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Avaliacao inseticida contra Pediculus humanus
capitis De Geer e de irritacao cutanea aguda
de solucoes hidroglicélicas contendo
Ruta graveolens L.

Insecticide activity against Pediculus humanus capitis De Geer and acute skin irritation
from hydro-glycolic solution of Ruta graveolens L.

Rosilda Aparecida Kovaliczn'; Francielli da Silva Risden’; Andrei Nicoli Gebieluca DabuF;
Paulo Vitor Farago? & Josiane Padilha de Paula®

RESUMO - Diversas estratégias tém sido propostas pela industria farmacéutica para o tratamento da pediculose
no couro cabeludo. Entretanto, ja existem relatos de espécimes de Pediculus humanus capitis De Geer resistentes
a algumas preparacdes farmoquimicas, além do elevado custo de muitos desses medicamentos. O objetivo do
presente estudo foi avaliar a atividade piolhicida do extrato hidroglicélico de Ruta graveolens L. (EHRG), bem
como, investigar a irritabilidade cutanea dessa formulagdo na pele humana. O ensaio inseticida in vitro foi realizado
em triplicata, a partir do contato direto de piolhos (n = 6) com o0 EHRG puro e também, diluido a 20% (V/V). O
teste de irritagdo cutanea aguda in vivo do EHRG, sem diluicdo prévia, foi desenvolvido no antebraco de volunta-
rios (n = 30). Ambas as investiga¢des foram efetuadas frente aos respectivos controles, sendo que os voluntarios
previamente aceitaram e assinaram termos de consentimento livre e esclarecido. O EHRG, nas condig¢des analisa-
das, revelou uma atividade piolhicida com morte de 50% dos espécimes no tempo médio inferior a 3min e a
25min, respectivamente, para as preparagdes na forma pura e diluida. Na irritacdo cutanea primadria, apds 4h da
aplicacdo do EHRG, apenas em um dos voluntdrios ocorreu sensibilizagdo minima. Considerando os resultados
obtidos para os controles, foi possivel comprovar a eficidcia dessa formulag@o como inseticida piolhicida e garan-
tir a sua seguranga, em fungdo da baixa irritacdo na pele dos individuos submetidos ao teste. Dessa forma, sugere-
se que o extrato hidroglicélico de Ruta graveolens L. € uma alternativa promissora e de baixo custo no tratamento
tépico da pediculose no couro cabeludo.

PALAVRAS-CHAVE - Arruda; medicamento fitoterdpico; pediculose; tratamento tépico.

SUMMARY — Several approaches have been proposed by the pharmaceutical industry to the head lice infection’s
treatment. However, some Pediculus humanus capitis De Geer specimens are reported as resistant to some chemical
formulations. Moreover, the high cost of these medicines is also a problem. The aim of this paper was to investigate
the Ruta graveolens L. (HERG) activity as a hydro-glycolic solution against head lice and to study the skin
HERG irritation in human. The in vitro insecticidal test was performed in triplicate based on the direct head lice
contact (n = 6) with pure HERG and diluted (20%V/V). The in vivo acute skin HERG irritation (not previously
diluted) was achieved on the human forearms volunteers (n = 30). Both analyses were carried out against the
respective controls. Human volunteers were previously approved and signed in free consenting terms. In the
evaluated conditions, HERG showed an activity against head lice in specimens death (50%) minor than 3min and
25min, respectively for pure and diluted forms. After 4h, a primary irritation was verified only in one volunteer
for HERG, as slight skin sensitivity. Concerning to the results obtained in controls, phytoformulation revealed
efficacy and security with low human skin irritation. Therefore, the HERG can be regarded as a promising and
low cost alternative to the topical head lice infection treatment.

KEYWORDS — Rue; phytoterapic medicine; head lice infection; topical treatment.
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INTRODUCAO ra, Pediculidae), conhecido popularmente como piolho da

cabeca (NEVES, 2006; REY, 2002; PESSOA & MARTINS,

pediculose do couro cabeludo € uma enfermidade en- | 1988). Ocorre em qualquer idade, independente de sexo,

émica de distribuicdo mundial, causada pelo Pedicu- | raga, classe social ou credo (STORER, 1999; PESSOA &
lus humanus capitis De Geer, 1778 (Phthiraptera, Anoplu- MARTINS, 1988), ocasionando dermatites, infeccdes se-
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cunddrias e, em quadros mais graves, até anemia ferropri-
va(CARRERA, 1991; BARBOSA & PINTO, 2003). A trans-
missdo decorre do contato direto ou por intermédio de f6-
mites (pentes, escovas, bonés, roupas de cama, etc.), com
a manutencdo da vitalidade dos insetos fora do hospedeiro,
em geral, superior a 24h (KOVALICZN et al., 2007; BAS-
TOS et al., 2004; BURKHART, 2003).

Diferentes estudos epidemioldgicos apontam que essa
patologia tem crescido significativamente a partir dos ulti-
mos 50 anos, principalmente entre criangas (CATALA et
al.,2005; BARBOSA & PINTO, 2003; BORGES & MEN-
DES, 2002; CHOSIDOW, 2000; PICOLLO, 1999; MUM-
CUOGLU et al., 1990). Estudos de BARBOSA & PINTO
(2003), revelam que, no Brasil, a pediculose chega a atingir
cerca de 30% das criancas em fase escolar. Considerando
esses dados, que revelam a prevaléncia dessa infestagdo no
contexto da sadde coletiva, estudos apontam para a neces-
sidade de aprimorar estratégias de tratamento piolhicida.

Atualmente, a indudstria farmacéutica disponibiliza no
mercado védrios medicamentos de uso tépico para o con-
trole da pediculose, a partir de inseticidas sintéticos com
estruturas baseadas em benzoatos, organoclorados, sulfu-
rados, piretrdides, entre outros. Entretanto, algumas pes-
quisas demonstram que o uso continuo desses medica-
mentos tem desenvolvido a resisténcia dos piolhos, elimi-
nando seletivamente os individuos mais suscetiveis e con-
centrando na populagdo, os individuos capazes de tolerar
maiores doses dos compostos, ou seja, o aumento das do-
ses significa somente a selecdo de individuos mais resis-
tentes, aumentando o risco toxicolégico (CESTARI et al.,
2004; PICOLLO, 1999).

Algumas estratégias de baixo custo tém sido apresenta-
das para o controle da pediculose, como a catacdo manual,
a escovagdo frequente dos cabelos, além do uso de medi-
das populares para facilitar a remoc¢ao desse agente etiol6-
gico. Nesse contexto, a medicina tradicional utiliza empiri-
camente diversas plantas medicinais na forma de infusos e
locdes topicas, porém, sem respaldo integral da ciéncia
(GOMES et al., 1999).

Entre as plantas com potencial piolhicida, € possivel
verificar a utilizagdo da Ruta graveolens L. (Rutaceae),
comumente denominada arruda. E uma espécie de facil
cultivo, disseminada mundialmente. Suas folhas contém
glandulas translicidas com 6leo essencial (0,1 a 0,6%),
responsavel pelo odor caracteristico do tixon. A composi-
¢do quimica revela ainda alcaldides quinolinicos (com po-
tencial toxico), flavonoéides, taninos, resinas e dcidos orga-
nicos, entre outros (FERREIRA et al., 2004; ALONSO,
1998).

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho é
avaliar a atividade piolhicida do extrato hidroglicdlico de
Ruta graveolens L., bem como, investigar a irritagdo cuta-
nea primdria dessa formulac@o na pele humana.

MATERIAL E METODOS

_ Esta pesquisa foi registrada e aprovada pelo Comité de
Etica e Pesquisa (COEP) da Universidade Estadual de Pon-
ta Grossa (UEPG), sob parecer n°. 26/2007, com os devi-
dos termos de consentimento livre e esclarecido para a rea-
lizacdo da coleta manual de Pediculus humanus capitis e
para a aplicagdo do extrato hidroglicélico de Ruta graveo-
lens L. (EHRG) em voluntarios humanos.
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O material botanico foi coletado na Casa do Menor Ir-
maos Cavanis, em Ponta Grossa (Parana-Brasil), em abril
de 2007. A colheita ocorreu préximo as 12h, com tempo
ensolarado, temperatura de 30 °C e umidade relativa (UR)
do ar em torno de 58%. Uma exsicata foi identificada pela
taxonomista botanica Prof®. Dr*. Inés Janete Mattozo Take-
da, sendo depositada no Herbario da Universidade Estadual
de Ponta Grossa (HUPG), sob o nimero 6697. As folhas
adultas e os fragmentos de caule foram submetidos a seca-
gem em condicdes de laboratdrio (temperatura de 20 a 25
°C e UR de 65%), para a subsequente elaboracdo do EHRG.

O EHRG foi obtido por processo de turbo-extracdo
durante Smin a 2500 rpm, empregando 20% de material
vegetal seco e solucdo aquosa de glicerina a 50% (V/V)
(SG50) g.s.p. 100mL, liquido extrator com elevada capa-
cidade de remocgao de principios ativos vegetais e de baixa
irritabilidade cutanea (SONAGLIO et al., 2004; LIST &
SCHMIDT, 2000; VOIGT & BORNSCHEIN, 1982). Ap6s
afiltracdo, uma dilui¢do a 20% (V/V) do EHRG foi elabora-
da com o mesmo liquido extrator, obtendo-se as formas
extrativas denominadas de EHRG puro e EHRG diluido. As
solugdes foram acondicionadas em frasco ambar, identifi-
cadas, e mantidas em temperatura ambiente.

Os espécimes de Pediculus humanus capitis foram re-
tirados do couro cabeludo de criangas e adolescentes, de
ambos os sexos, na faixa etaria de 6 a 14 anos, assistidos
pela Casa do Menor Irméos Cavanis. Apds o procedimento
de catacdo manual, os insetos vivos foram acomodados
junto a alguns fios de cabelos dos préprios voluntirios e
imediatamente transferidos para recipientes de poli(tereftalato
de etileno) cristal com capacidade de 100mL, tamponados
com gaze de algoddo e fixada por eldstico. Os frascos fo-
ram depositados em caixa de isopor, fechada, mantendo-
se a temperatura interna entre 25 ¢ 28 °C e a UR entre 70 e
73% monitoradas por meio de termohigrometro. Nessas
condig¢des, o transporte dos exemplares ao Laboratério de
Parasitologia Humana da UEPG foi efetivado em um prazo
maximo de 2h a partir da coleta.

Apbs a constatagdo da mobilidade dos espécimes de
Pediculus humanus capitis (n = 72), esses insetos em dife-
rentes fases evolutivas (ninfas e adultos) foram separados
em grupos de 6 e transferidos, com auxilio de pinca ento-
moldgica, para placas de Petri de vidro com 5cm de did-
metro. Cada ensaio inseticida in vitro foi realizado em tri-
plicata, a partir do contato direto dos ectoparasitos com
SmL do EHRG puro, tomando-se o cuidado para que os
piolhos ficassem totalmente submersos na formulagdo. Os
exemplares foram observados por estereomicroscopia de
forma continua nos primeiros 15min e, periodicamente, a
cada 15min durante a primeira hora e, com observagdo a
cada 30min, a partir da segunda hora, por um tempo total
de 4h para a verificagdo da letalidade. A auséncia de ativida-
de motora e de movimentacdo do contedido intestinal de
cada espécime foram os critérios estabelecidos para a ava-
liacdo da letalidade. O mesmo procedimento foi adotado
para os grupos EHRG diluido, controle negativo e controle
positivo.

O SG50, liquido extrator utilizado para a obtencdo do
EHRG;, foi avaliado como controle negativo. Como contro-
le positivo, foi empregado o Piolin® (lote n°. 40436), sham-
poo fitoterdpico contendo Ruta graveolens L. (arruda),
Juglans regia L. (nogueira) e Artemisia vulgaris L. (arte-
misia) (PIOLIN, 2005). Os dados foram tratados por ana-
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lise de varidncia, utilizando o teste “t”” de Student, no inter-
valo de confianga estabelecido de 95% ou p < 0,05.

O teste de irritagdo cutinea aguda in vivo do EHRG,
sem dilui¢do prévia, foi desenvolvido em voluntdrios hu-
manos (n = 30), de ambos os sexos, na faixa etdria de 18 a
30 anos. Para isso, um papel celuldsico foi embebido com
50uL cm™ do EHRG e aplicado na por¢do anterior do ante-
brago de cada voluntério e coberto com um bioadesivo ci-
rurgico. Como controle negativo, foi empregado o liquido
extrator SG50. Uma solugdo de lauril sulfato de sédio a
20% (m/V) (SLSNa20) foi estabelecida como controle po-
sitivo, de acordo com a recomendacao da literatura (PADI-
LHA DE PAULA er al., 2003; DRAIZE et al., 1944), em
funcdo do seu elevado potencial de sensibilizacdo cutanea.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da atividade inseticida das amostras con-
tra os espécimes de Pediculus humanus capitis estdo su-
marizados na Tabela I. O EHRG puro revelou um tempo
médio de Imin e 46s, com desvio padrdo (SD) de 21s e
coeficiente de variagc@o percentual (%CV) de 20% para a
letalidade dos ectoparasitas, analisados em triplicata. Nas
mesmas condi¢des, o EHRG diluido apresentou um tempo
médio de 59min (SD = 40min e %CV = 68 %), sendo que
para o controle positivo (Piolin®) foi obtido um tempo mé-
dio de 1min e 23s (SD = 21s e %CV = 25%). Entretanto,
apods o término do tempo de 4h de observagdo, o controle
negativo (SG50) nao demonstrou efeito inseticida para to-
dos os espécimes ensaiados em triplicada, sendo que, em
média, dois ectoparasitos permaneceram vivos, mesmo ao
final do experimento.

TABELAI
Atividade inseticida in vitro do extrato hidroglicélico de
Ruta graveolens L. (EHRG) contra o Pediculus humanus
capitis De Geer

Tempo médio
de letalidade*

Coeficiente de variacao

Amostras avaliadas percentual (%CV)

Desvio padrao (SD)

EHRG puro 1min e 46s 21s 20%
EHRG diluido 59min 40min 68%
Controle positivo  1min e 23s 21s 25%
(Piolin®)
Controle negativo >4h n.d. n.d.

(8G50)**

*6 espécimes de ectoparasitas por andlise, em triplicata
**ndo demonstrou efeito inseticida para todos os espécimes ensaiados no término do tempo de 4h

Considerando os resultados obtidos para o tempo mé-
dio de letalidade dos ectoparasitos estudados, foi possivel
verificar que o EHRG puro teve um desempenho similar ao
do controle positivo (Piolin®). Avaliando que esses produ-
tos, na forma de solug@o hidroglicdlica e de shampoo, res-
pectivamente, devem ser mantidos por 15min em contato
com a regido capilar do hospedeiro infestado, ambas as
formulacdes demonstraram ser eficazes no tratamento da
pediculose do couro cabeludo.

Entretanto, pela aplicacdo da andlise de variancia (ANO-
VA), foi constatado que o valor da variancia dentro dos
grupos (MQG = 346,6) é menor que o valor da varidncia
das médias (MQR = 793.,5), indicando que existe uma di-
ferenca estatistica entre os grupos investigados. Além dis-
so, o valor do f calculado (9,26) é maior do que o f tabela-
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do (7,71), com p = 0,038996, comprovando que hd dife-
renca significativa no tempo médio de letalidade entre o
EHRG puro e o Piolin®, ao nivel de significancia de 5%.
Esse fato pode ser justificado pela presenga de outros tdxons
vegetais com indicag@o piolhicida no produto comercial,
capazes de potencializar o efeito da Ruta graveolens L.,
além da composicdo detergente da formulacdo, capaz de
reduzir a tensdo superficial e favorecer o contato intimo
com os espécimes.

Para o EHRG diluido a 20% foi observada a morte de
todos os exemplares de Pediculus humanus capitis em um
tempo médio de 59min (Tabela I), valor superior ao tempo
de aplicagiio recomendado para o shampoo Piolin® (15min).
Dessa forma, nas condi¢des de utilizacdo propostas, 0 ex-
trato de arruda diluido néo se revelou eficaz para o trata-
mento da pediculose, apresentando um comportamento
intermedidrio entre o controle positivo (tempo médio de
letalidade de 1min e 23s) e o controle negativo (tempo de
letalidade superior a 4h). Entretanto, cabe destacar que o
EHRG, mesmo diluido, teve um desempenho mais satisfa-
tério que o controle negativo SG50, revelando que os com-
postos quimicos da espécie Ruta graveolens L., na forma
farmacéutica avaliada, possuem efeito pediculicida.

Para o controle negativo, considerando o estudo em
triplicata, foi observado que 33,3% dos exemplares em
contato com a solucdo aquosa de glicerina a 50% (V/V)
permaneceram vivos ao final do tempo de 4h. A morte par-
cial dos espécimes pode ser explicada pelo efeito osmético
que o SG50 possui, em funcdo do elevado teor de glicerina
que a compde, ocasionando a reducdo da sobrevida do in-
seto nesse meio liquido.

No teste de irritacdo cutanea aguda in vivo, o EHRG
puro revelou irritacdo minima (+) em um dos 30 volunté-
rios em avaliacdo, no tempo de 4h, apds a administragdo da
solucdo-teste. O mesmo resultado foi verificado para o
SG50, controle negativo empregado no ensaio. Nos tem-
pos de 24h, 48h e 72h apds o inicio desses tratamentos,
nao foi observada nenhuma irritacdo nos individuos sub-
metidos a avaliagdo.

Nesse ensaio, a SLSNa20 (controle positivo), entretan-
to, indicou irritagdo cutdnea minima (+) em 7 voluntérios e
irritacdo moderada (++) em um voluntério no tempo de 4h.
No tempo de 24h, foi encontrada uma irritagio minima (+)
em 8 voluntdrios e uma irritacdo moderada (++) em um
voluntdrio. Transcorridas 48h e 72h da aplicagdo do con-
trole positivo, foi observada uma irritagdo minima (+), res-
pectivamente, em 5 e 4 voluntérios.

Para nenhuma das trés amostras, inclusive a SLSNa20,
foi constatada uma irritagdo significativa (+++). Esses re-
sultados demonstram que o EHRG puro tem baixa capaci-
dade de desencadear uma irritacdo cutanea aguda in vivo,
0 que garante a sua seguranga para o uso em humanos.

Considerando o desempenho do EHRG puro nos estu-
dos in vitro e in vivo, € possivel estabelecer que o mesmo
atende ao recomendado por PICOLLO (1999), que acon-
selha o desenvolvimento de formulacdes pediculicidas com
baixa toxicidade e maxima efetividade.

CONCLUSAO
O extrato hidroglicélico de Ruta graveolens L. sem di-

luicdo prévia, avaliado por meio da atividade inseticida con-
tra o Pediculus humanus capitis e da irritacdo cutinea agu-
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da, demonstrou ser uma alternativa eficaz, segura e de bai-
X0 custo ao tratamento tépico da pediculose no couro ca-
beludo.
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