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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).



14

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
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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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