencédo terapéutica e profilatica de

doencas como inflamacéo, diabetes e outras (Lammari et al., 2021).

Para a repeléncia de uma espécie de flebotomineo das Ameéricas, Migonemyia
migonei, alguns Oleos essenciais foram avaliados: Hyptis suaveolens, Pimenta
racemosa, Piper marginatum, Monticali aimbricatifolia, Pseudognaphalium caeruleo
canum, Espeletia shultzii, Plecthranthus amboinicus e Cinnamomun zeylanicum.
Destes, P. caeruleo canum e C. zeylanicum apresentaram uma protecao de trés horas
(Nieves et al., 2010). Um dos entraves para a utilizacdo de 6leos essenciais como
repelentes para flebotomineos € o curto periodo de atividade dos compostos (Pugliese
et al., 2021).

1.1 Melaleuca alternifolia e Azadirachta indica

Melaleuca alternifolia (Figura 3) € uma espécie arbérea pertencente a familia
Myrtaceae mais conhecida pelo nome “tea tree”; € originaria da Australia, llhas do
Oceano indico e China (Oliveira et al., 2012). E encontrada em regides tropicais e
subtropicais, florescendo em areas de pantano e proximo de rios. A espécie M.
alternifolia pode alcancar até 5 metros de altura, possui ritidoma fino, leve e flexivel,
folnas alongadas, pontiagudas, estreitas e alternas, além de flores sésseis com
coloracdo branca. Sao pertencentes ao grupo das Angiospermas e sao
Eudicotiledoneas (Nepomoceno; Pietrobon, 2020).
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Figura 3 — Imagem da arvore pertencente a espécie Melaleuca alternifolia.

Fonte: Jardineiros.net (2022)

Uma das utilizagBes da M. alternifolia esta na extracdo do 6leo essencial, retirado
das diversas partes vegetativas, mas principalmente das folhas. Essa planta é
valorizada pelo potencial de suas propriedades bactericida, antiviral, antifungica,
inseticida e antitumoral (Nepomoceno; Pietrobon, 2020); além de possuir uma forte
atividade repelente contra mosquitos, como Aedes aegypti, mosca do mato
australiana, mosquito-pOlvora, barata americana e alema, percevejos, pulgas e
piolhos (Silva; Mejia, 2011; Ajmal et al., 2022). Segundo Ajmal et al. (2022) a
substancia encontrada na tea tree conhecida, como terpinen-4-ol, possui um poder
forte de repeléncia contra adultos de Ae. aegypti e Ae. albopictus, entretanto, até o

momento, existem poucos estudos avaliando seu efeito repelente para flebotomineos.

O 6leo essencial de M. alternifolia é obtido através do processo de destilacdo a
vapor e contém por volta de 100 componentes quimicos. Encontram-se nele duas
substancias que se destacam, sendo o cineol que € um monoterpeno éter ciclico com
limite maximo estabelecido de 15% de concentracdo e o terpinen-4-ol que é um
monoterpeno alcool monociclico, principal responsavel por suas propriedades
medicinais, especialmente as antimicrobianas, com concentracéo acima de 30%. Para
0 Oleo essencial ser considerado de qualidade superior, € necessario que contenha
entre 2 a 5% de cineol e 40 a 47% de terpinen-4-ol (Silva; Mejia, 2011).
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Azadirachta indica, também chamada por “neem”, pertence a Familia Meliaceae
e tem sido usada por séculos no Oriente como: planta medicinal, repelente, material
para construcdo, combustivel, adubo e praguicida. Cresce em regides que possuem
clima tropical e subtropical. A arvore pode chegar entre 15 a 20 m de altura, possui
tronco semi-reto a reto, de 30 a 80 cm de didametro, de coloragcdo marrom-avermelhada
(Mossini; Kemmelmeier, 2005).

A arvore de neem (Figura 4) possui como metabdlito secundario o composto
azadiractina, que é um tetranortriterpendide, e apresenta elevada acéo inseticida e
acaricida, com minima toxicidade ao homem e animais domeésticos, além de néo
prejudicar o ambiente. Ha uma facilidade na extracdo dos compostos, pois ndo ha
uma necessidade de destruir a planta, ja que se usa as sementes e as folhas para a

extracao (Brito et al., 2006).

Figura 4 — Imagem da arvore pertencente a espécie Azadirachta indica.

Fonte: Blog o botanico aprendiz na terra dos espantos (2022)

Azadiractina presente na A. indica € formada por um grupo de isémeros
relacionados que sdo denominados AZ-A. A azadirachtina apresenta efeito negativo
na metamorfose dos insetos, acdo repelente, inibicdo do crescimento, redugédo da
fertilidade, mortalidade, esterilizagdo, mudancas na aptidao bioldgica, e bloqueando o

desenvolvimento de patégenos transmitidos por vetores (De Souza Chagas; Da Silva
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Vieira, 2007; Zatelli et al., 2022). Espécies como Heliothis virescens (Lagarta-das-
macas) (Viegas Junior, 2003), Locusta migratoria (Gafanhoto-migratorio), Spodoptera
littoralis (Lagarta do algodao), Ephestia kuehniella (Traca da farinha), Apis mellifera
(Abelha-europeia) e Epilachna varivestis (Besouro do feijao mexicano) sdo exemplos
de insetos que sofrem com os efeitos da azadirachtina (Gonzales, 1992). O efeito de
inibicdo de crescimento, causado pela azadiractina é observado em insetos
pertencente as ordens Orthoptera, Heteroptera, Homoptera, Hymenoptera,

Coleoptera, Lepidoptera e Diptera (Gonzales, 1992).

Segundo Zatelli et al. (2022) alguns estudos que utilizaram produtos com 6leo de
neem mostram uma eficacia na reducdo da tentativa de alimentacdo dos
flebotomineos do género Phlebotomus sp. em humanos, sendo acima de 90% por
periodos que variam entre sete e nove horas apdés a aplicacdo de produtos em

concentracdes variaveis.

O efeito repelente de A. indica para flebotomineos foi demonstrado em alguns
estudos com espécies do Velho Mundo, mas nada ha ainda para as espécies das
Américas. Segundo Mota et al. (2022) o 6leo de A. indica mostrou repeléncia para
Phlebotomus orientalis, tanto em laboratorio quanto no campo. Ja em relacdo as
espécies de flebotomineos do Novo Mundo, 6leos de neem e Eucalyptus spp.
mostraram atividades larvicida e adulticida para Lu. longipalpis. No entanto, sao
escassas as informacBes sobre sua atividade repelente contra espécies de

flebotomineos do novo mundo, especialmente o Lu. longipalpis.

Na india, o 6leo de heem mostrou repeléncia contra Phlebotomus papatasi e
Phlebotomus argentipes quando comparado com outros repelentes quimicos como
DEET (Kebede; Gebre-michael; Balkew, 2010).

Os oleos de A. indica e de Melia azedarach em um nivel de concentragéo baixa
apresentaram atividade de repeléncia contra P. orientalis no laboratério. Ja no campo,
o 6leo A. indica mostrou atividade de repeléncia alta contra P. orientalis e Phlebotomus
bergeroti em Melka-Worer, na Etiopia Oriental (Kebede; Gebre-michael; Balkew,
2010).

1.2 NANOTECNOLOGIA E NANOEMULSOES

A nanotecnologia tem varias aplicacOes, principalmente na area médica e

farmacéutica. Envolve a manipulacdo e investigacdo de materiais e fendbmenos que



18

se encontram em escala nanométrica (De Villiers et al., 2009). Devido as suas
propriedades fundamentais e a variedade de sistemas nanométricos, a
nanotecnologia é utilizada em diversas areas do conhecimento, com destaque para

sistemas que utilizam nanoemulsdes.

As nanoemulsdes sdo uma classe de emulsGes cujo tamanho da goticula se
encontra na escala nanométrica, particularmente em torno de 20 — 500 nm. Podem
apresentar aparéncia translicida quando o tamanho da goticula é inferior a 200 nm,
ou leitosa quando o tamanho esta entre 200 — 500 nm. Elas sdo misturas de pelo
menos dois liquidos imisciveis que sao estabilizadas por um tensoativo, também sao
sistemas termodinamicamente instaveis, mas que possuem estabilidade cinética. Sdo
forcadamente formados e suas propriedades dependem de condicbes
termodinamicas e do método de preparo (Oliveira, 2008). Nanoemulsdes podem ser
do tipo 6leo em agua ou tipo agua em 6leo (Figura 5) dependendo se o 6leo €é divergido
como goticulas em agua ou vice-versa (Mcclements, 2012).

Figura 5 — Exemplo tedrico de nanoemulsdes do tipo 6leo em agua (O/A) ou tipo

agua em 6leo (A/O).

Emulsao tipo Emuls3o tipo
A/O O/A

Fonte: Blog farmaco técnico (2010)

No caso da aplicagéo de nanoemulsées em compostos com agao repelente para
insetos, a vantagem € o tempo prolongado de liberacdo dos compostos volateis. Os
dados da literatura apontam os esfor¢cos da associagéo de possiveis 0leos com agao
repelentes em nanoparticulas, especialmente voltados para os mosquitos (Mattos da
Silva e Ricci-junior, 2020).
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Uma das maneiras de controlar a liberagdo dos volateis de 6leos essenciais de
plantas para testes de repeléncia é encapsulando os Oleos essenciais em
nanoemulsdes (Mohd narawi et al, 2020).

Para flebotomineos, nédo existem trabalhos que tenham investigado esse tema.
1.3 NANOEMULSOES E REPELENTE

No trabalho de Mohd narawi et al (2020) foi testado 6leo esséncia de Myristica
fragrans para Aedes aegypti; foi feita uma formulagéo contendo surfactante Montanov
82, co-solvente que era o glicerol, agua destilada e 6leo essencial a 20%. A
formulacéo apresentou uma média de porcentagem de repeléncia de 54,57% em 8h
para Ae. aegypti.

Um dos problemas de repelentes a base de 0leos essenciais é a necessidade de
repeticdo da aplicacdo, pois esses repelentes fornecem uma eficiéncia curta em
comparagcdo com 0s quimicos. Portanto, o desenvolvimento de formula¢cdes com
produtos que controlam a liberacdo, como creme, gel, lo¢do, polimeros ou
microcapsulas, € importante para prolongar a repeléncia de produtos derivados de

plantas (Junkum et al, 2021).

No trabalho realizado por Junkum et al (2021) foi utilizado 6leo essencial de
Ligustucum sinense para Aedes aegypti, Anopheles minimus, e Culex
quinquefasciatus. Foi feita uma formulacdo contendo o 6leo, um fixador (vanilina),
surfactante (Tween 20), co-surfactante (glicerol) e o dobro de 4gua destilada. Na
formulacdo também era incorporado um gel. A formulacdo apresentou média de
tempo de protecdo de 5,5 h para Ae. aegypti, 11,5 h para An. minimus e 11,25 h para

Cx. quinquefasciatus.

No trabalho realizado por Sakulku et al (2009) foi utilizado 6leo essencial de
citronela para Ae. aegypti. Foram preparadas nanoemulsdes contendo 20% de 6leo
de citronela, glicerol (0%, 50%, 75% e 100%) e surfactante (Montanov 82) em
concentracéo de 2,5%, 5% e 10%. A formulacdo denominada de F6 que continha 50%
de glicerol e 10% do surfactante foi o que apresentou a melhor média de tempo de

protecéo de 2,8 +/- 0,6 h para Ae. aegypti.

2. JUSTIFICATIVA
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As leishmanioses fazem parte das doencas negligenciadas, que se caracterizam
por atingir populagbes de vulnerabilidade, assim como apresentam lacunas em
pesquisas que, efetivamente, consigam trazer avangos na terapia, diagnéstico e

profilaxia como, por exemplo, uma vacina.

Por serem doencas cujos agentes etioldgicos séo transmitidos por flebotomineos,
uma forma de controle das enfermidades seria focar em ac¢des para o controle dos
vetores. Seja na aplicacdo de inseticidas, ou na interrup¢cdo do contato, como a
utilizacao de telas nas casas, ou a protecdo individual, visto que em muitos casos a

infecgao ocorre fora do ambiente domiciliar.

Os estudos com Oleos essenciais como repelentes para flebotomineos séo
incipientes e, aqueles que utilizam a nanotecnologia para incrementar uma possivel

acao repelente séo escassas.

O d6leo de A. indica apresentou indicios de repeléncia para espécies de
flebotomineos do Velho Mundo, enquanto para M. alternifolia ndo ha estudos nessa
area. Ressalta-se ainda que um limitante para o uso de Oleos essenciais como
repelentes é seu reduzido tempo de eficacia e as nanoemulsées podem ser uma

estratégia para aumentar o tempo de repeléncia.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Verificar a eficacia de Melaleuca alternifolia e Azadirachta indica na repeléncia

de Lutzomyia longipalpis.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a atividade de repeléncia dos Oleos de M. alternifolia e A. indica frente a
espécie Lu. longipalpis.

Desenvolver nanoemulsdes e hidrogeis com os 6leos de M. alternifolia e A. indica

e avaliar os respectivos tempos de repeléncia dos o6leos frente ao Lu. longipalpis.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratério de Parasitologia da Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, Araraquara.
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4.1 Listas de materiais
» Materiais da nanoemulséo:
e Oleo essencial de Melaleuca alternifolia: adquirido pela empresa, Terra
Flor aromaterapia. A empresa forneceu laudo de qualidade do produto;
e Oleo Azadirachta indica: adquirido pela Benjamin Primores Naturais. A
empresa forneceu laudo de qualidade dos produtos;
e Tween 20;
e Span 80;

e Carboximetilcelulose (CMC);

= Materiais do teste de repeléncia:
e Produto comercial contendo DEET;
e Alcool 70%;
e Extran 5%;
e Alcool isopropilico;
e Gaiola feita com tecido voil (20X20X20cm)

e Luva feita com tecido voil

4.2 Preparo das nanoemulsdes contendo Oleos Melaleuca alternifolia e
Azadirachta indica

As nanoemulsdes foram preparadas no laboratério Departamento de Farmacos
e Medicamentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP com a
colaboracdo do Dr. Marlus Chorilli de acordo com metodologia ja estabelecida pelo
grupo (Zanesco-fontes et al, 2021).

As nanoemulsdes foram preparadas através de um método de baixo aporte de
energia. Inicialmente uma fase oleosa composta dos tensoativos Tween 20 e Span 80
e do oleo essencial foram pesadas em um frasco de vidro e homogeneizada por
agitacdo magnética. Em seguida a fase aquosa foi a adicionada, por gotejamento,
sobre a fase oleosa em agitacdo magnética. Trés formulacdes foram preparadas para

cada Oleo (Tabela 1).

Tabela 1 — Equilibrio Hidrofilo Lipofilico (EHL) das formulagbes preparadas.
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EHL 15 EHL 16 EHL 16,7
Span 80 0.07¢g 0.03g Og
Tween 20 0.439g 0.47 0.5g9
Oleo 0.5¢ 0.5¢ 0.5¢
Agua 9g 99 99

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em virtude dos resultados do teste dois serem promissores com M. alternifolia,
uma nova formulacéo foi desenvolvida com um aumento de 10% do volume do 6leo.
Essa formulac&o continha 0,06 g de Span 80, 0,94g de Tween 20, 1g de 6leo e 8g de
agua, além de ter sido sonificada por dois minutos em amplitude de 50; essa

formulacéo foi denominada de Melaleuca 2x.

4.3 CARACTERIZAGCAO DAS NANOEMULSOES
4.3.1 Aspecto visual
As formulacdes obtidas foram avaliadas visualmente apés 24 horas, 07, 14, 21
dias de preparacdo. Foram observados sinais de instabilidade como cremagem,
sedimentacao e separacao de fases além de aspectos fisicos como cor, transparéncia

e fluidez.

4.3.2 Diametro hidrodindmico médio, Indice de polidispersividade (IPd) e
potencial zeta

O diametro hidrodindmico médio, IPd e potencial zeta das NE foram avaliados
utilizando método de espalhamento dindmico de luz (DLS), em aparelho Zetasizer
3000 HSA (Malvern Instruments), por meio de um laser de 10 mW HeNe operado a
633 nm com um angulo de incidéncia de deteccao de 173°, a 25°C. A analise de dados
foi realizada em modo automatico. Os resultados foram apresentados como a média
*+ desvio padrédo (DP). A carga superficial das dispersdes foi determinada pela
mobilidade eletroforetica das particulas dispersas submetidas a um campo elétrico.
As analises foram realizadas utilizando o equipamento Zetasizer 3000 HSA. Foram
avaliadas ap0s 24h e 30 dias depois de preparadas. As NEs foram diluidas 1:25 para

fazer as analises.
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4.3.3 Preparo dos Hidrogéis contendo as NE
Os Hidrogéis (Figura 6) foram preparados dispersando 3% (m/v) de
carboximetilcelulose nas nanoemulsdes previamente obtidas sob agitacdo. Os
hidrogéis foram armazenados por 24 horas para completo intumescimento dos
polimeros.
Figura 6 — As duas nanoemulsbes depois do acréscimo e da agitacdo do

polimero.

Fonte: Elaborado pelo autor.

434 Reologia de fluxo

Os experimentos foram realizados em um redmetro Discovery Hybrid HR-1 (TA
Instruments, Newcastle, EUA) utilizando geometria do tipo cone-placa (40 mm, 2°). As
medidas foram feitas a temperatura de 32,0 + 0,1 ° C utilizando taxa de cisalhamento
de 0,1-100 s-1 por um periodo de 120 s para curva ascendente e 120 s para a curva
descendente com taxa de cisalhamento de 100-0 s-1. A equacéo a seguir foi usada
para calcular o valor de n para caracterizar o comportamento do fluxo e k para
caracterizar a viscosidade do material.

T=kxy"
Onde: 1 = taxa de cisalhamento, k = indice de consisténcia, y = tensao de cisalhamento

4.3.5 Reologia oscilatéria
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A reologia oscilatéria foi feita utilizando um redmetro Discovery Hybrid HR-1
(instrumentos TA) e geometria do tipo cone-placa (40 mm, 2 °) e a temperatura foi
mantida a 32,0 £ 0,1 °C. Para as analises oscilatorias, a regido viscoelastica linear
(LVR) foi determinada usando uma faixa de amplitude de 0-50 Pa e uma frequéncia
de 1 Hz. Uma amplitude de 1 Pa determinada no interior do LVR e uma faixa de
frequéncia de 0—-10 Hz foi usada para determinar os modulos elastico (G') e viscoso
(G".

4.4Teste de Repeléncia dos 6leos
4.4.1. Aspecto éticos
Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP (CEP-FCF) (CAAE -
65806122.8.0000.5426). Os voluntarios que participaram foram informados sobre a
pesquisa, sua metodologia empregada e o sobre possiveis efeitos colaterais dos

produtos antes de assinar o termo de consentimento.

4.4.2. Testes de repeléncia

No teste de repeléncia foi realizado testes com formulacdes diferentes sendo
elas:

Teste 1: Para avaliar a eficacia da nanoemulsdes foram feitas formulacbes
apenas com os 6leos diluidos em alcool. Para isso, os 6leos de M. alternifolia e A.
indica foram preparadas através de um método de baixo aporte de energia. Essas
formulac®es foram compostas por 0,5g de 6leo e 9,59 de alcool 70%. Essa mistura se
faz necessaria pois o 6leo deve ser diluido para ndo causar irritacdo na pele dos
voluntarios.

Teste 2: Foi testado os Hidrogéis contendo as nanoemulsfes de M. alternifolia e
de A. indica.

Teste 3: Foi testado a formulagédo denominada de Melaleuca 2x. Em virtude dos

resultados do teste dois serem promissores para M. alternifolia.

Uma metodologia foi desenvolvida no laboratorio de Parasitologia para que o0s
voluntarios ndo tivessem contato com 0s insetos.
Foram utilizadas gaiolas feitas com tecido voil (Figura 7) tento as medidas

20X20x20cm com abertura para inserir a méo do voluntario e os insetos. A mao do
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voluntario foi revestida por uma luva feita com tecido voil (Figura 8) com o intuito de
evitar o contato com o inseto.

O tecido voil permite a liberacdo de compostos volateis humanos atrativos para
0s insetos, sendo possivel mensurar a aproximacao (pouso) dos mesmos.

Figura 7 — Gaiola feita com tecido voil usada nos testes.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 8 — Luvas feitas com tecido voil usada nos testes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para cada teste foram utilizadas 60 fémeas de flebotomineos no total e em cada
tempo foram usados 10 insetos diferentes. O repelente comercial que tem principio
ativo DEET (N, N-dietii m-toluamida) foi utilizado como controle positivo nos
experimentos.

O antebraco e a méo dos voluntarios foram previamente lavados com extran 5%
seguido de alcool isopropilico 50%, ambos diluidos em agua deionizada. Um dos
antebracos e mao foram o controle (sendo somente higienizado) e o outro o
tratamento.

Os testes tinham duracao total de duas horas. Foi avaliada a atividade repelente
no momento em que foi feita a aplicagado (T0), uma hora apds a aplicagdo (T60’) e
duas horas apés a aplicacdo (T120"). Nos tempos descritos, os dois bragos ficaram
por cinco minutos na gaiola (primeiro o controle e depois o tratamento) e foi
mensurada a quantidade de pousos observados na luva para fazer o célculo de
porcentagem de repeléncia.

Foram avaliados sete voluntarios para cada teste. Exceto no teste com Alcool
70% que foi feito com seis voluntarios.

A porcentagem de repeléncia foi avaliada pelo numero de pousos. O calculo da
porcentagem de repeléncia é calculado de acordo com a seguinte férmula: %R ={(Nc
- Nt)/Nc}X100

Onde Nc é o numero total de pousos no antebraco controle negativo e Nt o

namero total de pousos no antebrago tratado com os compostos testados.
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Para testar as diferencas estatisticas entre porcentagens de repeléncia nos
tempos avaliados foram utilizados o teste de Andlise de Variancia (ANOVA) e o p6s

teste de Tukey, utilizando o programa estatistico GraphPad Pris 5.
. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. OBTENCAO E CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES

Depois das 24 horas de preparacéo (Figura 9), a formulagcdo com valor de EHL
(Equilibrio Hidrofilo Lipofilico) de 16 foi a que apresentou as melhores caracteristicas
visuais, além de um aspecto mais para o azulado, caracteristico de nanoemulsdes
(Ortiz-zamora et al., 2020). Deste modo, a formulacdo com valor de EHL 16 para M.

alternifolia foi selecionada para as analises por espalhamento dinamico da luz.

Figura 9 — Nanoemulsdes contendo 6leo de M. alternifolia com valor de EHL 15,
16 e 16,7 ap6s 24h. A: EHL 15, B: EHL 16, e C: EHL 16,7.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como pode ser observado na tabela 2 depois de 24 horas (D1) a formulacao
de EHL 16 apresentou tamanho de goticula de 129,5 + 1,966 nm, confirmado assim
a aparéncia translucida e depois de 30 dias ndo houve uma variagdo que causasse

uma diferenciacdo no tamanho de goticula, assim como no IPd e no potencial zeta,
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mostrando ndo houve separacdo de fases da nanoemulsdo, além de indicar a

assimilacao do o6leo.

Tabela 2 — Tamanhos de goticula, indice de polidispersidade e potencial zeta da

nanoemulsdo contendo M. alternifolia depois de 24h e depois de 30 dias.

EHL 16
Temoo Tt (i) indice de Potencial zeta
P polidispersao (IPd) (mV)
D1 129,5 + 1,966 0,204 + 0,041 -12,1 + 0,265
D30 129,5 + 1,493 0,183 + 0,015 -12,3 +£0,232

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ja para o Oleos de A. indica depois das 24 horas de preparacéo (Figura 10), a
formulagbes EHL 16 e 16,7 apresentaram sinais de instabilidade que denominado
de cremagem além de apresentarem aspectos leitosos e mais viscosos que é
caracteristico de emulsdes com goticulas na escala micrométrica, ja a formulacao
com valor de EHL de 15 n&o apresentou sinais de cremagem, essa formulacéo
também apresentou as melhores caracteristicas visuais, como aspecto mais para
0 azulado que € um sinal caracteristicos de nanoemulsfes. Deste modo, a
formulacdo com valor de EHL 15 para A. indica foi selecionada para as analises

por espalhamento dindmico da luz.
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Figura 10 — Nanoemulsdes contendo 6leo de A. indica com valor de EHL 15, 16 e
16,7 apds 24h. A: EHL 15, B: EHL 16, e C: EHL 16,7.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Como pode ser observado na tabela 3 depois de 24 horas (D1) a formulacao
de EHL 15 apresentou tamanho de goticula de 144,1 + 7,3nm, indicando a
aparéncia translucida e depois de 30 dias houve uma mudanca no tamanho de
goticula, apesar da diferenca do tamanho ndo houve mudanca no aspecto da
formulacdo. Ja com relacdo ao IPd e o potencial zeta ndo houve uma variacdo que
causasse uma diferenciagdo na formulacdo. Diferentemente da formulacdo
contendo M. alternifolia, a melhor formulacdo para A. indica foi a com EHL 15, que
possui em sua composi¢cdo maior quantidade de Span 80, o tensoativo mais

lipofilico.
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Tabela 3 — Tamanhos de goticula, Indice de polidispersidade e potencial zeta da

nanoemulsdo contendo A. indica depois de 24h e depois de 30 dias.

EHL 15
Tempo Tt () Iindice de Potencial zeta
P polidisperséo (IPd) (mV)
D1 1441+ 7,3 0,317 £ 0,075 -22.0 £ 0,155
D30 129,3 + 2,084 0,354 + 0,021 -22,3+ 0,075

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como pode ser observado na tabela 4 depois de 24 horas (D1) a formulacédo de
Melaleuca 2x apresentou tamanho de goticula de 178,7 + 2,69nm, indicando a
aparéncia translicida e depois de 30 dias houve uma mudanca no tamanho de
goticula, apesar da diferenca do tamanho ndo houve mudanca no aspecto da
formulacdo. JA com relacéo ao IPd e o potencial zeta ndo houve uma variacdo que

causasse uma diferenciacdo na formulacéo.

Tabela 4 — Tamanhos de goticula, Indice de polidispersidade e potencial zeta da

nanoemulsdo de Melaleuca 2x depois de 24h e depois de 30 dias.

indice de Potencial zeta
Tempo Tamanho (nm) . .
polidisperséo (IPd) (mV)
D1 178,7 + 2,69 0,03 £0,02 -7.0 £ 0,68
D30 187,83 £ 2,28 0,04 £ 0,01 -9,03+£0,42

Fonte: Elaborado pelo autor.
5.2 Reologia de fluxo

Um dos parametros relevantes na caracterizacao das formulagdes semissolidas é
a reologia, pois concede informacgfes importantes e sobre o comportamento das
formulagBes como desempenho e aplicacdo na pele. Além de avaliar caracteristicas

como fluxo, espalhabilidade e viscosidade da formulacdo, também ajuda a avaliar
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estabilidade, propriedades fisico-quimico e sensorial das formula¢cées durante o
armazenamento (Duarte, 2023).

A tixotropia € uma diminuicdo da viscosidade aparente quando subjugado a uma
elevacdo na taxa de cisalhamento, é reversivel, dependente do tempo e isotérmica
(Sonebi; Yahia, 2020). Durante o processo de cisalhamento acontece a
desestruturacdo do sistema sendo a tixotropia, no caso dos hidrogéis ocorre o
afrouxamento das cadeias poliméricas (representado pela curva ascendente).
Quando é retirada a tensdo de cisalhamento, o processo inicial de recuperacao da
estrutura é demorado (demostrado pela area de histerese entre as curvas ascendente
e descendente), necessitando de tempo para reestruturacdo das cadeias poliméricas
(Ortan et al., 2011). Esse comportamento foi observado para os dois hidrogéis
contendo os Oleos de M. alternifolia e A. indica (Figura 11 e Tabela 5).

O desejavel para formulacdes de aplicacdo sobre a pele € que tenha
comportamento de reducdo da viscosidade quando submetido a cisalhamento, pois
assim terdo uma caracteristica que facilitara a espalhabilidade e a retirada do produto
(Herrada-manchon; Fernandez; Aguilar, 2023).

O comportamento de fluxo (n) representa a reologia do fluido. Quando n=1 os
fluidos séo classificados como fluidos newtonianos e n # 1 sdo classificados como
fluidos ndo newtonianos. Os valores dos indices de fluxo mostram que h& uma relacéo
linear entre a taxa de cisalhamento e a tensdo de cisalhamento para fluidos
Newtonianos (Ansari et al., 2020). Quando o fluido vai se tornando mais viscoso, 0
indice de consisténcia (k) aumenta; e quando um fluido vai se tornando menos
viscoso, o valor de "n" diminui. E quando o valor de "n" é igual a 1, o fluido é
considerado Newtoniano. Ja se o valor de "n" for maior que 1, o fluido € denominado
como dilatante significando que a viscosidade aparente aumenta em quanto a taxa de
cisalhamento aumenta. Se o valor "n" estiver entre zero e 1, o fluido € denominado
como pseudoplastico, mostrando afinamento por cisalhamento significando que a
viscosidade aparente diminui em quanto a taxa de cisalhamento aumenta (Fonseca-
santos et al., 2019).

Os dois Hidrogéis testados apresentaram o valor de n < 1, mostrando que as

duas formulagcbes contendo os 6leos séo classificados com pseudoplastico.
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Figura 11 — Reologia de fluxo dos Hidrogéis. Simbolos preenchidos: ida, simbolos
nao preenchidos: volta.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 5 - indice de consisténcia (K) e Comportamento de fluxo (n) para os Hidrogéis.

indice de
~ NP Comportamento 2
Formulacdes consisténcia R
de fluxo (n)
(Pa.s)
Melaleuca 69,00 0,324 0,998
Neem 134,9 0,268 0,999
Branco 108,3 0,276 0,998

Fonte: Elaborado pelo autor.
5.3 Reologia oscilatoria

Os modelos de armazenamento e de perdas representam a reologia oscilatoria e
também s&do denominados de G’ e G”, além de fornecerem informacgdes sobre a
viscoelasticidade das formulagdes e de suas organizagfes internas. O G’ avalia a
energia de deformacdo armazenada durante o processo de cisalhamento enquanto
G” avalia a energia dissipada durante o cisalhamento. Se G” > G’ significa que a
amostra se comporta mais como um liquido viscoso, ja enquanto G' > G" significa que

a amostra se comporta mais como um solido elastico (Duarte, J., 2023).
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No caso das formulagcGes preparadas com os oOleos de M. alternifolia e de A.

indica contendo o carboximetilcelulose (CMC) apresentaram G' maior que G",

indicando uma menor capacidade de absorcdo de energia sob carregamento

oscilatorio (Figura 12). Isso sugere que esses hidrogeis podem ser mais elasticos.

E importante notar que os dois hidrogéis exibiram valores de G' maiores do que

G", indicando que eles sado elasticos, o que é vantajoso para utilizagbes topicas dos

produtos, pois apresentam capacidade de manter sua forma e aderir a pele de maneira

eficaz. Na literatura demostra que formulac¢des que tem G’ > G” apresentam estruturas

altamente organizadas (Calixto et al., 2018).

Figura 12 - Reologia oscilatoria dos Hidrogéis. Simbolos preenchidos — G’ e

simbolos nao preenchidos — G”

6x105-
& 4x105 e
?, e
O 2x105| o ae2887
0 1 1 1
0 2 4 6

Frequéncia (Hz)

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4 TESTE DE REPELENCIA

Teste 1: Oleos diluidos em alcool 70%

Os resultados do teste de repeléncia referentes ao pouso dos 6leos diluidos em

alcool 70% mostraram que o 6leo de M. alternifolia apresentou a maior repeléncia do

inicio até as duas horas quando comparada com o 6leo de A. indica (Tabelas 6, 7 e 8
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e Figuras 13 e 14). O 6leo de M. alternifolia diluido em alcool 70% obteve uma média
de porcentagem de repeléncia inicial de 87,2% e ap6s duas horas apresentou uma
média de porcentagem de repeléncia de 46,9%; ja o 6leo de A. indica diluido em &lcool
70% obteve uma média de porcentagem de repeléncia inicial de 38,5% e apés duas

horas apresentou uma média de porcentagem de repeléncia de 34,6%.

Com o intuito de avaliar a eficacia da nanoemulsdo, como avaliar seu tempo de
duracdo e melhora de bioatividade, foram realizados testes com os 0Oleos diluidos em

alcool 70%.

Tabela 6 — Porcentagem de repeléncia dos testes realizados em 06 voluntarios

com alcool 70%.

Voluntario V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 Média
Oh 33,8% | 11,5% | 22,6% - 0% 26% 31% | 20,8%
1h 19,4% | 29% 10% - 0% 35% | 25,7% | 19,9%
2h 13,7% | 6,3% | 15,4% - 21,4% | 151% @ 2,4% 12,4%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 7 — Porcentagem de repeléncia dos testes realizados em 07 voluntarios

com o 6leo de M. alternifolia diluido com alcool 70%.

Voluntario V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 Média
Oh 94% | 83,8%  73,2% @ 96% | 89,5% | 90,6% | 90,4% | 88,2%
1h 62,7% | 62% | 63,5% | 46,7% | 63% | 58,5% | 66,7% | 60,4%
2h 42,5% | 50% 24% | 60,5% | 53,6% 28% | 65,2% | 46,3%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 8 — Porcentagem de repeléncia dos testes realizados em 07 voluntarios

com o0 6leo de A. indica diluido com alcool 70%.

Voluntario V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 Média
Oh 56,1% | 13,6% | 30,5% | 40% 38% 49% | 61,4% 41,2%
1h 22,6% | 50,5% | 18% 25% | 37,7% | 48% 34% | 33,7%
2h 3,5% | 348% 13,3% @ 11%  385%  49% | 37,3% | 26,8%

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 13 — Porcentagem meédia de repeléncia do 6leo de M. alternifolia diluido

com alcool 70% referente ao pouso de Lu. longipalpis.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Figura 14 — Porcentagem média de repeléncia do 6leo de A. indica diluido com

alcool 70% referente ao pouso de Lu. longipalpis.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Teste 2: Hidrogéis contendo as nhanoemulsdes (059 de 6leo)

Os resultados dos testes de repeléncia referentes ao pouso mostraram que as
duas formulagdes, de M. alternifolia e de A. indica apresentaram repeléncia para Lu.
longipalpis (Tabelas 9, 10 e 11 e Figuras 15 e 16). Entretanto, M. alternifolia
apresentou maior porcentagem de repeléncia, sendo aproximadamente 71% no
primeiro momento, e apds duas horas apresentou uma porcentagem aproximada de
34%.

A formulacdo de M. alternifolia apresentou uma porcentagem inicial igual da
porcentagem de repeléncia do produto comercial, mas com o passar do tempo o
produto comercial manteve a repeléncia, enquanto a repeléncia de M. alternifolia
diminuiu. A formulagéo de A. indica apresentou, desde o primeiro momento, uma
porcentagem menor, quando comparada ao produto comercial.

Tabela 9 — Porcentagem de repeléncia dos testes realizados em 07 voluntarios

com o Hidrogel contendo M. alternifolia.

Voluntario V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 Média
Oh 39,1% | 58% | 84,8% 84% 83% | 81,8% 67,5% | 71,2%
1h 0% 44,4% | 26,7% | 41,2% | 43,3% | 58,1% | 60,5% | 39,2%
2h 36% 0% 40% | 48,3% @ 47% | 33,3% | 32,3% | 33,8%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 10 — Porcentagem de repeléncia dos testes realizados em 07 voluntarios

com o Hidrogel contendo A. indica.

Voluntario V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 Média
Oh 57,1% | 30,3% | 61,2% | 48,5% | 9,8% @ 60% | 44,7% | 44,5%
1h 0% 30,6% | 16,3% | 46% | 10,5% | 53% | 34,4% | 27,3%
2h 60% 0% 23% 61% 16% 49% | 32,4% 34,5%

Fonte: Elaborado pelo autor.
Tabela 11 — Porcentagem de repeléncia dos testes realizados em 07 voluntarios

com o produto comercial contendo DEET.

Voluntario V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 Média
Oh 86% 46% 75% 86% | 85,4% | 52,4% | 63,4% | 70,6%
1h 65,4% | 55% | 63,3% | 68,4% | 71,4% | 69% 7% | 67,1%
2h 68% 65% | 54,5%  66,7% | 65% | 77,1% | 69,4%  66,5%
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 15 — Porcentagem média de repeléncia da formulagdo contendo M.
alternifolia referente ao pouso de L. longipalpis.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 16 — Porcentagem média de repeléncia da formulac&do contendo A. indica

referente ao pouso de L. longipalpis.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Teste 3: Hidrogel contendo nanoemulséo de M. alternifolia (1g de 6leo)

ApoOs os resultados promissores de repeléncia do 6leo de M. alternifolia, foi
desenvolvido uma nova formulacdo com um aumento de 10% no volume do 6leo. Essa

formulacéo foi denominada de Melaleuca 2x.

Os resultados do teste de repeléncia referente ao pouso da nova formulagéo
apresentaram uma melhora na porcentagem de repeléncia (Tabela 12 e Figura 17)
principalmente no momento inicial, com uma porcentagem de 87,7%, maior que a do
produto comercial de 70,6%. A nova formulagcdo ndo manteve a porcentagem de
repeléncia ao longo do tempo, mas, estatisticamente, igualou-se ao produto comercial
na primeira hora (p>0,05).

Tabela 12 — Porcentagem de repeléncia dos testes realizados em 07 voluntarios

com o Hidrogel contendo Melaleuca 2x.

Voluntario V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 Média
Oh 83,4% | 79,5% | 91,1% | 89,1%  95,7% | 91% | 82,6%  87,5%
1h 60,5% | 50% | 34,3% | 77,8% | 72,2% | 74% | 72,5% | 63%
2h 66,7% | 54,2% | 20,7% @ 50% 54% | 67,5% @ 45,3% | 51,2%

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 17 — Porcentagem média de repeléncia da nova formulagdo contendo M.

alternifolia referente ao pouso de Lu. longipalpis.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Quando se compara os trés testes para M. alternifolia observa-se que a
formulacdo denominada de Melaleuca 2x foi a que apresentou a maior média de
porcentagem de repeléncia do inicio até as duas horas de teste (Figura 18). A
formulacdo contendo a nanoemulsdo apresentou média de porcentagem de
repeléncia menor comparada com a formulacdo do 6leo diluido com alcool 70%.

No momento de aplicacdo do teste, ndo houve diferenca estatistica entre nenhum
tratamento (p>0,05). Na primeira hora ap0s a aplicacdo, ndo houve diferenca
estatistica entre: DEET, Melaleuca 2X e Melaleuca diluida em alcool (p>0,05), esses
trés tratamentos foram diferentes estatisticamente do Melaleuca (teste 2) (p<0,05). Na
segunda hora de aplicacdo do produto, somente houve diferenca estatistica entre o
DEET e o Melaleuca (teste 2) (p<0,05); para o restante dos tratamentos nao foi

detectada diferenca estatistica (p>0,05).
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Figura 18 — Comparacao entre as formulacdes contendo M. alternifolia referente

ao pouso de Lu. longipalpis.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na comparacao entre as formulacdes contendo A. indica, observa-se que as duas
formulacbes apresentaram média de porcentagem de repeléncia parecidas no inicio
e depois de duas horas, mas apés uma hora a formulagcédo diluida com alcool 70%
apresentou um valor maior (Figura 19).

Houve diferenca significativa (p<0,05) entre DEET vs neem e DEET vs neem
diluido em alcool 70% em todos os momentos do teste; entre neem vs neem diluido
em alcool 70% ndo houve diferenca significativa em nenhum momento do teste

(p>0,05).
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Figura 19 — Comparacéo entre as formulacdes contendo A. indica referente ao

pouso de Lu. longipalpis.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O trabalho realizado por Temeyer et al. (2024) mostrou que para Phlebotomus
papatasi o 6leo de M. alternifolia, diluido em etanol, apresentou uma porcentagem de
repeléncia de 89% em 180 min. O presente estudo também mostrou uma
porcentagem de repeléncia elevada referente a M. alternifolia para Lu. longipalpis.

O 6leo de M. alternifolia, diluido em metanol, foi usado como repelente para Ae.
aegypti e apresentou 100% de protecdo em 10% e 5% de concentracdo. O autor do
artigo atribui sua atividade repelente ao composto mais ativo, o terpinen-4-ol.
Terpinen-4-ol é um composto que tem um efeito repelente forte contra os adultos de
Ae. aegypti e Ae. albopictus (Ajmal et al., 2022). Apesar da diferenca dos grupos dos
insetos utilizados, no presente estudo o 6leo de M. alternifolia apresentou uma
porcentagem de repeléncia de 70% no inicio contra Lu. longipalpis, reforcando seu
potencial repelente.

O trabalho realizado por Mota et al. (2022) mostrou que 6leo de A. indica, diluido
em etanol, apresentou porcentagem de repeléncia de 41,67% para Lu. longipalpis com

uma concentracao de 38.75mg/mL, em humanos. Este dado corrobora o presente
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estudo, que apresentou uma porcentagem média de repeléncia inicial de 44,5% com
5% de Oleo essencial de A. indica, para Lu. longipalpis.

Para a espécie Phlebotomus perniciosus, foi demonstrado que o 6leo de A. indica
(RP0O3™, 2400 ppm de azadiractina) em cachorros apresentou 73,6% de repeléncia,
uma porcentagem maior que a mostrada pelo presente estudo (Bongiorno et al.,
2012). Para Phlebotomus orientalis, o 6leo de A. indica, diluida em 0Oleo de coco,
aplicado em humanos apresentou uma porcentagem de repeléncia de
aproximadamente 96,28% quando utilizado em 2% de concentracdo em 7h e 20 min.,
ja quando estava com uma concentracdo de 5% apresentou um potencial de
repeléncia de aproximadamente 98,26% em 9h (Kebede; Gebre-michael; Balkew,
2010).

E interessante notar que mesmo o repelente comercial ndo apresentou 100% de
repeléncia, mesmo no momento da aplicacdo, o que estimula futuras modificagcoes

nas nanoemulsdes dos 6leos avaliados.

6. CONCLUSAO

Dentre os 0Oleos avaliados, M. alternifolia apresentou maior repeléncia em relacao
a A. indica para Lu. longipalpis.

A nanoemulséo de M. alternifolia ndo prolongou a repeléncia, como esperado e,
provavelmente, essa estrutura limitou a volatilidade dos compostos. A alteracdo na
guantidade do produto (Melaleuca 2X) causou aumento na repeléncia, mas ainda nao
proporcionou a manutencéo da repeléncia ao longo do tempo.

Esses resultados estimulam novas estratégias de formulacdo para otimizar o

potencial repelente do 6leo de M. alternifolia ou dos seus compostos isoladamente.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito repelente de dleos essenciais para flebotominecs.

Pesquisador: Mara Cristina Pinto

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 65806122.8.0000.5426

Instituicdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do C&mpus de Araraquara da UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 5.882.002

Apresentacao do Projeto:

Os flebotomineos s&o insetos pertencentes 8 Ordem Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia
Phlebotomus. Possuem mais de 500 espécies descritas nas Américas. Os flebotomineos s&o
holometabolos.

As fémeas s8o fitofagas e também hematdfagas. Por possuirem habitos hematdfagos podem ser
transmissores de bactérias que causam a Bartonelose, virus e também protozodrios como 0s causadores
das leishmanioses.

Nas Américas, o Lutzomyia longipalpis € o principal vetor do agente etioldgico da leishmaniose visceral,
sendo o vetor mais importante da Leishmania infantum. Um método de controlar os vetores se da pelo uso
de inseticidas de origem quimica. Outras estratégias que impegam o contato entre o vetor e o ser humano,
sdo a utilizagéo de telas cu a aplicagio de repelentes. Os repelentes, como medida de protecfo individual,
se apresentam como uma boa alternativa preventiva para evitar as picadas dos vetores.

Os dleos essenciais de plantas se apresentam como possbilidades interessantes, pois possuem atividades
inseticidas que podem ocorrer de diversas formas: causando morte, deformactes em qualquer estagio de
desenvolvimento, além de ter fungdo de repeléncia.

As leishmanioses fazem parte das doencas negligenciadas, que se caracterizam por atingir populactes de
vulnerabilidade, assim como apresentam lacunas em pesquisas que consigam frazer avangos na ferapia,

diagndstico e profilaxia.
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Os estudos com dleos essenciais como repelentes para flebotomineos s8o incipientes e, aqueles que
utilizam a nanotecnologia para incrementar uma possivel agdo repelente sdo inexistentes.

O oleo essencial de A. indica apresentou indicios de repeléncia para espécies de lebotomineos do Velho
Mundo, enquanto para M. alternifélia ndo ha estudos nessa drea.

Ressalta-se ainda que um limitante para o uso de 6leos essenciais como repelentes & seu reduzido tempo
de eficacia.

Tendo em vista esse cendrio, o presente estudo tem como objetivo avaliar dois oleos essenciais, Melaleuca
alternifolia e Azadirachta indica, e formulagdo de nano emulsfes que contenham esses dleos essenciais,
para avaliar sua possivel acio de repeléncia frente & espécie de flebotomineo Lutzommyia longipalpis,
principal vetor da leishmaniose visceral.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo do estudo & avaliar dois dleos essenciais, Melaleuca alternifolia @ Azadirachta indica, e
formulagdo de nano emulsdes que contenham esses dleos essenciais, para avaliar sua possivel aglo de
repeléncia frente a espécie de flebotomineo Lutzommyia longipalpis, principal vetor da leishmaniose
visceral.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: O risco serd minimo, uma vez que os insetos ndo enfrardo em contato com o brago do individuo,
pois havera uma tela de separacio. Para averiguar a possibilidade de reagdo alérgica, antes da aplicagdo
no brago, os dleos essenciais ser8o aplicado em uma pequena area da mao.

Beneficios: O beneficio serd ter mais opgio de repelentes menos toxico no mercado.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Para avaliar a eficiéncia dos dleos essenciais como repelente usando a metodologia desenvolvida no
laboratdrio de Parasitologia para que os voluntarios ndo tenham contato com os insetos.

Sera usado o tinel de vento que & constituido de uma peca de acrilico continua de 30X30cm com 2 metros
de comprimento que contém uma tampa movel. Um cilindro de ar sintético, conecta-se ao tunel, o que
permite a formagdo de um fluxe de ar que empurra os volsteis até os insetos.

Para os testes de repeléncia, ndo havera a entrada do ar. Uma pecga de acrilico foi desenhada e construida
para defimitar 0 espago onde os voluntarios colocardo o antebraco e os insetos serdo iberados a 40 cm do
novo aparato. Essa pega de acrilico, na forma de um paralelepipedo, tem 12x12cm com 24 cm de
comprimento. Na entrada do timel ha uma pec¢a quadrada de acrilico contendo uma abertura que se encaixa
adequadamente na entrada do tanel.
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Na abertura da peca ha um trilho que permite o deslizamento do aparato que € encaixado nessa parte,
podendo ser removido e trocado durante os testes. Este aparato movel apresenta uma abertura na sua
parte superior @ antenor 85 quais sao revestidas com tecido voil, onde 0s insetos deverdo posar para tentar
a aimentagdo no brago do voluntano.

O tecido voil permite a liberagdo de compostos volateis humanos atrativos para os insetos, sendo possivel
mensurar a aproximacdo do mesmo, sendo trocado durante a manipulagio dos diferentes compostos.
Para cada teste desenvolvido sdo utilizados grupos diferentes de 15 a 20 fémeas de flebotomineos. Os
insetos retirados da coldnia s80 armazenados em caixas menores de acrilico dispostas dentro do tanel de
vento. Os flebétomineos séo liberados na regido oposta ao aparato sendo mensurada sua aproximagio na
Com o intuito de avaliar a nova metodologia, o DEET sera utilizado como controle positivo nessa fase dos
experimentos. O antebrago dos voluntarios sera previamente lavado com extram 5% seguido de aicool
isopropilico 50% ambos diluidos em agua deionizada. Um dos antebragos sera o controle e o oufro o
tratamento. A quantidade de DEET necessaria para o teste serd de 12,63 ul.

O teste terd duragdo total de 2 horas, sera avaliada a atividade repelente no momento em que foi feita a
aplicagdo (T0), uma hora apds a aplicacdo (T60) e duas horas apés a aplicagio (T120°). O tempo decorrido
no teste seguira a recomendacio descrita pelo fabricante da durago da atividade repelente do DEET.

Nos tempos descritos acima, os dois bragos ficar8o por 5 minutos no aparato (primeiro o controle e depois o
tratamento) e sera mensurada a quantidade de pousos observados no tecido voil que recobre a area
exposta do antebrago.

A porcentagem de repeléncia @ avaliada o numero de tentativas de picadas (nimero de pousos) durante o
tempo dos testes @ anotado para que seja feito o calculo da porcentagem de repeléncia, de acordo com a
seguinte formula: %R = (Nc Nt)/NCX100 Onde Nc € o nimero total de pousos no antebrago controle
negativo e Nt o nimero total de pousos no antebrago tratado com os compostos testados. O teste de t
student sera utilizado para avaliar as médias de pousos dos insetos nos tempos 0, 60 e 120 min,

Consideragtes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi apresentado e encontra-se redigido seguindo as
orientagdes do CEP/CONEP.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

A Vice coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, no

Endersgo: Rodovia Araracuara Jdad, km 1
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exercicio da Coordenadoria, analisou e aprovou “ad referendum” o projeto de pesquisa em questdo. O
Relatdrios Parcial devera ser entregue em agosto de 2023, e o Relatério Final, junto aos Termos de
Consentimento Livre Esclarecido (originais e assinados em todas as folhas), devera ser entregue em
fevereiro de 2024.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagso
Informagbes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 06/02/2023 Aceito
do Projeto ROJETO 2022688 pdf 15:21:26
Outros cartarespostaCEP pdf 06/02/2023 |Mara Cristina Pinto Aceito

15:20:54
TCLE/ Termos de | TCLEMatheus.pdf 06/02/2023 |Mara Cnstina Pinto Aceito
Assentimento / 15:19:48
Justificativa de
Projeto Detalhado/ |ProjetoMestradoRepelente_CEP.pdf 06/02/2023 |Mara Cristina Pinto Aceito
Brochyra 15:19:22
Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 06/02/2023 |Mara Cristina Pinto Aceito
15:14:31
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

ARARAQUARA, 08 de Fevereiro de 2023

Assinado por:
CLEOPATRA DA SILVA PLANETA
(Coordenador(a))
Enderego: R A 3, km 1
Bairro: Carmpus Unrversianc CEP: 14801.802
UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Tolofone: (16)3301.4657 E.mail: sta@écfar.unesp.br
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ANEXO C - LAUDO DE QUALIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE Azadirachta indica

OLEO DE NIM
NEEM OIL
INCI Azadirachta indica A. Juss
CAS 8002-65-1
NCM 3301.29.90
Procedéncia: Nacional
Processo: Cold Press

Analise Fisico-Quimica

DADOS PARAMENTRO RESULTADOS
Cor Castanho esverdeado Ok
Odor Caracteristico Ok
Densidade (g/cm?) 0,85-0,95 0,93
Viscosidade (mPa.s) 80,0 -130,0 1211
indice Acidez Max. 1 09
indice Refragao 1450 - 1,480 1,462
indice Peréxido (meqO2/kg) Méx. 20 Ok
indice Saponificagao 180 - 195 190
Substancia Ativa (Azadirachtina A) 1.200 - 3.000 (ppm) 29179
Substancia Ativa (Azadirachtina B) 150 — 450 (ppm) 343,2

* Testes realizados a temperatura ambiente 25°C

ANEXO D - LAUDO DE QUALIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE Melaleuca
alternifolia



56

=) AROMATERAPIA

égé terraflor LAUDO TECNICO DE ANALISE
L

IBD

INGREDIENTES
NATURAIS

NOME COMERCIAL Oleo essencial de Tea Tree 10ml

NOME CIENTIFICO Meialeuca Alternifolia

PARTE DA PLANTA E FORMA DE EXTRACAD Destilagdo a vapor da planta florida

COMPOMENTES PRINCIPAIS 4-terpineol / y-terpinenc / a-terpineno

LOTE TERRA FLOR 22215
PRODUZIDD EM 11/10/2022
VALIDADE out/25
PROPRIEDADES
FORMECEDOR ANALISE TERRA FLOR
APARENCIA Liquido Liquido
ODOR Pungente, adstringente Pungente, adstringente
COR Levemente amarelado Levemente amarelado, quase incolor
DENSIDADE (g/cm?) 0,887 0,826
INDICE REFRACAQ 1,478 N/D
ROTAGAD OPTICA N/D N/D

ESTE DOCUMENTO E UMA COPIA FIEL DO LAUDO TECNICO DO FORNECEDOR E A ANALISE DO PRODUTO FEITA PELA
TERRA FLOR DE ACORDO COM O CONTROLE DE QUALIDADE DEFINIDO PELA EMPRESA. ESTE LAUDO E DIGITAL,
PORTANTO, DISPENSA ASSINATURA.



Rua 9, quadra 10 - Lote 01
Setor Planalto - Alto Paraise de Goias
(62) 3446-2162 - atendimento@terra-flor.com

Este documento € uma copia fiel do fomecedor.

Oleo essencial: Tea Tree - Melaleuca altemifolia
Lote Fornecedor:  4643-21

Lote Terra Flor: 22215

Data producéo lote: 11/10/2022
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AROMATERAPIA

Tempo
Ndmero do pico | retengio Conoo,l‘ltmlo Nome do composto® CAS#
(min)
1 6,60 09 Thujene <alpha> 2867-05-2
2 6,81 28 Pinene <alpha> B0-55-8
3 799 05 Sabinene 3387-41-5
4 8,11 08 Pinene <beta> 127-91-3
5 8,49 1,0 Myrcene 123-353
8 0,44 1186 Terpinene <alpha> 99-86-5
7 9,70 17 Cymene <para> 99-87-6
8 9,86 19 Uimonene 5989-27-5
a 9,95 32 Eucalyptol 470-82-6
10 11,02 29 Terpinene <gamma> 99.85-4
11 1211 39 Terpinolene 585-62-9
12 15,96 385 T’orplnon-#ol 562-74-3
13 16,38 25 Terpineol <alpha> 08-55-5
14 26,75 08 Aromadendrene 489-20-4
15 27,63 04 Aromadendrene <allo> 26246-27-9
16 29,01 1,1 Vindifiorene + Bicyclogermacrene 21747-46-6 /
24703-35-3
17 30,11 08 Cadinene <delta> 483-76-1
% de picos controlados 953 . 3
% de picos néio controlados 4,7 - -
Total 100,0 - -
* ldentificacio apenas dos componentes controlados,
750 + é - 750
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Documento digital, valido sem assinatura.
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