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ABSTRACT

Ocimum selloi Benth. (Lamiaceae), also known as “alfavaca”, is an herbal plant native to
Brazil. The essential oil obtained from its leaves has been used as a flavoring additive in
foods, dental and oral products, and as an ingredient of fragrances. In the Brazilian traditional
medicine O. selloi has been widely employed as an anti-inflammatory and anti-spasmodic
remedy and, also, to treat diarrhea. The main objective of the present study was to evaluate
the mosquito repellent activity and skin irritant potential of O. selloi oil in humans.
Furthermore, data were also provided on the toxicological profile (acute oral toxicity to mice
and mutagenicity in the Ames’ test), and on the physicochemical properties as well as on the
chemical constituents of the essential oil of O. selloi grown in Ponta Grossa, Parana state. The
essential oil was obtained by hydro-distillation of O.selloi leaves. Chemical constituents were
determined by Thin Layer Chromatography (TLC) and GC-MS/MSD. The main chemical
constituents of the volatile oil analyzed by GC-MS/MSD were estragole (55,38%) and trans-
anethole (34,23%). The O. selloi oil proved to be acutely toxic and lethal to mice (females
more susceptible than males) at doses equal to or higher than 1500 mg/kg body wt. No
mutagenicity was found in in vitro assays with Salmonella thyphimurium tester strains TA97a,
TA98 and TA100, without and with addition of S9 mixture. No skin irritancy was noted in the
forearms of 30 volunteers exposed to O. selloi oil for 4 hours. In a field study in which six
volunteers (each individual is his own control) were exposed to Anopheles brasiliensis for 30
minutes, O. selloi (10% w/v solution in ethanol) drastically reduced the frequency of bites as
compared to ethanol alone (reduction of 88%, P=0,01) thereby proving to be an effective
mosquito repellent.

Key words: Ocimum selloi, repellent, Anopheles brasiliensis, estragole, anethole.
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RESUMO

O Ocimum selloi Benth. (Lamiaceae), também conhecida como “alfavaca”, ¢ uma planta
herbacea que ocorre no Brasil. O 6leo essencial obtido das suas folhas tem sido usado como
aditivo aromatizante em alimentos, produtos odontoldgicos e como ingrediente de fragrancias.
Na medicina popular brasileira, o O. selloi tem sido amplamente empregado como remédio
antiinflamatério e antiespasmddico e, também, para tratar diarréia. O principal objetivo deste
estudo foi avaliar a atividade repelente de mosquitos e o potencial de irritagdo dérmica do
6leo de O. selloi em voluntarios. Além disso, foram obtidos também dados sobre o perfil
toxicoldgico (toxicidade aguda oral data e mutagenicidade no teste de Ames), e sobre as
propriedades fisico-quimicas e constituintes quimicos do dleo essencial do O. selloi coletado
em Ponta Grossa, estado do Parana. O dleo essencial foi obtido por hidrodestilagao de folhas
de O. selloi. Os constituintes quimicos foram determinados por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) e GC-MS/MSD. Os principais constituintes do 6leo volatil analisado por GC-
MS/MSD foram o estragol (55,38%) e o trams-anetol (34,23%). O o6leo de O. selloi foi
agudamente toxico e letal para camundongos (fémeas mais susceptiveis que machos) em
doses iguais ou superiores a 1500 mg/kg de peso corporal. Nao foi observada atividade
mutagénica em ensaios in vitro com as linhagens de Salmonella thyphimurium TA97a, TA98
e TA100, sem e com adi¢ao de mistura S9. Nao foi constatada irritagdo dérmica no antebrago
de 30 voluntarios expostos ao O. selloi por 4 horas. No estudo de campo em que seis
voluntarios (cada individuo € seu proprio controle) foram expostos Anopheles brasiliensis por
30 minutos, o O. selloi (solugdo 10% p/v em etanol) reduziu drasticamente a freqiiéncia de
picadas em relagdo ao etanol (reducdo de 88%, P=0,01) demonstrando que ¢ um repelente
eficaz.

Palavras-chave: Ocimum selloi, repelente, Anopheles brasiliensis, estragol, anetol.



I-INTRODUCAO

As plantas tém sido fonte proficua de farmacos e, em menor escala, de inseticidas. Os
principios ativos responsaveis por essas atividades sdo, via de regra, moléculas origindrias do
metabolismo secundario que desempenham fung¢des importantes na interagdo do vegetal com
ambiente, tais como protegé-lo de doengas causadas por microrganismos (e.g. fungos e
bactérias), repelir insetos e outros predadores, e atrair espécies uteis (e.g. insetos
polinizadores) (Verpoorte, 1998).

Neste contexto, ndo surpreende que um grande nimero de espécies vegetais encontre
uso popular como inseticida e repelente de mosquitos. O uso tradicional ndo garante que
determinada espécie seja realmente efetiva e segura, mas o conhecimento etnobotanico
constitui certamente um excelente ponto de partida para uma triagem de atividade inseticida
e/ou repelente. A triagem de produtos naturais tem recebido a aten¢do de pesquisadores em
todo o mundo, mas parece ser particularmente importante - no ambito da Satide Publica - para
os paises em desenvolvimento. Como muitas doengas transmitidas por insetos (e.g. maldria,
dengue, febre amarela, leishmaniose, doenca de Chagas, efc) sdo endémicas em paises do
Terceiro Mundo, a busca de inseticidas e repelentes de origem botinica tem sido
impulsionada pela necessidade de descobrir novos produtos que sejam eficazes, seguros e
mais baratos que os atuais.

O género Ocimum (Lamiaceae) compreende 160 espécies que se distribuem
amplamente no mundo, nas regides tropicais e subtropicais. Uma grande diversidade de
espécies desse género ¢ encontrada no Brasil. Os 6leos essenciais de varias espécies do género
Ocimum sdo empregados nas industrias farmaceéutica, alimenticia e de perfumaria (Martins,
Casali, Barbosa & Carazza, 1997).

A propriedade repelente de Oleos essenciais de varias plantas, incluindo algumas

espécies de Ocimum, tem sido investigada nos ultimos anos. Entre as espécies desse género
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que ja foram estudadas quanto a atividade repelente, encontramos o O. americanum ¢ o O.
suave. Em relagdo ao O. selloi ndo encontramos na literatura consultada qualquer estudo que
tivesse investigado a sua possivel atividade repelente. Os dados existentes sobre essa espécie
s30 de um modo geral escassos, havendo apenas informagdes originarias de estudos

fitoquimicos do seu 6leo essencial.

I.1 - CARACTERISTICAS GERAIS DOS MOSQUITOS

Os mosquitos sdo insetos pertencentes a ordem diptera que possuem, na forma adulta,
um par de asas funcionais e um par de asas vestigiais. A ordem diptera ¢ uma das maiores
entre os insetos, com mais de 2500 espécies encontradas em quase todas as regides do mundo
(Flore, 2000), exceto na Antartica (Fradin, 1998). As zonas tropicais sdo as que apresentam a
maior quantidade e variedade de mosquitos incluindo espécies com diferentes habitos
alimentares, i.e. de nectarigenos a hematofagos. Os mosquitos pertencem a varios géneros,
quatro dos quais (Anopheles, Culex, Aedes, Lutzomyia) se destacam por apresentar grande
importancia médica.

Todos os mosquitos tém quatro estidgios de desenvolvimento: ovo, larva, pupa e
adulto, sendo que os estagios larval e pupal ocorrem na agua. A postura dos ovos pode ser
dividida em trés categorias em funcdo das caracteristicas do processo de oviposi¢cdo. Os
mosquitos do género Anopheles colocam seus ovos de forma isolada diretamente na agua
onde flutuam na superficie liquida. As fémeas do género Culex pdem os ovos em conjunto,
formando jangadas, na superficie liquida. Os do género Aedes depositam ovos fora do meio
liquido, mas de forma a permitir que a larva alcance facilmente a agua. Este tltimo género -
de importancia na transmissdo da febre amarela urbana e da dengue - possui dispositivos que

conferem resisténcia a dessecac¢do, permitindo que os ovos permanegam vidveis por longo
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periodo de tempo, antes de alcangarem o meio liquido. No meio liquido, os ovos
transformam-se em larvas. As larvas formadas se alimentam de material organico ou de
microrganismos presentes na dgua. Esse estadgio dura, em condigdes normais, de oito a dez
dias. Apos esse estagio, as larvas se transformam em pupas e, dentro de dois a trés dias,
sofrem uma metamorfose para mosquito adulto (Forattini, 1962).

No calor dos meses de verdo, a larva rapidamente se transforma em pupa, que emerge
como mosquito adulto uma semana mais tarde. Os mosquitos adultos acasalam e
posteriormente as fémeas hematofagas (Figura 1) procuram alimento (sangue) para obter a
proteina necessaria ao desenvolvimento dos ovos (Sutherland & Crans, 2001). O periodo de
incubacdo dos ovos ¢ variavel entre as espécies e depende da temperatura e, em menor escala,
de outros fatores externos. A incuba¢ao dos ovos do Culex dura de um dia a um dia e meio, a
temperatura de 23° C. O Anopheles apresenta um periodo de incubagio de dois dias, enquanto

no caso do Aedes a incubagdo dura cinco dias.

Figura 1 - Fémea do género Anopheles

Fonte: (http//www. howstuffworks.com)
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No inverno, a maioria das espécies de mosquito sobrevive no estagio de ovo,
esperando a primavera, quando as aguas aquecem ¢ os ovos eclodem. Apenas algumas
espécies importantes passam o inverno na fase adulta (Sutherland & Crans, 2001).

Os machos diferem das fémeas por possuirem antenas plumosas (Figura 2) e por ndo
apresentarem a capacidade de picar a pele (Flore, 2000). O macho, portanto nio se alimenta
de sangue, mas do néctar das plantas e vive por muito pouco tempo apds o acasalamento
(Sutherland & Crans, 2001). As fémeas conseguem ingerir, em um Unico repasto, uma
quantidade de sangue equivalente a uma vez e meia a duas vezes o seu proprio peso (Forattini,

1962).

Figura 2 - Macho do género Anopheles, em destaque as antenas plumosas

Fonte: http//www.ulb.ac.Br/science/biodic/imdiptere002.html

O género Anopheles ¢ de grande importancia médica por pertencerem a ele varios
mosquitos transmissores da malaria humana. Aproximadamente 24 das cerca de 400 espécies
do género Anopheles sdao consideradas como potenciais vetores da malaria (http//www.

bioscis.ohio-state.edu/~parasite/anopheles.html).
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Os mosquitos ¢ outros insetos transmissores de doengas localizam os individuos a
serem picados, as plantas e os locais de oviposi¢ao detectando sinais quimicos e fisicos por
meio de receptores sensoriais presentes em suas antenas.

A escolha do sitio de oviposi¢do parece ser, até certo ponto, espécie-especifica.
Existem indicagdes de que produtos do metabolismo de bactérias e fungos sejam os agentes
responsaveis pela atracdo dos mosquitos pelos sitios de ovioposi¢ao. Os ovos colocados por
fémeas da espécie Culex quinquefasciatus, por exemplo, produzem um ferorménio capaz de
atrair outras fémeas gravidas da mesma espécie.

Também ¢ de vital importancia a localizagdo da planta e do alimento, pois tanto a
nutri¢do da larva, quanto a alimentagdo do macho adulto com o néctar sdo necessarias para
estabelecer e manter a reserva nutricional adequada.

Alguns componentes atrativos ja foram identificados. O acido latico ¢ um produto
metabolico comum a todos os animais, incluindo o homem. A detec¢dao do acido latico é
claramente importante para o mosquito fémea que o utiliza para localizar o alimento (sangue).
Merece destaque o fato de que mosquitos A. aegypti de ambos os sexos detectam e sdo
atraidos pelo acido latico, porque essa espécie acasala sempre nas proximidades do individuo
a ser picado (Davis & Bowen, 1994).

Testes realizados com a amdnia mostraram que existe um sinergismo entre a amonia e
o acido latico. Quando essas substancias foram testadas isoladamente foi observada uma clara
preferéncia do mosquito pelo acido latico, enquanto a combinagdo da amonia e do &cido latico
apresentou-se significativamente mais atrativa (Geier et al., 1999) do que as duas substancias
isoladamente.

O didxido de carbono também atua como um guia do mosquito em diregdo ao
individuo a ser picado. Esta orientacdo ¢ o resultado de cinese e anemotaxia optomotora.
Desta forma, o dioxido de carbono age como um atraente de mosquitos, porém menos

poderoso que outros fatores encontrados no individuo. O gés carbdnico tem um efeito
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importante quando combinado a outros fatores presentes no individuo a ser picado,
aumentando a resposta as correntes de convec¢do, aos fatores visuais proximos ao alvo e a
resposta ao odor a distancia (Gilles, 1980).

Sabe-se também que a temperatura ¢ a umidade estdo fortemente relacionadas a
atracdo dos mosquitos, pois o ar quente ¢ umido atrai mosquitos de forma mais eficiente do
que o ar quente € seco.

Outro fator de orientagdo dos mosquitos no ambiente ¢ a luz. A reagdo do mosquito a
luz varia conforme a espécie, de forma que a luz pode guiar o culicideo para o seu abrigo ou
estimular suas atividades, como a hematofagia. Assim, de um modo geral, os mosquitos com
habito diurno tendem a picar em ambientes iluminados e aqueles que apresentam habito
noturno picam mais facilmente em ambientes escuros (Forattini, 1962).

Os mosquitos tém, portanto muitas ferramentas que permitem selecionar os locais para
oviposi¢do, os alimentos e o individuo a ser picado, garantindo a sua sobrevivéncia e
tornando-o um eficiente transmissor de doengas para o homem e outras espécies (Davis &
Bowen, 1994).

As doengas transmitidas por mosquitos, como a febre amarela e a maléria, t€ém
assombrado civilizagdes por milhares de anos (Sutherland & Crans, 2001). Estima-se que, no
mundo todo, os mosquitos transmitem doencas para mais de 700.000.000 de pessoas a cada

ano (Fradin, 1998).

1.2 - REPELENTES DE INSETOS

Historicamente, entre as estratégias voltadas para reduzir a incidéncia de doengas
transmitidas por mosquito, tem se destacado o controle do habitat (por meios quimicos e

biologicos) e o uso de repelentes para a prote¢do individual (Fradin, 1998).
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Os repelentes de mosquitos podem ser aplicados diretamente sobre a pele ou em
roupas € sdo comercializados em varias formas e apresentagdes tais como aerossois, cremes,
log¢des, bronzeadores, pds, entre outras.

Considera-se que o repelente ideal deve apresentar as seguintes caracteristicas: 1)
tempo de agdo prolongado; 2) grau de volatilidade 6timo, i.e. volatilidade suficiente para
manter a concentracdo alta no ar proximo a pele, sem, contudo permitir que a substancia
repelente se dissipe rapidamente; 3) efetividade contra uma ampla variedade de mosquitos; 4)
ndo ser toxico ou irritante a pele apds aplicagdo tdpica ou aplicagdo nas roupas; 5) odor
agradavel ou ser inodoro; 6) ndo promover alteragcdes nas roupas (Brown & Herbert, 1997).

Até o momento, infelizmente, ndo ha repelentes que atendam plenamente a todos estes
requisitos (Debboun et al., 1999).

Os repelentes conhecidos ndo compartilham um modo de agdo unico e,
surpreendentemente, muito pouco se sabe a respeito da agdo dos repelentes sobre os seus
alvos, os mosquitos (Fradin, 1998). Aparentemente, os repelentes conhecidos ndo camuflam
os fatores atrativos que emanam da pele, mas fazem com que os mosquitos retornem quando
se aproximam a uma distancia inferior a quatro centimetros da pele (Brown & Herbert ,
1997).

O repelente mais estudado até agora ¢ o DEET (N, N-dietil metilbenzamida ou N,N,
dietil m-toluamida). Dogan et al. (1999) mostraram que o DEET ndo atua exatamente como
um repelente, mas como um inibidor da atracdo causada pelo acido latico.

Muitos estudos tém sido feitos para identificar novas substancias que possam ser
utilizadas como agentes repelentes, ja que existem controvérsias no que diz respeito a
seguranca do uso do DEET. Embora muitos autores defendam a utilizacdo do DEET, outros o
consideram alvo de criticas em virtude da ocorréncia de casos de encefalite associados ao seu

uso.
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Partindo do conhecimento de que as plantas repelem naturalmente os mosquitos, como
foi inicialmente observado com o piretro, obtido do crisantemo, uma grande variedade de
vegetais tem sido testada com relagdo ao seu potencial repelente (Fradin, 1998). A triagem de
produtos repelentes de origem botanica tendo sido feita a partir de extratos da planta inteira ou
de partes especificas desta, como folhas, frutos, flores, raiz e casca (Sukumar, et al., 1991).

Por conterem substancias que repelem insetos, as plantas podem ser vistas como
fontes promissoras de repelentes a serem usados na prevengdo de doengas transmitidas por

mosquitos.

I-3 - OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais das plantas sdo misturas complexas de constituintes volateis que
conferem aromas e sabores caracteristicos. A temperatura ambiente, os 6leos essenciais (ou
volateis) apresentam-se como liquidos oleosos de alta volatilidade, o que os diferencia dos
6leos fixos. De uma maneira geral os Oleos essenciais sdo instaveis, especialmente na
presenca de luz, calor, umidade, ar e metais (Simdes et al., 1999).

Os 0leos essenciais sdo, na maioria dos casos, incolores ou ligeiramente amarelados.
Alguns 6leos, entretanto, tem outras cores, como ¢ o caso do 6leo volatil da camomila, que ¢
azulado em decorréncia de seu alto teor de azuleno.

Os oleos essenciais sdo freqiientemente obtidos por arraste de vapor produzido pelo
processo de ebulicdo da dgua contendo o material botanico intacto ou grosseiramente
pulverizado. O material volatil ¢ arrastado pelo vapor d’agua e posteriormente separado por
decantacao (Bruneton, 1991).

A composi¢do quimica dos Oleos essenciais varia muito, incluindo terpenos

(monoterpenos e outros terpenos), hidrocarbonetos, ou com fungdes alcool, cetona, aldeido,
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éter, oxido, éster e outras. E comum encontrarmos Oleos volateis contendo mais de 200
constituintes, sendo um predominante e os demais aparecendo como elementos-traco. Esses
componentes, mesmo representando apenas tragos, tém importancia fundamental no aroma. E
importante destacar que plantas de uma mesma espécie, quando cultivadas em diferentes
partes do mundo, apresentam Oleos essenciais via de regra com a mesma composi¢ao
qualitativa, porém diferindo nas propor¢des dos seus constituintes, o que certamente terad
efeito sobre seu aroma (Robbers, et al., 1996).

Muitos 6leos essenciais sdo constituidos de uma variedade de compostos terpendides,
sintetizados a partir da unidade isoprénica (CsHg) ou hemiterpeno, que por sua vez origina-se
do 4cido mevaldnico. Através da condensacdo de unidades pentacarbonadas ocorre a
formagao de outros compostos terpénicos: monoterpenos (CjoHje); sesquiterpenos (CisHaq);

diterpenos (CyoHs,); triterpenos (CsoHasg); tetraterpenos (C4oHes) (Figura 3).

7

Acido Mevalénico

H 7 o
O)\/O\ P Unidade de Isopreno

Sesquiterpenos : Diterpenos Trilerpenos

O cauda O Cabeca

Figura 3 - Formacdo cabega-cauda dos compostos mono- e sesquiterpendides

Fonte: Simdes, et al. 1999
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Além dos terpenoides, os O6leos essenciais contém também os fenilpropanoides.
Fenilpropanoides sdo compostos formados a partir do 4acido chiquimico que origina os acidos
p-cumarico e cinamico. Estas duas unidades basicas sofrem reagdes de reducdo formando os
compostos propenilbenzeno e alilbenzeno; reacdes de oxidagdo produzindo aldeidos

aromaticos; e reagodes de ciclizacdo gerando as cumarinas (Figura 4) (Simdes et al., 1999).

ACIDO CHIQUIMICO

2

Reducgéo Oxidagao Reducgéo Ciclizagéo

S D

Propenilbenzenos Aldeidos aromaticos Alilbenzenos Cumar

Figura 4 - Formagao cabeca-cauda dos compostos fenilpropanoides

Fonte: Simdes, et al. 1999.

Até o momento, foram identificados mais de 1000 compostos monoterpenoides de
ocorréncia natural. Eles se caracterizam por sua volatilidade e odor acre intenso. Os
monoterpendides podem ser aciclicos, monociclicos, biciclicos.

Entre os principais representantes dos monoterpenos podemos citar a canfora, o cineol
ou eucaliptol, o mentol, o terpineol, o terpineno, o citral, o citronelal, o pineno e o timol; entre
os sesquiterpenos, o azuleno e o alfa-bisabolol; como exemplo de diterpendide, destacam-se

os gincolideos e o taxol; entre os triterpenodides, o limonodide, que tem acdo antipicada; e,



11

finalmente, entre os tetraterpenodides ou carotenoides, que sdo responsaveis em muitos casos
pelas cores amarelas, laranja e vermelha encontradas na natureza, merece destaque o beta

caroteno (Robbers, Speedie & Tyler, 1996).

1.4 — OLEO ESSENCIAL DE Ocimum selloi

O Ocimum selloi (Figura 5) ¢ uma espécie herbacea, perene, de até 1,20 cm de altura,
que floresce durante o ano todo. O O. selloi apresenta caule quadrangular caracteristico,
folhas pecioladas, opostas, ovada, com margem serrilhada, apice acuminado e base atenuada,
medindo até 5 cm de comprimento por até¢ 2,5 cm de largura (Figura 6). A inflorescéncia ¢
uma espiga terminal com flores roxas (Figura 7). Esta planta pertence a familia das
Lamiaceae, de importancia fitoquimica reconhecida devido a variedade dos 6leos essenciais
encontrados em suas espécies (Mohry, 1973). O O. selloi é conhecido popularmente como
alfavaca (Mohry, 1973), anis-do-campo, erva-doce-silvestre, alfavaca-do-mato, hortela-brava
(Marquesini, 1995) e o seu cultivo ¢ facil e rapido podendo a propagagdo ser obtida por
estaquia.

A quantidade e a qualidade do 6leo essencial encontrado na planta depende da época
do ano em que foi realizada a coleta, bem como da espécie em questdo. Algumas espécies de
Ocimum apresentam como componentes principais o linalol, o estragol e o eugenol, e como
componentes secundarios o o-cimeno, o cineol, o linalol, o cinamato de metila, e outros

(Alonso, 1998).
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Figura 5 - Ocimum selloi Benth, sumidades floridas

Estudos etnobotanicos realizados com o O. selloi revelaram que esta planta ¢ utilizada
na medicina popular com vdrias finalidades. Por via oral, ¢ usada como digestivo, e para tratar
gastrite, vOmitos, tosse, bronquite, e outras condi¢des. O O. selloi ¢ empregado também
topicamente para aliviar dores nas pernas (Paneesa, 1997). Além do uso medicinal, algumas
espécies do género Ocimum sdo utilizadas também como tempero no Brasil (Teske &

Trentini, 1995).



Figura 6: Folhas de O.selloi, destacando a filotaxia

Figura 7 - Inflorescéncia do O. selloi

13
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Diversos trabalhos tém evidenciado que espécies do género Ocimum sdo usadas contra
mosquitos, € para proteger cereais armazenados contra insetos (Cutis et al., 1991; Singh &
Upadhayay, 1993).

Nao encontramos na revisdo da literatura (base de dados MEDLINE e TOXLINE),
estudos toxicoldgicos ndo clinicos (e.g. toxicidade de dose unica e de doses repetidas,
mutagenicidade, toxicologia reprodutiva), bem como dados sobre o potencial de irritacao
primaria referentes ao 6leo de O. selloi. Portanto, apesar do emprego popular desta espécie, e
de outras do mesmo género, com vérias finalidades, ndo ha informag¢des que permitam avaliar

até que ponto estes usos sao seguros.

I.5 - TESTE DE MUTAGENICIDADE DE AMES

Os estudos preditivos do potencial mutagénico de produtos naturais tém tido um
extraordinario desenvolvimento nos ultimos 30 anos. Neste contexto, um dos ensaios mais
empregados € o teste de Ames (Salmonella/microssoma). O teste de mutagenicidade proposto
por Ames utiliza cepas de Salmonella typhimuriun e integra, via de regra, a primeira etapa da
avaliacdo do risco mutagénico decorrente da exposicdo a xenobidticos. Esse ensaio objetiva
avaliar o potencial de uma substincia quimica, e / ou seus metabolitos, interagir com o DNA e
induzir mutagdes génicas. Em principio, substancias que provocam alteragdes no genoma de
organismos procariotos podem também ocasiona-las no genoma humano, porque a estrutura
primdria do DNA ¢ a mesma em todos os organismos vivos.

O teste ¢ realizado em uma ou mais cepas de Salmonella typhimurium, na presenga e na
auséncia de um sistema extrinseco de metabolizagdo de xenobioticos (e.g. fracdo microssomal
hepatica). Nos mamiferos os xenobidticos sofrem vdarias reacdes de biotransformacao,
geralmente tornando moléculas originalmente lipofilicas em metabolitos mais hidrossoltveis e,

portanto mais facilmente eliminaveis do organismo (processo de desintoxicagdo).
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Paradoxalmente a biotransformagdo pode tornar moléculas originalmente pouco reativas em
moléculas altamente reativas e toxicas. Isto ocorre quando a biotransformagdo converte
compostos quimicamente inertes em metabolitos eletrofilicos, capazes de interagir com sitios
nucleofilicos do DNA ou outras macromoléculas (ativagdo metabodlica). As bactérias nao
apresentam a maioria das enzimas envolvidas nos processos de ativagdo metabdlica que ocorrem
nos mamiferos. Portanto, para que esses ensaios em procariotos sejam preditivos, isto €, possam
detectar substancias potencialmente mutagénicas para o homem, ¢ importante que um sistema
extrinseco de ativacdo metabodlica seja adicionado ao meio de incubag¢do (Gomes-Carneiro,
1997).

O ensaio baseia-se na indu¢do de mutagdes reversas em cepas de S. typhimurium
incapazes de sintetizar histidina (auxotroficas para histidina ou his’), que voltam ao estado
prototréfico selvagem ou his™ (sintetizam o aminoacido). Essas cepas detectam mutacdes de
ponto (ocasionadas pela substitui¢do de 1 par de bases) ou de "deslocamento do quadro de
leitura® ('frameshift', i.e. mutagdes decorrentes da adicdo ou delecdo de um ou mais pares de
bases). Cada cepa contém um tipo de mutagdo em um dos varios genes que comandam a sintese
de histidina, e ndo podem crescer quando este aminoacido ndo estd presente no meio. Quando a
substancia testada e / ou seus metabdlitos interagem com o DNA bacteriano, o efeito da mutagado
pré-existente (em relagdo a cepa selvagem) ¢ revertido, ou seja, ocorre uma mutagdo que permite
que a bactéria recupere a capacidade de sintetizar histidina (Maron, & Ames, 1983; Gomes-
Carneiro, 1997).

As diferentes mutagdes do operon histidina revertidas por compostos mutagénicos sao:
Cepa TA98 - detecta substancias que causam mutacdes do tipo frameshift, revertendo a mutagao
pré-existente hisD3052 no gene hisD, que por sua vez codifica a sintese da enzima histidinol
desidrogenase que participa da biossintese da histidina. Detecta mutagenos do tipo frameshift,

restaurando a leitura correta da fita do DNA envolvida na sintese de histidina;
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Cepa TA100 - possui a mutagdo hisG46 no gene hisG que codifica a primeira enzima da
biossintese da histidina. Essa mutagdo ¢ revertida pela substituicdo do par de bases
intermediario da trinca GGG/CCC, que codifica o aminoacido prolina, pelo par de bases A/T,
restituindo a trinca original GAG/CTC que codifica a leucina.

Além dessas mutagdes, ambas as linhagens exibem caracteristicas genotipicas
adicionais que aumentam, em muito, a sensibilidade do ensaio em detectar mutdgenos, como
a mutagdo rfa, mutagdo uvrB e plasmideo pKM101. A mutagdo rfa causa perda parcial da
barreira lipopolissacaridica, aumentando a permeabilidade da parede celular bacteriana a
moléculas grandes. A mutagdo uvrB ¢ uma dele¢ao do gene que codifica uma das enzimas
envolvidas no sistema de reparo do DNA por excisdo. Por razdes técnicas esta delegao
estendeu-se até o gene que codifica a biotina, sendo as bactérias uvrB™ biotina-dependentes
(Maron & Ames, 1983). O plasmideo pKM101, introduzido nas cepas de S. typhimurium além
de carrear um gene que confere resisténcia a ampicilina, aumenta também a susceptibilidade a

mutagénese (Gomes-Carneiro, 1997).
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IT - JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Repelentes de mosquitos sdo produtos de interesse para o conforto de individuos que
vivem ou entram em areas com alta densidade destes insetos e, principalmente, por questdes
sanitarias. Os repelentes podem ajudar a prevenir reagdes alérgicas, em individuos com
hipersensibilidade a picada de mosquitos, e sdo produtos lteis na prevengao de varias doengas
transmitidas por mosquitos (e.g. maldria, dengue, febre amarela, encefalites e outras). Do
ponto de vista da Satide Publica, pode-se dizer que os repelentes, assim como os mosquiteiros,
sdo armas complementares aos inseticidas e a outros meios de combate focal e aéreo aos
mosquitos, as vacinas contra as doengas, e aos tratamentos farmacologicos profildticos e
curativos. No caso de doencas em relacdo as quais nao ha vacinas, como a maldria e a dengue,
os repelentes tornam-se particularmente tUteis para a protecdo individual durante epidemias
(dengue) ou quando o individuo tem que penetrar em areas endémicas (malaria).

Os repelentes atualmente disponiveis ndo sdo inteiramente satisfatorios em termos de
seguranga, efetividade e, também, por causa do custo relativamente elevado. Neste sentido
tem havido grande interesse em encontrar produtos naturais com atividade repelente que
sejam eficazes, seguros e mais baratos do que os existentes e que possam, portanto, tornar-se
disponiveis para populacdes de baixo poder aquisitivo.

Como ja comentamos, os 0leos essenciais de plantas podem ser vistos como fontes
potenciais de substancias tanto que atraem, quanto que repelem insetos. Estudos realizados
com Oleos essenciais tém identificado, além de atividades terapéuticas de interesse, atividades
repelentes para varias espécies de mosquitos (Fatope et al., 1995). Portanto, a busca de 6leos
essenciais com agao repelente parece justificar-se plenamente.

Embora haja relatos do uso de outras espécies do género Ocimum para repelir insetos, o 6leo
do O. selloi, planta abundante na regido de Ponta Grossa, Parana, tem sido muito pouco

estudado. A propria constituicdo quimica do 6leo de O. selloi que cresce na regido ¢ ainda
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desconhecida. Na busca bibliografica que realizamos, foram obtidas poucas referéncias (e.g.
Amaral & Casali, 2000; Vieira & Simon, 2000) o que justifica uma pesquisa mais
aprofundada com relacdo aos metabdlitos secundarios, ¢ especialmente, ao 6leo essencial de
O. selloi. Além disso, verificamos que os estudos toxicologicos nao clinicos (toxicidade de
dose tnica e de doses repetidas, mutagenicidade, toxicologia reprodutiva, etc), bem como os
dados sobre a irritacdo primadria referentes ao 6leo de O. selloi sdo escassos ou inexistentes.
Dessa forma, ndo sabemos se o O. selloi representa algum risco a saude. Vale a pena ressaltar
que, independentemente de vir a ser usado como repelente, o O. selloi ja ¢ empregado para
varios fins, inclusive como condimento. Assim sendo, a realizagdo desses estudos
fitoquimicos e toxicoldgicos com o O. selloi certamente contribuird também para verificar se
estes outros usos da planta sdo seguros.

Outro ponto importante a se levar em conta na pesquisa de produtos naturais ¢ a
necessidade da conservagdo dos ecossistemas tropicais, € a preocupacdo com 0s aspectos
econdmicos e sociais, tais como a conservacdo da diversidade existente para uso futuro
(especialmente na industria farmacéutica) e a exploracdo dos recursos florestais multiplos de

uma maneira auto-sustentavel (Simdes et al., 1999).
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III - OBJETIVO DO TRABALHO

O objetivo do presente trabalho foi estudar o 6leo essencial de Ocimum selloi Benth,

em relacdo aos seguintes aspectos:

a)

b)

d)

Caracterizacdo do o6leo essencial quanto as suas propriedades fisico-quimicas,
incluindo densidade relativa, indice de refracdo e solubilidade em alcool,
Identificacdo e quantificagdo dos seus principais constituintes;

Investigacao preliminar da seguranga do eventual uso do O. selloi como repelente,
incluindo ensaios toxicologicos ndo-clinicos bésicos tais como estudo toxicidade
aguda e da mutagenicidade in vitro;

Verificacdo do potencial irritante do 6leo de O. selloi para pele humana;

Avaliagdo da agdo repelente de mosquitos do dleo de O. selloi frente ao Anopheles

brasiliensis.
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IV - MATERIAL E METODOS

IV. 1- OBTENCAO DO MATERIAL BOTANICO

A coleta do material botanico foi realizada no centro do bairro de Uvaranas, perimetro
urbano do Municipio de Ponta Grossa, Estado do Parand, Brasil.

As folhas de Ocimum selloi foram coletadas entre os meses de outubro de 2001 e
marg¢o de 2002, de acordo com os critérios preconizados por Fidalgo & Bononi (1986). A
classificagdo boténica foi realizada pela professora Dr’. Rosemeri Segecin Moro, e as
exsicatas encontram-se depositadas no Herbario da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(HUEPG), registradas com o nimero 10718.

As folhas de O. selloi foram coletadas e selecionadas visualmente. Foram excluidas
partes contendo contaminantes (organicos e inorganicos) e/ou atacadas por insetos ou fungos.
As folhas foram dessecadas a temperatura ambiente e posteriormente fragmentadas com o
auxilio de um triturador em hélice. O material vegetal fragmentado e dessecado foi
armazenado em recipientes herméticos, acondicionado a temperatura ambiente, com umidade

entre 40 e 50% e ao abrigo da luz.

IV.2 - EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL DE Ocimum selloi

A extracdo do 6leo essencial foi realizada através de hidrodestilagdo (arraste a vapor),
durante um periodo de seis horas, utilizando o aparelho de Clevenger para esséncias menos

densas do que a dgua (USP XXII, 1990). Apds esta etapa, a quantidade de 6leo volatil obtida
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foi medida em tubo graduado. Procedeu-se entdo ao calculo da porcentagem de 6leo essencial

existente nas folhas coletadas, através da formula:

Volume de 6leo essencial obtido (mL)
% de oleo essencial = X100
Massa de material desssecado (g)

IV. 3 - ANALISES FiSICAS DO OLEO ESSENCIAL DE 0. selloi

As propriedades fisicas, o indice de refragdo (F. BRAS. IV, 1988), a densidade relativa
(F. BRAS. 1V, 1988) e a solubilidade em alcool (Ph. Helv. VII, 1993) foram determinadas em

triplicata.

IV. 3.1 - DETERMINACAO DA DENSIDADE RELATIVA ,,d* (F. BRAS. IV, 1988)

A densidade relativa do 6leo essencial de O. selloi foi determinada através do método
do picnoémetro, por comparacao das massas de igual volume de amostra e de dgua recém
destilada e a 20°C.

Apo6s a determinacdo da massa de um tubo capilar limpo e seco, este foi preenchido
com agua destilada a 20°C e sua massa foi novamente aferida. O valor da massa de agua foi
obtido pela diferenca entre a massa do capilar contendo agua destilada a 20°C ¢ a massa do
capilar vazio.

O tubo capilar foi entdo esvaziado e seco com o auxilio de solventes volateis. A
amostra foi colocada no tubo capilar, a temperatura foi ajustada para 20°C, e a massa foi
medida. A massa da amostra correspondeu a diferenca da massa do capilar contendo o 6leo

essencial e da massa do capilar vazio.
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O quociente entre a massa da amostra liquida e a massa da agua, a 20°C, forneceu o

valor da densidade relativa (20d20).

IV. 3.2 - DETERMINACAO DO INDICE DE REFRACAO *’np, (F. BRAS. IV, 1988)

O indice de refracdo do oleo essencial de O. selloi foi obtido em refratdmetro de Abbé,
em funcdo da luz de s6dio no comprimento de onda de 589,3 nm (raia D) e a temperatura de
20°C. A calibragdo do aparelho foi feita com agua destilada, cujo indice de refragdo foi de

1,3330 a 20°C e 1,3325 a 25°C.

IV. 3.3 - DETERMINACAO DA SOLUBILIDADE DO OLEO ESSENCIAL EM

ALCOOL (Ph. Helv. VII, 1990)

A solubilidade do 6leo essencial em alcool etilico 60% (v/v), 70% (v/v), 80% (v/v),
90% (v/v) e alcool etilico absoluto foi determinada. Em bureta de 25 mL cada diluente foi
gotejado sobre 0,1 mL do 6leo essencial de O. selloi, até a solubilizagdo total da amostra. O
volume de solvente gasto na bureta (em décimos de mL) foi registrado, e a relacdo de

solubilidade foi estabelecida.

IV. 4 - DETERMINACAO E QUANTIFICACAO DOS CONSTITUINTES DO OLEO

ESSENCIAL DE 0. selloi
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IV. 4.1 - CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD) DO OLEO ESSENCIAL DE

0. selloi

O oleo essencial obtido das folhas da espécie em estudo foi submetido a

cromatografia, de acordo com o seguinte sistema:

a) Placas: cromatoplacas de silica gel G60 (Merck®), com 20x20 cm e espessura
de 300pum;

b) Ativag¢do: por aquecimento a 100°C por 1 hora;

c) Cuba: de vidro, saturada;

d) Desenvolvimento: simples, ascendente;

e) Percurso: 10,0 cm;

f) Fase movel: tolueno + acetato de etila (93:7) (WAGNER et al., 1983);

g) Revelador: vanilina sulfurica e aquecimento a 120°C, durante 5 a 10 minutos;
h) Amostra: 6leo essencial a 10% em n-hexano;

1) Volume da amostra: 1 pL;

1) Padrdes: anetol, cariofileno, eugenol, mirceno, diluidos a 10% em n-hexano;
k) Volume dos padrdes: 1 pL.

IV. 4.2 - CROMATOGRAFIA CAPILAR DE ALTA RESOLUCAO ACOPLADA AO

DETECTOR DE MASSAS (GC/MS-MSD), DO OLEO ESSENCIAL DE 0.

selloi

O ¢leo essencial obtido das folhas de O.selloi foi analisado por cromatografia gasosa

acoplada a detector de massa. Para a separacao e identificacdo dos componentes quimicos do

o0leo, foi utilizado o GC/MS-MSD Shimadzu, cromatografo modelo QP 2000 A, com coluna
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CBP1 de 25m de comprimento por 0,25mm de diametro interno e 0,25um de espessura da
fase estaciondria. O hélio foi utilizado como gas inerte. Na primeira etapa, foram injetados 0,4
uL das amostras de oleo essencial de Ocimum selloi, na razdo de Split 1:100, com
temperatura inicial de 36°C e temperatura final de 180°C. A isoterma inicial foi de 4 minutos,
com rampa de aquecimento de 4°C/min. Numa segunda etapa utilizamos, como temperatura
inicial, 190°C, e como temperatura final, 310°C. A isoterma final foi de 5°C, com taxa de
aquecimento de 10°C/minuto. A temperatura de injetor foi de 250°C.

A confirmagdo dos compostos detectados por GC/MS-MSD foi realizada através da
analise da rota de fragmentacdo das amostras com os padrdoes de fenilpropanodides,

monoterpenos e sesquiterpenos.

IV. 5 - INVESTIGACAO DO POTENCIAL IRRITANTE PARA PELE HUMANA:

TESTE DE IRRITACAO PRIMARIA

O odleo essencial de O. selloi foi testado em 30 voluntarios saudaveis, selecionados de
acordo com os seguintes critérios: idade entre 18 e 50 anos, auséncia de doencas
dermatoldgicas (Patil, Patrick & Maibach, 1996). Todos os voluntarios foram devidamente
esclarecidos quanto aos objetivos do trabalho e riscos potenciais, € assinaram o termo de
consentimento pos-informacao que se encontra em anexo.

Neste teste, um papel celulose embebido com 6leo de O. selloi nao diluido foi aplicado
na parte anterior do antebrago de cada voluntario (32 pL/cm?), e posteriormente coberto com
bioadesivo cirurgico. A duracao da exposi¢do ao 6leo foi de 4 horas. Decorrido esse tempo, o
“patch” foi retirado. O local da aplicagdo foi entdo lavado suavemente com agua e examinado

a intervalos de 24, 48 e¢ 72 horas. Utilizamos como controle positivo uma solu¢do de lauril
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sulfato de sodio a 20%, testada nas mesmas condi¢des do ensaio com a amostra do o6leo.
(Basketter, 1997; Walker, 1997).

Os graus de irritagdo cutanea observados foram estabelecidos, clinicamente, com base na
seguinte classificagdo: (0) para auséncia de reacdo; (+) reagao fracamente positiva ou discreto
eritema; (++) reacdo moderadamente positiva; (+++) reagdo fortemente positiva, forte

eritema, geralmente associado a edema.

IV. 6 — AVALIACAO TOXICOLOGICA NAO CLINICA

A avaliacdo ndo clinica da toxicidade do 6leo essencial de O. selloi constou da
investigagdo da toxicidade oral aguda em camundongos e da terminag¢do do potencial

mutagénico em procariotos (i.e. teste de Ames).

IV. 6.1 - TESTE DE TOXICIDADE ORAL AGUDA EM CAMUNDONGOS

Os efeitos adversos resultantes de uma unica dose do 6leo de O. selloi, administrada
por via oral, foram avaliados em camundongos Swiss Webster adultos, machos e fémeas,
originarios do Centro de Criacdo de Animais de Laboratério da Fundacdo Oswaldo Cruz
(CECAL-FIOCRUZ).

O ¢6leo de O. selloi, diluido em 6leo de milho, foi administrado por entubacdo géstrica
a camundongos machos, nas doses de 2000 mg/kg, 1500 mg/kg e 1250 mg/kg, e a fémeas, nas
doses de 5000 mg/kg, 2500 mg/kg, 2000 mg/kg, 1500 mg/kg e 1250 mg/kg. Em todos os
casos, o volume administrado foi 10 mL/kg de peso corporal. Dois grupos controle foram
avaliados, um grupo controle tratado por entubacdo gastrica apenas com o veiculo (6leo de

milho) e um outro grupo que nao recebeu qualquer tratamento (controle nao tratado).
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Todos os animais foram pesados antes do tratamento (dia 0) e 24 horas, 48 horas, 72
horas, 96 horas, 7 dias, 9 dias, 11 dias e 14 dias apos a administragdo do 6leo essencial de O.
selloi ou do veiculo. As gaiolas foram inspecionadas quanto aos sinais clinicos ¢ ocorréncia
de mortes, varias vezes ao dia durante as primeiras 96 horas pos-tratamento e, depois,
diariamente até completar o periodo de 14 dias de observagdo. Todos os animais encontrados
mortos foram necropsiados. Os sobreviventes até o fim do periodo de observagdo (14 dias)
foram sacrificados por inalagdo de CO, e, em seguida, necropsiados. As visceras foram
examinadas macroscopicamente e figado, baco, pulmdes, coracdo, rim direito e rim esquerdo,

foram removidos e pesados.

IV.6.2 - ESTUDO DE MUTAGENICIDADE

O potencial mutagénico do 6leo essencial de O. selloi foi avaliado pelo teste de Ames,
utilizando as cepas TA100, TA98 e TA97a de Salmonella typhimurium, na auséncia e na
presenca de um sistema de ativacdo metabdlica, pelo método de incorporacdo em placa, de

acordo com Gomes-Carneiro (1997) e Gomes-Carneiro et al (1998).

IV. 6.2.1 - PREPARO DAS CULTURAS DE Salmonella Typhimurium CRESCIDAS DURANTE

A NOITE

Para a preparacdo das culturas bacterianas utilizadas nos ensaios de mutagenicidade,
cada cepa mantida em nitrogénio liquido foi descongelada em banho de gelo. A cultura
descongelada (200uL) foi entdo transferida para um erlenmeyer contendo 20 mL de meio Oxoid
Nutrient Broth n° 2 liquido. A cultura foi colocada para crescer em Banho-Maria a 37°C, com

agitacdo de 90 movimentos/minuto e protegida da luz, durante 14-16 horas, tempo de
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crescimento necessario para obtencdo de uma concentragdo bacteriana de 1-2 x 10° células/mL

(Gomes-Carneiro, 1997; Gomes-Carneiro et al, 1998).

IV. 6.2.2 - TESTE DE MUTAGENICIDADE COM O OLEO ESSENCIAL DE 0. selloi .

Os ensaios de mutagenicidade foram realizados como se segue:

Adicionamos a tubos 13x100mm contendo 2mL de agar de superficie enriquecido com
solugdo de histidina 0,5mM/biotina0,5mM, mantidos a 45°C: 100uL da cultura bacteriana
crescida durante a noite (item IV.5.2.1) + 100uL de diferentes doses do 6leo essencial de O.
selloi, ou de seu diluente (etanol absoluto = controle negativo), ou de controles positivos
apropriados + 500 pL de tampao sodio-fosfato 0,2M ou mistura S9. O contetido do tubo foi
homogeneizado em agitador do tipo Vortex e, em seguida, vertido em placas de Petri
contendo meio minimo glicosado. Para garantirmos a distribuicdo uniforme do agar de
superficie sobre as placas, estas foram submetidas a movimentos manuais de rotagdo, dentro
de um intervalo de tempo inferior a 20 segundos, ap6s o que as placas permaneceram em
repouso até a completa solidificagdao do agar. Cada determinacao foi feita em triplicata.

As placas foram incubadas a 37°C por 72 horas, € a contagem do nimero de coldnias

revertentes foi realizada (em contador manual marca PHOENIX, mod. EC 589).

IV. 6.2.3 - DETERMINACAO DA TOXICIDADE E DO INTERVALO DE DOSES DO OLEO

DE O. selloi TESTADO

A toxicidade do 6leo de O. selloi para as cepas de S. typhimurium foi determinada em
estudos preliminares realizados com a linhagem TA98 (com e sem ativagdo metabodlica). A

toxicidade foi evidenciada pelo aparecimento do tapete bacteriano de fundo constiuido por
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coldnias his” e ou pela reducdo do numero de coldnias nas placas tratadas em relagdo ao
controle negativo, durante a execugao dos testes de mutagenicidade propriamente ditos (item
IV.5.2.3).

O tapete de fundo aparece quando ocorre morte bacteriana em grande escala, tornando
a histidina residual mais disponivel, o que permite que bactérias auxotroficas sobreviventes

sofram um maior nimero de divisdes celulares e tornem-se visiveis como pequenas colonias.

IV. 6.2.4 - SISTEMA DE ATIVACAO METABOLICA

O sistema de ativagdo metabolica (mistura S9) foi preparado da seguinte maneira: 7
mL de 4gua destilada, 10,5 mL de tampao sodio-fosfato 0,2M (pH 7.4), 0,84 mL de 3-NADP
0,1M, ), 0,105 mL de glicose-6-fosfato 1M, 0,420 mL de solugcdo de MgCl, 0,4 M/KCI
1,65M, e 2,1 mL de fracao S9 liofilizada. A fragao S9 utilizada era uma preparagao comercial
liofilizada produzida pela MOLTOX® (Molecular Toxicology Incorporated, Annapolis,
USA), obtida a partir do figado de ratos Sprague Dawley tratados (induzidos) com Aroclor-
1254. A fragdo liofilizada foi mantida a —20° até o momento do seu uso. Para o preparo da
mistura S9, a fragdo era reconstituida com 2,1mL de dgua, conforme instrugdes do fabricante

(Gomes-Carneiro et al, 1998).

IV. 6.2.5 - MEIOS DE CULTURA, SOLUCOES E SUBSTANCIAS QUIMICAS

Todos os meios de cultura e solucdes utilizadas foram preparadas de acordo com
Maron & Ames, 1983, Gomes-Carneiro, 1997 e Gomes-Carneiro et al, 1998. A relacao dos
meios e substancias utilizados esta descrita a seguir.

Acido citrico monohidratado PA, Merck Art 21549
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Alcool etilico PA, Vetec Quimica Fina, cod 107.

2-aminoantraceno, Merck, Art 1381

Azida sodica, Aldrich Chemical Co. Inc, 19,993-1

Bacto Agar, DIFCO, 214010

D-(+)-biotina, Merck, Art 24514

Cloreto de magnésio hexahidratado PA, Merck, Art 5833

Cloreto de sodio PA, Merck, Art 6404

Cloreto de potassio PA, Reagen, 10064

Dimetilsulféxido (DMSO), Merck; Art 2950

Fosfato de potassio dibasico, Merck, Art 5101

Fosfato de s6dio e amonio tetrahidratado, Aldrich Chemical Co. Inc, 24,350-7
Fosfato de s6dio monobasico monohidratado, Isofar, ref. 313

Fosfato de sddio dibasico (Na,HPO, . 7H,0), Reagen

D-(+)-glicose anidra PA, Vetec, cod 221

B-D-glicose-6-fosfato monossodica, Aldrich Chem., 28,597-B
L-histidina.HCI monohidratada, Sigma Chemical, H-8125

Meio oxoid Nutrient Broth n°. 2, marca Oxoid; code CM67
B-nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato (B-NADP), Sigma Chemical, N-3886
2-nitrofluoreno, Aldrich Chemical Co. Inc, N,67549

Sulfato de magnésio PA (MgSQ04.7H,0), General Chemical Division, ¢.1924

IV.7 - AVALIACAO DA ATIVIDADE REPELENTE DE MOSQUITOS

A atividade repelente do 6leo de O. selloi foi avaliada em seis voluntarios expostos ao

mosquito Anopheles (NYSSORHYNCHUS) braziliensis (CHAGAS, 1907), por um periodo de
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30 minutos. O teste foi realizado em campo, nas proximidades do Rio Tibagi, municipio de
Ponta Grossa, Parana, no dia 29 de marco de 2002, entre as dezenove horas ¢ trinta minutos e
vinte horas e trinta minutos, horario em que se observou a maior concentragdo de mosquitos.
Todos os voluntarios receberam e assinaram o termo de esclarecimento e livre consentimento
que se encontra em anexo.

O volume de 100 pL. de uma solucdo alcodlica do dleo essencial de Ocimum selloi a
10% foi aplicado em uma area de aproximadamente 50 cm” da face cubital do antebrago. O
restante do antebrago foi coberto com luvas de algoddo para proteg¢do contra as picadas. O
controle negativo havia sido realizado anteriormente no mesmo antebraco, com a aplicagdo de
forma analoga de 100 pL de etanol. Como controle positivo foi utilizado o repelente Autan
Bayer” aplicado no rosto.

A regido do antebraco em que foi aplicado o etanol foi exposta primeiramente as
picadas do mosquito, por um periodo de trinta minutos. Contou-se entdo o ntimero total de
picadas durante este periodo. Posteriormente foi aplicada a solucdo de 6leo essencial de O.
selloi a 10%. No periodo seguinte de trinta minutos observamos o nimero de mosquitos que
picaram o local e registramos o resultado.

A identificagdo dos mosquitos foi realizada pela entomologista Professora M.Sc.
Neiva Regina Borges Doroso, do departamento de Andlises Clinicas e Toxicologicas da
Universidade Estadual de Ponta Grossa e pelo Professor Dr. Enio Luz, da Universidade

Federal do Parana.

A comparacdo estatistica entre o tratamento com O. selloi a 10% e o controle
(tratamento apenas com etanol) foi realizada pelo teste ¢ de Student para amostras pareadas

(P<0,05).
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V.1 - RENDIMENTO DA EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL A PARTIR DAS

FOLHAS DE O. selloi

Durante o processo de destilagdo observamos que o 6leo essencial de O. selloi

apresenta densidade menor do que a da agua, cor amarela clara e pronunciado aroma. Apods 6

horas de hidrodestilacdo, obtivemos 1,34 mL de 6leo essencial a partir de 100 g das folhas de

0. selloi, devidamente dessecadas e fragmentadas.

V.2 - ANALISE FiSICO-QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE O. selloi

Os resultados obtidos a partir da analise fisico-quimica do 6leo essencial das folhas de

0. selloi estdo indicados na Tabela 1.

Tabela 1 - Analise fisico-quimica do 0leo essencial obtido das folhas de O. selloi.

Propriedades fisico-quimicas

Densidade relativa (,0d*°)

Indice de refracio (*’np)

Solubilidade em alcool etilico 60% (v/v)
Solubilidade em alcool etilico 70% (v/v)
Solubilidade em alcool etilico 80% (v/v)
Solubilidade em alcool etilico 90% (v/v)

Solubilidade em alcool etilico absoluto

0,951 g/em’
1,5294
1:40
1:15
1:5
1:2
1:1 (Soluvel)
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V.3 - DETERMINACAO DOS CONSTITUINTES QUiMICOS DO OLEO

ESSENCIAL DE O. selloi

V.3.1 - CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD) DO OLEO OBTIDO DAS

FOLHAS DE O. selloi.

A Figura 8 apresenta o perfil cromatografico do 6leo essencial de O. selloi frente a

padroes apropriados, disponiveis no laboratorio de Farmacognosia da UEPG.
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Figura 8 -Perfil cromatografico (CCD) do 6leo essencial de O. selloi ¢ dos padrdes, utilizando o tolueno-acetato
de etila (93:7), como fase movel e a vanilina sulfurica, como revelador.
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Os valores de Rf dos padroes estdo indicados na Tabela 2.

Tabela 2— Valores de Rf dos padrdes disponiveis.

Padrao RF
Eugenol 0,62
Cariofileno 0,93
Mirceno 0,97
Anetol 0,84

V.3.2 - CROMATOGRAFIA CAPILAR DE ALTA RESOLUCAO ACOPLADA AO

ESPECTROMETRO DE MASSA (GC/MS-MSD) DO OLEO ESSENCIAL DE 0. selloi

A Tabela 3 expressa a composi¢ao percentual do 6leo essencial das folhas de Ocimum
selloi obtida por GC/MS-MSD. Para cada substancia ¢ apresentando o tempo de retengdo em

minutos e a area percentual em relacdo ao demais constituintes do 6leo injetado.

Tabela 3 - Composicao percentual do 6leo essencial obtido das folhas de
Ocimum selloi, determinada por GC/MS-MSD.

Pico Substancia Tempo de Retencdo (min) Area (% vIv)
01 Estragol 18,09 55,38
02 cis-anetol 20,09 3,94
03 trans-anetol 21,48 34,23
04 M/e: (204)0 46 24,53 0,46
05 cariofileno 25,83 2,12
06 M/e: (204); 90 27,86 1,90

07 M/e: (204)1.97 28,30 1,97
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A Figura 9 representa o cromatograma do 6leo essencial de O. selloi obtido por GC.
As Figuras 10, 11 12 mostram os espectros de massas dos principais compostos presentes na
amostra, comparados aos respectivos padrdes, enquanto as Figuras 13, 14, 15 ¢ 16 dizem

respeito aos componentes minoritarios do 6leo.
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Figura 9 — Espectro de massa do estragol; amostra (A), padrdo (B).



37

100.0% T 148
77
121 | 147
L o o o L o e e o e ™
B0 180 250 a0 450 5a0
B
100 —
MS—NW-0721
| o
S0 —
2 a
fy
o
OCH
T 60— :
]
=
- il
=
=
o 40
oE;
i
20 — ‘ ‘
0 b ] ||.| . |‘|I| |||| |||“‘. ||‘|| I‘l‘l. ‘| ILh (IR Wl
T T T T T e T T e e T T T T e T I T
£ =18 7S 100 125 1=0

i,/ z

Figura 10— Espectro de massa do cis-anetol; amostra (A), padrao (B).
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V.4 - AVALIACAO TOXICOLOGICA NAO-CLINICA DO OLEO ESSENCIAL DE 0.

selloi

V.4.1 - ESTUDO DA TOXICIDADE E DO POTENCIAL MUTAGENICO AVALIADOS EM

ENSAIOS COM Salmonella typhimurium.

A tabela 4 mostra os dados do teste de toxicidade do Oleo essencial de O. selloi
realizado com a cepa TA 98 de Salmonella typhimurium, na auséncia e na presenca de sistema
extrinseco de ativagdo metabolica (mistura S9).

Nas duas situagdes, com e sem adicdo de mistura S9, foram testadas doses que
variaram de 50 a 5000 pg / placa. Nas doses de 5000 pg/placa, 4000 pg/placa e 3000 pg/placa
o numero de revertentes por placa foi igual a zero, mas ndo detectamos a presenca de tapete
bacteriano de fundo. Na auséncia de mistura S9, nas doses de 1000 ng / placa e 2000 pg /
placa, registramos o aparecimento (média + D.P.) de 3 £ 5 e 3 £ 4 colonias revertentes,
respectivamente, além de tapete bacteriano do tipo III em uma das placas tratadas com a
ultima dose. Ja na presenca da mistura S9 observamos, com as doses de 1000 ng / placa e
2000 pg / placa, tapete do tipo III em duas placas tratadas, e uma contagem de 2 + 2
revertentes na dose superior. Nao foram observados sinais relevantes de toxicidade
(diminuicdo expressiva do nimero médio de revertentes com relacdo ao controle negativo e /
ou tapete de fundo) nas doses de 50 a 500 pg / placa. A dose de 500 pg / placa correspondeu a
maior dose testada em que o nimero de coldnias revertentes foi apenas ligeiramente inferior
ao numero obtido nas placas controles, isto €, 24 + 6 revertentes na auséncia ¢ 24 + 2 na
presenca da mistura S9. Por outro lado, a dose 1000 pg de o6leo / placa foi a menor dose que

causou toxicidade. Esses resultados indicam que a dose limite a partir da qual o 6leo ¢ toxico
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para a S. typhimurium, tanto na auséncia, quanto na presenca de mistura S9, deve estar situada

entre as doses de 500 pg/placa e 1000 pg/placa.

Tabela 4: Toxicidade do 6leo essencial de Ocimum selloi para a cepa TA98 de S.
typhimurium na auséncia e na presenca de sistema extrinseco de ativagdo metabodlica (mistura

S9).
Presenca de Ativaciao Metabdlica (Mistura S9)
-S9 +S9
TIPO TIPO
DOSE  REVERTENTES "o REVERTENTES | DOSE ~ REVERTENTES " REVERTENTES
(ueolaca) PORPLACA 1, perre (MEDIA£DP) | (ug/placa) PORPLACA . oo (MEDIA+D.P)
0 NO 0 NO
5000 0 NO 0 5000 0 NO 0
0 NO 0 NO
0 NO 0 NO
4000 0 NO 0 4000 0 NO 0
0 NO 0 NO
0 NO 0 NO
3000 0 NO 0 3000 0 NO 0
0 NO 0 NO
8 NO 0 111
2000 1 NO 34+ 4 2000 2 NO 242
0 111 3 11
0 NO 0 11
1000 9 NO 3+£5 1000 0 111 0
0 NO - -
22 NO 25 NO
500 31 NO 24 + 6 500 22 NO 24 + 2
20 NO - -
30 NO 48 NO
100 36 NO 34 +3 100 46 NO 41 £ 10
35 NO 30 NO
37 NO 49 NO
50 36 NO 34 5 50 38 NO 40 + 8
28 NO 34 NO
31 NO 32 NO
0 30 NO 31 + 1 0 36 NO 35 + 2
32 NO 36 NO
133 NO 453 NO
CP 115 NO 120 + 12 CP 446 NO 450 + 5
111 NO - -

A toxicidade foi avaliada por morte bacteriana, evidenciada pela diminui¢do do numero de revertentes nas placas tratadas, quando comparado
a0 numero encontrado nas placas da dose 0, e / ou pela presenga de tapete constituido por coldnias his’, caracterizando 3 tipos de toxicidade: I)
colonias revertentes normais e um grande nimero de colonias his® muito pequenas e de dificil visualizagdo; II) revertentes normais e
colonias his mais individualizadas do que em I; III) revertentes normais e colonias his” maiores do que em I e II. NO: ndo observado. Dose 0
(controle negativo): 100ul etanol PA. CP (controle positivo): TA98/-S9, 2-NF (1pg/placa) e TA98/+S9, 2-AA (0,5ug/placa).



43

A tabela 5 mostra os dados dos testes de mutagenicidade realizados com as linhagens
TA100, TA98 ¢ TA97a, na presenga e na auséncia de mistura S9.

Nos ensaios de mutagenicidade realizados na auséncia da mistura S9, o 6leo essencial
foi testado nas doses de 5 a 500ug/placa, enquanto que nos testes realizados com a mistura, as
doses variaram de 25 a 700ug/placa.

O ¢6leo, quando testado sem a mistura S9, foi toxico na faixa de doses de 300 a 500 pg
/ placa para a cepa TA100, e na dose de 500 pg / placa para a linhagem TA9S, o que estd de
acordo com os dados apresentados na tabela 4. Por outro lado, na presenca da mistura S9, o
6leo foi toxico nas doses de 600 a 700 pg/placa. Neste caso, ¢ provavel que a metabolizagao
de constituintes do 6leo na presenga da fragdo S9 tenha reduzido a sua toxicidade para a
bactéria, o que poderia explicar a diferenca entre as maiores doses testadas nas duas situagdes
(i.e. com e sem a mistura S9).

Para que uma substancia seja considerada positiva no ensaio de incorporagdo em
placa, ela deve induzir um aumento do numero de revertentes, com relacdo aos valores
observados nos controles negativos, estatisticamente significativo e dose-dependente, em uma
ou mais cepas, na presenca e / ou auséncia da mistura S9. Um aumento maior ou igual ao
dobro do nimero de revertentes espontaneos, associado a um claro efeito dose relacionado,
indica uma resposta positiva no teste de mutagenicidade (WHO, 1985).

Podemos observar, nos experimentos realizados, que, nas linhagens TA100, TA98 e
TA97a de S. typhimurium, e em ambas as situagdes (com ou sem mistura S9), os resultados
mostraram que ndo houve aumento do numero de revertentes nas placas tratadas, quando
comparado ao respectivo controle negativo (dose 0). Os resultados obtidos sugerem, portanto,

que o 6leo de O. selloi nao ¢ mutagénico para nenhuma das trés cepas testadas.
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Tabela 5: Potencial mutagénico do 6leo essencial de Ocimum selloi avaliado em ensaios
com Salmonella typhimurium na auséncia e na presenca de sistema extrinseco de ativagdo
metabolica (mistura S9).

Linhagens de Salmonella typhimurium

DOSE TA100 TA98 TA97a

(ug/placa) -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
700 - 96 + 12%* - 36 + 13* - 98 + 34
600 - 102 + 11 - 36 + 14* - 104 + 31
500 43 £ 13% 136 + 23 29 + 8% 50 + 8 77 + 10% 122 + 12
400 103 + 13 - 34 + 12 - 84 + 8 121 + 27
300 86 + 16 127 + 16 28+ 4 55 + 11 102 + 20 177 + 20
200 124 + 29 137 + 17 47 + 14 51+ 7 116 + 10 219 + 26
100 184 + 14 180 + 15 35+ 8 35 135 £ 16 187 + 7
50 178 £ 9 154 + 43 + 40 £+ 8 151 + 19 216 £ 7
25 199 + 11 172 + 8 4 + 8 44 + 1 133 £ 5 184 + 12
10 193 + 36 - - - 128 + 19 -
5 188 + 4 - - - - -
0 182 + 16 207 + 15 45 + 2 4 + 2 117 + 24 180 + 4
Cp 1008 + 11 713 + 64 416 + 40 592 +112 769 + 53 802 + 109

Média £ D.P.: média + desvio-padrdo de 3 réplicas; Dose O - controle negativo: 100ul etanol P.A; CP-Controle positivo: TA 100/-S9,
A.S. (1pg/placa); TA 100/+S9, 2AA (1ug/placa); TA98/-S9, 2-NF (1ug/placa); TA 98/+S9, 2AA (0,5ug/placa); TA97a/-S9, 4-NQNO
(1ug/placa); TA97a/+S9, 2-AF (10ug/placa); *: toxicidade.

V.4.2 - TESTE DE TOXICIDADE AGUDA

A toxicidade oral aguda do 6leo de O. selloi foi investigada em camundongos Swiss
Webster machos e fémeas. Todas as cinco fémeas que receberam, por entubagdo gastrica,
5000 mg/kg, 2000 mg/kg e 1500 mg/kg de oleo essencial, e quatro das cinco que receberam
2500 mg/kg, morreram menos de 48 horas apds o tratamento (Tabela 6). A morte foi
precedida de sinais clinicos tais como hipoatividade, incoordenagdo motora (ataxia),
hiperpnéia e cianose de extremidades, que apareceram a partir de 15 minutos apds o
tratamento e prolongaram-se até a morte (Tabela 6). Por outro lado, todas as cinco fémeas
tratadas com 1250 mg/kg sobreviveram, sem exibir alteracdes dignas de registro, até o final
do periodo de observacdo (14 dias) (Tabela 6). Estes resultados sugerem que a maior dose

ndo-letal do d6leo de O. selloi, ap6és uma Unica administragdo por via oral a camundongos



45

fémeas, foi 1250 mg/kg, ocorrendo alta mortalidade a partir da dose de 1500 mg/kg (Tabela
6). Os camundongos machos pareceram ser mais resistentes do que as fémeas em termos da
toxicidade oral aguda do 6leo de O. selloi. Apenas um camundongo macho - dos cinco
tratados com 1500 mg/kg - morreu, mas todos os cinco tratados com 1250 mg/kg e os quatro
que receberam 2000 mg/kg sobreviveram até o final do periodo de observacdo (14 dias)
(Tabela 6). O quadro clinico também foi mais discreto entre os machos expostos ao dleo de
O.selloi, sendo a hipoatividade e a piloere¢do transitorias (de 15 minutos a 48 horas pos-
tratamento) as principais alteragdes clinicas notadas entre aqueles que receberam a maior dose

(1500 mg/kg).

Os dados relativos as alteracdes de peso corporal, ou as variagdes de peso em relagdo
ao peso antes do tratamento (Ap), dos animais que sobreviveram até o final do periodo de
observacao, sdo apresentados nas Tabelas 7 e 8, respectivamente. Como pode ser visto nas
Tabelas 7 ¢ 8, os camundongos machos tratados com as duas maiores doses (1500 e 2000
mg/kg) perderam mais peso durante os 4 primeiros dias pos-entubagdo do que o respectivo
grupo controle tratado apenas com o veiculo (6leo de milho). Ao final do periodo de
observacdo, entretanto, parece ter ocorrido recuperacdo de peso corporal nestes dois grupos
(Tabela 8). Entre as fémeas sobreviventes, no entanto, as alteracdes de peso corporal nos
grupos tratados com o 6leo de O.selloi ndo diferiram de forma evidente daquelas observadas
no grupo que recebeu apenas o veiculo (6leo de milho) (Tabelas 7 e 8). A necrdpsia dos
camundongos que morreram em funcdo do tratamento, e a dos que foram sacrificados ao final
de 14 dias de observacao, ndo revelou alteragdes macroscopicas dignas de registro, exceto em
um Unico caso (macho, sobrevivente, tratado com 2000 mg/kg) em que encontramos uma

perfuracdo no estomago.
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Tabela 6 - Toxicidade aguda do 6leo essencial de Ocimum selloi. Mortalidade, laténcia para a morte
(L), e quadro clinico apresentado por camundongos — machos e fémeas — tratados por entubacao
gastrica com uma unica dose do 6leo essencial diluido em 6leo de milho. Os animais foram observados
por 14 dias ap6s o tratamento. M= machos, F= fémeas, (N) = nimero de animais mortos com a

laténcia (L) assinalada.

Dose Mortos / Laténcia (L) Quadro clinico
(mg / kg po) Tratados  para morte (N)
5000 - - -
5/5 24h>L>1h (4) Apbés 15 min. até a morte: ataxia, hiperpnéia,
24h>L<48h (1)  hipoatividade, prostragdo e cianose nas extremidades.
2500 - - -
4/5 24h>L>1h (2) Apbés 15 min. até a morte: ataxia, hiperpnéia,
24h>L<48h (2)  hipoatividade, prostragdo e cianose nas extremidades.
2000 0/4 - Apds 15 min, hipoatividade e piloerecdo com
recuperagdo apos 24 a 48 horas.
5/5 24h>L>1h(4) Apdés 15 min. até a morte: ataxia, hiperpnéia,
24h>1.<48h (1)  hipoatividade, prostracdo, cianose nas extremidades. 2
fémeas tiveram aparente melhora clinica ap6s 2 horas,
mas morreram cerca de 16 horas apds o tratamento.
1500 1/5 48h<L<72h (1) Apo6s 15 minutos e até 48 h (sobreviventes) ou até a
morte: hipoatividade e piloeregao.
5/5 24h>L>1h (1)  Apo6s 15 min. até a morte: piloerecdo, ataxia, hiperpnéia,
24h>1.<48h (4) hipoatividade, cianose nas extremidades.
1250 0/5 - Sem alteracdes
0/5 - Sem alteragdes
0 0/5 - Sem alteragdes
(6leo)
0/5 - Sem altera¢Ges
0 0/3 - Sem alteracdes

(ndo tratado)

0/5

Sem alteragoes
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A Tabela 9 mostra os pesos do figado, bago, coragdo, pulmdes, rim esquerdo e rim direito, dos
camundongos, machos e fémeas, sacrificados ao final do periodo de observagdo de 14 dias
pos-tratamento. Os dados que constam da Tabela 9 indicam que o tratamento de
camundongos com uma Unica dose do 6leo essencial de O. selloi ndo alterou de forma

evidente o peso dos 6rgdos examinados.

Em sintese, o estudo da toxicidade oral aguda do 6leo de O. selloi para camundongos
sugere que a maxima dose ndo toxica para machos e fémeas foi 1250 mg / kg de peso
corporal. Os resultados também sugeriram que as fémeas foram mais susceptiveis a
toxicidade do oleo de O. selloi do que os machos. Todas as 10 fémeas tratadas com as doses
de 1500 mg/kg e 2000 mg/kg morreram, enquanto apenas um dos 9 machos expostos a estas

doses morreu.
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Tabela 7: Altera¢des de peso corporal (g) de camundongos machos e fémeas tratados por entubacdo gastrica com uma tnica dose do 6leo essencial
de Ocimum selloi (0, 1250, 1500, 2000 e 2500 mg/kg) diluido em 6leo de milho. Os dados sdo apresentados como média =+ desvio padrio e referem-
se apenas aos animais que sobreviveram até o final do periodo de observagdo (14 dias). N = niimero de animais sobreviventes. Todas as fémeas que
receberam as doses de 1500, 2000 e 5000 mg/kg morreram e apenas uma das 5 que foram tratadas com 2500 mg/kg sobreviveu.

Dose Sexo N Dias apds o tratamento
(mg/kg po) 0 1 2 3 4 7 9 11 14
0 M 3 40,1£79 40.1+7,8 40,4+6,9 40,4+7,1 41,1+6,6 42,6£5,5 43,6+5,1 46,0+£3,8 49,0+7,3
(ndo-tratado) F 5 374+1,5 36,3%1,5 36,7+1,2 36,9+1,5 36,6+2,0 37,9+1,6 38,7+3,0 39,325 39,6+2,6

0

(6leo de milho)

48,3+6,0  48,4+5,8  48,0+5,0 48,0+4,5 48,5+3,9 48,1£3,3 48,9+3,0 49,243,0  48,9+3,0
5 36,7£1,8 359+2,0 36,3+1,9 36,7+1,7 37,0+1,8 37,241,9 38,5+1,3 38,6+1,5  39,5+2,0

m <

1250 M 5 40,4+4,6 39,3£3,8 38,7443 40,7+4,6 40,7+4,0 41,8+4,2 41,6+4,5 42,6+3,7 42,0+3,2
F 5 357£1,8  34,8£2,0 35,5+1,7 35,8+1,6 35,9+1,7 36,8+1,5 37,4+1,5 37,9£2.4 37,5+£2.9
1500 M 4 41,2423  37,6£24  36,0+£2.5 34,9440 34,7442 36,6+5,6 38,3+5.4 39,5+4.,6 40,3+4,5
2000 M 4  43,6+3,8 41,0£3,8 394+32 39,7+3,7 40,5+4,1 43,3+3,5 43,9+2.6 44,9+£3,0 43,8+3,9
2500 F 1 33,7 33,5 32,2 33,6 33,6 34,7 35,3 349 35,7

87



Tabela 8: Ganho de peso corporal em relagdo ao dia 0 (A peso) de camundongos machos e fémeas tratados por entubacdo gastrica com
uma Unica dose do o6leo essencial de Ocimum selloi (0, 1250, 1500, 2000 e 2500 mg/kg) diluido em 6leo de milho. Os dados sdo
apresentados como média + desvio padrdo e referem-se apenas aos animais que sobreviveram até o final do periodo de observagédo (14
dias). N = nimero de animais sobreviventes. Todas as fémeas que receberam as doses de 1500, 2000 e 5000 mg/kg morreram e apenas
uma das 5 que foram tratadas com 2500 mg/kg sobreviveu.

Dose Sexo N A peso (g) durante o periodo de observacdo em relagdo ao peso no dia do tratamento (dia 0)
(A peso = peso no dia x — peso dia 0)

(mg/kg po) d1-d0  d2-d0 d3-d0 d4-do d7-d0  d9-d0 dl1-d0 d14-do0
0 M 3 00£1,2 03+1,0 0,2+13 1,0£1,6 2,543,4 3,4+4,1 5,9+7,7 8,9+13,7
(ndo-tratado) F 5 -1.1x14 -0,740,8 -0,6£1,2  -0,8+1.2 0,5+1,5 1,3+2,3 1,942,1 2,2+1,9
0 M 5 0109 -02+1,4 02420 0,242.,6 0,243,0 0,6+3,7 1,043,8 0,643
(Oleodemilho) F 5  -0,840,7 -0,4+0,5  0,0£1,1 0,3+0,7 0,5+0,9 1,8+1,6 1,8+1,6 2,8+1,5
1250 M 5 -1L1£2,6 -1,7¢1,1  03+0,7 0,3+0,6 1,4+1,4 1,3£1,2 2,2+1,4 1,621
F 5 -09£14 -02+13 0,142,0 0,2+2,1 1,1£1,7 1,721 22424 1,843,6
1500 M 4 36£04 -5240,8 -63+23  -6,542,4 46834 29431 -1,7424 -0,943,1
2000 M 4 26+0,8 -42+1,8 -39+1,1  -32424 -0,3+0,8 0,3+1,5 1,342,5 0,1+3,2
2500 F 1 -022 1,5 0,0 -0,1 1,0 1,6 1,2 2,0

6%



Tabela 9: Peso (g) dos orgdos de camundongos machos e fémeas tratados por entubagio gastrica com uma
tnica dose do 6leo essencial de Ocimum selloi (0, 1250, 1500, 2000 e 2500 mg/kg) diluido em 6leo de
milho. Os dados s@o apresentados como média + desvio padrio do peso dos orgdos dos animais
necropsiados ao final do periodo de observagédo (14 dias). N = nimero de animais necropsiados no dia 14
pos-tratamento. Todas as fémeas que receberam as doses de 1500, 2000 e 5000 mg/kg morreram antes do
dia 14 e apenas uma das 5 que foram tratadas com 2500 mg/kg sobreviveu até o final do periodo de

observagdo.
Dose Sexo Peso dos orgios (g)
(mg/kg po)
Figado Baco Coragdo  Pulmoes Rim

direito esquerdo
0 M 1,97£0,26 0,14+0,02 0,18+0,01 0,22+0,07 0,26+0,13 0,26+0,10
(ndo tratado) F 1,87+0,22 0,23+0,05 0,16+0,03 0,21+£0,05 0,20+0,02 0,20+0,01
0 M 2,28+0,33 0,17+0,03 0,18+0,03 0,20+£0,05 0,27+0,05 0,27+0,03
(6leo de milho) F 1,75£0,10 0,25+0,03 0,16+0,02 0,21+£0,05 0,20+0,02 0,19+0,03
1250 M 2,26+0,28 0,20+0,02 0,21+0,03 0,26+0,09 0,29+0,06 0,30+0,06
F 1,56+0,22 0,19+0,06 0,17+0,02 0,18+0,02 0,19+0,01 0,19+0,18
1500 M 2,31+0,60 0,16+0,05 0,22+0,07 0,24+0,03 0,26+0,06 0,25+0,07
2000 M 2,10+£0,13 0,17+£0,01 0,18+0,03 0,23+£0,03 0,27+£0,02 0,25+0,02

2500 F 2,20 0,25 0,18 0,20 0,21 0,20

V.5- AVALIACAO DO POTENCIAL IRRITANTE: TESTE DE IRRITACAO

PRIMARIA EM PELE HUMANA

A Tabela 10 mostra o resultado do teste de irritagdo primdria para a pele humana

realizado com o o6leo de Ocimum selloi. Nenhum dos trinta voluntarios expostos ao 6leo

apresentou qualquer alteracao indicativa de irritagdo dérmica, i.e. todos tiveram grau 0 de

irritacdo. Por outro lado, dois dos trinta voluntarios expostos (6,7%) a solucao de lauril sulfato

de sodio a 20% p/v (controle positivo) exibiram sinais de irritagdo, um de irritagdo leve (grau

1), e outro de irritacdo severa (grau 4).
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Tabela 10: Teste de Irritagdo Primaria em pele humana. N = niumero de voluntarios.

Tratamento Graus de Irritacio

N + ++ +++ ++++
Oleo de Ocimum selloi 32 pL/cm’ 30 0 0 0 0
Dodecil Sulfato de Sédio sol. a 20% p/v 30 1 0 0 1

V.6- AVALIACAO DA ATIVIDADE REPELENTE

O ¢6leo de Ocimum selloi, testado no campo contra 0 mosquito Anopheles brasiliensis,
mostrou ter agdo repelente causando, no intervalo de tempo testado, uma redugdo média de
88% no numero de picadas, em relagdo ao observado no mesmo voluntario na auséncia do

oleo.

VT W 1 —

=

IV T 9(

e Controle
O. selloi

]

Grifico 1 - Numero de picadas registradas antes (controle) e apds a aplicagdo do 6leo essencial de O. selloi no

antebrago de voluntarios expostos ao mosquito Anopheles brasiliensis por trinta minutos.
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Para comparar estatisticamente o nimero de picadas de mosquitos registrado antes
com o numero de picadas apos a aplicacdo do 6leo, usamos o teste ¢ de Student para amostras
pareadas (cada individuo foi seu proprio controle). O valor encontrado para ¢ foi igual 3,930

(5 graus de liberdade) o que corresponde ao valor de P =0,01107.

O namero médio de picadas caiu de 14,17 + 8,42, na auséncia de oOleo, para 1,67+
1,03, na presenca do 6leo, i.e. uma reducdo de 88, 23% ou 12,5 £+ 7,8 picadas de mosquito em
30 minutos de exposicao. Na area tratada com o repelente DEET (face), que foi usado como
controle positivo, ndo foi constatada nenhuma picada de mosquito no intervalo de tempo do

teste.

Tabela 11: Avaliagao da atividade repelente de solugdo etanolica do 6leo de Ocimum selloi
a 10% v/v contra o mosquito Anopheles brasiliensis. Os dados referem-se ao numero de
picadas de mosquito registradas no antebrago durante o periodo de 30 minutos, sendo cada
individuo o seu proprio controle. N = niimero de voluntérios.

Tratamento N  Média DP Ya!or V,al‘or (%)
minimo  maximo

Controle (etanol) 6 14,17 8,42 3 25 100,00
Oleo de O. selloi 10% viv 6 1,67* 1,03 0 3 11,77
Reducao 6 12,50 - - - 88,23

* P<0,05; teste ¢ de Student pareado.
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VI - DISCUSSAO

VL. 1 - DETERMINACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DO OLEO

ESSENCIAL DE 0. selloi

Na extracdo do o6leo essencial a partir das folhas de O. selloi obtivemos um
rendimento de 1,34% em volume por peso (v/p). Este rendimento ¢ muito superior ao
rendimento de 0,12% obtido para a extracdo a partir do material fresco por Morhy (1973). O
rendimento da extracdo que realizamos foi também superior aos rendimentos obtidos por
Vieira & Simon (2000), que foram de 0,5% para a planta coletada em Sdo Paulo e de 0,3 %
para a planta coletada no Rio de Janeiro. Estes mesmos autores obtiveram ainda um
rendimento de 2,3% na extrag@o do 6leo essencial de Ocimum basilicum. Vale a pena destacar
que, entre as espécies coletadas no campo, o O. basilicum foi aquela em que se obteve o
melhor rendimento na extracao do 6leo essencial.

Morhy (1973) encontrou um indice de refracao (*np) de 1,5402 para o 6leo essencial
de O. selloi analisado imediatamente apos a hidrodestilacdo. Esse resultado é comparavel ao
que foi obtido no presente estudo, ou seja: 1,5294.

De acordo com Simdes et al. (1999) os parametros fisicos sdo de fundamental
importancia para a avaliagcdo da qualidade de um 6leo volatil obtido de matéria-prima vegetal
ou de um medicamento que o contenha. Além disso, as informagdes obtidas nas andlises
fisicoquimicas ndo devem ser consideradas isoladamente e sim em conjunto com a andlise por
cromatografia gasosa dos constituintes quimicos.

A andlise por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando como fase movel o

tolueno-acetato de etila, na razdo de 93:7, e como revelador a vanilina sulfurica, mostrou um
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desempenho adequado para a separacdo dos constituintes quimicos do o6leo essencial de
Ocimum selloi.

A andlise cromatografica em CCD revelou uma mancha cor résea com Rf de 0,84,
semelhante ao padrao de anetol e de acordo com o indicado por Wagner ef al. (1983).

Por outro lado, a andlise por GC/MS-MSD revelou o estragol (55,38%), o trans-anetol
(34,23%), e o cis-anetol (3,94%), como sendo os principais componentes do d6leo essencial
extraido das folhas de O. selloi. Morhy (1973) verificou, através de CG, a presenga de metil-
chavicol (estragol), cis- e trans-anetol em amostras de O. selloi provenientes de Sao Paulo e
cultivadas em Brasilia. No presente estudo, portanto, obtivemos resultados semelhantes aos
relatados por esse pesquisador.

Martins et al. (1997), estudando duas variedades de Ocimum selloi Benth., cultivadas
na Universidade Federal de Vigosa, encontrou diferencas qualitativas com relagdo a
composi¢ao do 6leo essencial obtido das folhas e flores dessa espécie. No 6leo obtido das
folhas, o principal componente identificado foi o estragol (94,95%), enquanto o metil-eugenol
foi o constituinte preponderante nas flores (65,49%). Vieira & Simon (2000), estudando duas
variedades de O. selloi provenientes de Botucatu, Sdo Paulo e Campos, Rio de Janeiro
respectivamente, encontraram 38.9% e 30,6% de estragol. Outros componetes importantes
detectados por estes pesquisadores nas duas variedades foram, respectivamente, o [3-
cariofileno (7,3% e 9,5%), o bisaboleno (10% e 6,1%) e o timol (4,3 % e 7,9%).

Amaral & Casali (2000) realizaram um estudo para identificacdao e caracterizagao de
O. selloi por meio de marcadores imunoenzimaticos. Duas populacdes foram estudadas: uma
coletada em Nova Friburgo - Rio de Janeiro, e outra em Tiradentes - Minas Gerais.

Estes autores verificaram que as populagdes apresentavam isoenzimas com padrdes
eletroforéticos marcadamente distintos e peculiares. Dessa forma, parecem existir variedades
fenotipicas e quimicas de Ocimum selloi Benth., o que refor¢a a necessidade da avaliagdo da

constituicdo quimica do 6leo essencial da planta coletada em Ponta Grossa, Parana.
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Segundo Vincenzi et al. (2000) o estragol ¢ amplamente utilizado como aditivo
alimentar, sendo considerado como GRAS (Generally Recognized As Safe), ou seja,
reconhecido como seguro, além de ser aprovado pelo USFDA (United States - Food and Drug
Administration).

Simdes et al. (1999) afirmam que o anetol ocorre amplamente no reino vegetal, sendo
o principal constituinte dos 6leos volateis de Pimpinella anisum L. (erva-doce), Foeniculum
vulgare Miller (funcho) e Illicium verum Hook. f. (anis-estrelado).

Estudos realizados com outras espécies do género Ocimum mostraram diferencas
marcantes entre espécies quanto a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais. No caso do 6leo
volatil de O. suave Wild, Chogo & Crank (1981) encontraram uma propor¢do de 71,5% de
eugenol. Cimanga et al. (2001) observaram que, nos 6leos essenciais extraidos das folhas de
O. americanum L. e de O. gratissimum L., o timol constitui o componente principal,
correspondendo a 43,4% e 53,2% dos o6leos, respectivamente. Vieira & Simon (2000)
detectaram diferengas na composi¢ao quimica entre duas variedades de O. basilicum, tendo
encontrado, em uma das variedades, 46,3% de metil-cinamato, € na outra, 50% de linalol e
40% de metil-chavicol.

Variagdes entre espécies foram constatadas também por Alonso (1998), que
identificou como principais compostos encontrados nos o6leos essenciais da familia
Lamiaceae, o linalol que constitui até 75% do 6leo em algumas variedades, o metil chavicol
que chega a 87% e o eugenol, que constitui até 20% do 6leo.

Conforme Yunes & Calixto (2001), o 6leo essencial de Ocimum gratissimum Blume
apresenta atividade antifungica sendo ativo contra Epidermophyton floccosum, Microsporum
canis, Trichophyton rubrum e T. mentagrophytes, além de ser ativo também contra as

leveduras Candida albicans, C. stellatoidea e C. tropicalis.
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VI. 2- ESTUDOS DE TOXICIDADE E MUTAGENICIDADE

Os estudos de mutagenicidade realizados no presente trabalho mostraram que o 6leo
essencial de O. selloi, contendo 55,38% de estragol ndo foi mutagénico para as cepas TA100,
TA98 e TA97a. Esses resultados ja sdo um forte indicativo de que essas substancias ndo sao
mutagénicas, pois somente a TA100 e a TA98 ja representariam a bateria minima de
linhagens utilizadas no teste de Ames para detectar compostos como mutagénicos ou nao-
mutagénicos, uma vez que, juntas, detectam os dois tipos genéricos de mutagdes génicas
(substituicdo de pares de bases ¢ deslocamento do quadro de leitura). Neste caso, nenhuma
das substancias analisadas foi capaz de interagir com o DNA bacteriano para causar mutagao
de ponto (detectavel pela cepa TA100) ou do tipo frameshift (detectavel pelas TA98 e
TA97a).

De Vincenzi et al. (2000), publicaram uma revisdo sobre a toxicidade nao-clinica do
estragol, principal constituinte quimico do o6leo essencial de O. selloi. Esses autores
mencionaram dados controversos, com relagdo a genotoxicidade do estragol. Alguns trabalhos
demonstraram que o estragol ndo apresentava atividade mutagénica quando avaliado em
procariotos (ensaios de mutagdo reversa em cepas de Salmonella typhimurium e em
Escherichia coli WP2), com ou sem ativacao metabolica, ou em ensaios de reparo do DNA
realizados em Bacillus subtilis sem a adi¢ao de fracdo S9. Entretanto, outras publicagdes
citadas por De Vicenzi et al (2000) relataram que o estragol e os seus metabolitos 1-
hidroxiestragol e 1-acetoxiestragol produziram, no teste de Ames, resultados positivos com as
cepas de S. typhimurium TA1535 e TA100, com ou sem ativagdo metabdlica, e negativos com
a linhagem TA98. O estragol também foi mutagénico para a TA1537.

Os resultados claramente negativos — no teste de Ames - apresentados neste trabalho,

sugerem que o 6leo de O. selloi e o seu principal constituinte estragol ndo sdo mutagénicos.
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Esse dado ¢ coerente com grande parte da literatura sobre a genotoxicidade do estragol, mas
conflitante com alguns outros estudos citados por Vincenzi et al. (2000).

Por outro lado, ¢ interessante registrar que a formagao, em células hepaticas, de adutos
de DNA com metabolitos do estragol (1-hidroxiestragol, 1-hidroxi-2',3'-dihidroestragol e
acetoxiestragol) foi demonstrada, in vivo e in vitro (Vincenzi et al., 2000). Além disso, a
administracdo oral, subcutanea ou intraperitoneal do estragol e do I1-hidroxiestragol, a
camundongos CD-1 e B6C3FI1, induziu o aparecimento de tumores, principalmente
hepatomas (Vincenzi et al.,2000). Assim, em que pese o fato dos nossos resultados apontarem
para a conclusdo que o oleo de O.selloi (e o estragol) ndo sdo mutagénicos in vitro, é
recomendavel o aprofundamento da investigagdo do potencial genotdxico com a realizagao de

ensaios in vivo em roedores.

VI. 2- TESTE DE TOXICIDADE AGUDA

O estudo da toxicidade oral aguda do 6leo volatil de O. selloi em camundongos indica
que este ndo causou efeitos adversos evidentes em doses até 1250 mg/kg. Em doses iguais ou
superiores a 1500 mg/kg, no entanto, o 6leo matou a quase totalidade das fémeas expostas. Os
machos, por outro lado, pareceram ser mais resistentes e apenas sinais clinicos de menor
intensidade ¢ transitorios ¢ uma unica morte (entre 9 tratados) ocorreu nas doses de 1500 e
2000 mg/kg. Infelizmente, em virtude da limitada quantidade de dleo de O. selloi disponivel
para o teste, ndo foi possivel investigar doses mais altas (2500 e 5000 mg/kg) em machos. De
qualquer modo os nossos resultados claramente indicam a existéncia de diferencas entre sexos
quanto a susceptibilidade aos efeitos toxicos do oleo de O. selloi.

A toxicidade oral aguda em camundongos, particularmente em fémeas, pode ser

considerada como de ligeira a moderada. E recomendével, entretanto, a realizagdo de estudos
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adicionais de toxicidade de doses Unicas em outras espécies (e.g. ratos) e de doses repetidas

em camundongos e em outros roedores.

VL. 3- ESTUDO DA ACAO REPELENTE

O método empregado neste estudo para avaliar a atividade repelente de mosquitos foi
uma adaptagdo dos métodos realizados em campo por Trigg (1996); Yap, et al. (1998); e Yap,
Jahangir & Zairi (2000). De acordo com o que foi proposto por Yap (1998), alguns cuidados,
como a utilizagdo de cada voluntario como seu proprio controle, foram tomados para evitar
que eventuais diferengas inter-individuais quanto a atracdo do mosquito e susceptibilidade a
picadas, tornassem o teste pouco sensivel.

A agdo repelente de mosquitos das plantas da familia Lamiaceae, inclusive as do
género Ocimum, tem sido estudada por diversos pesquisadores. Estes estudos foram
realizados com varias espécies de mosquitos vetores de doencas e utilizaram diferentes
métodos para evidenciar a atividade repelente. Em que pese as diferentes abordagens, a
efetividade da agdo repelente de mosquitos tem sido consistente em Ocimum spp.

Neste estudo demonstramos que a espécie Ocimum selloi ndo fugiu a regra, ficando
clara sua atividade repelente, contra o Anopheles brasiliensis, onde obtivemos uma redugao
de 88% no numero de picadas apos a aplicagdo do dleo. O valor de P foi de 0,011 indicando
que essa diferenga foi estatisticamente significativa.

White (1973) demonstrou a acdo repelente de duas espécies de Ocimum, o O.
americanum ¢ o O. suave, contra o Aedes aegypti, transmissor da febre amarela e do dengue.
Outros autores, como por exemplo Palsson & Jaesson (1999), confirmaram esta acdo,
estudando o O. americanum (O. canum). Chogo & Crans (1981) foram além, apos terem

estudado a acdo repelente do O. suave, retiraram o seu principal componente, o eugenol. Os
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pesquisadores citados encontraram entdo resultados que sugeriram que a agao repelente destas
espécies de Ocimum devia-se ao alto teor de eugenol. Entretanto o O. selloi exibe como
componentes majoritarios o metil chavicol (ou estragol) e o anetol, ndo apresentando
propor¢des significativas de eugenol.

Quando se analisa as estruturas quimicas do estragol, do anetol ¢ do eugenol, observa-
se que estes componentes quimicos sdo fenilpropanoides, provenientes da redugdo da cadeia
lateral do acido cinamico, apresentando portanto a mesma origem biogé€nica. Esse fato
poderia justificar a acdo repelente encontrada nas espécies estudadas.

A agdo repelente do 6leo de O. selloi constatada neste trabalho foi avaliada contra o A.
brasiliensis. Embora se tenha noticia da presenca de Plasmodium sp infectando esta espécie
de anofelino em regides endémicas de malaria, felizmente ela ainda ¢ considerada como
sendo de importancia secundaria na transmissao de doengas (Povoa et. al., 2001).

Apesar deste trabalho ter evidenciado um claro efeito repelente, estudos adicionais
devem ser realizados para determinar o tempo de persisténcia da acdo repelente deste 6leo
volatil, bem como para testd-lo contra outras espécies do género Anopheles de maior

importancia como vetores de doengas.

VI. 4- CONCLUSOES

Neste trabalho determinamos as caracteristicas fisico-quimicas e identificamos os
principais componentes (e.g. estragol e trans-anetol) do 6leo essencial obtido das folhas de
Ocimum selloi coletadas na regido de Ponta Grossa, estado do Parana.

Os dados preliminares obtidos para caracterizar o perfil toxicolégico do 6leo de O.
selloi mostraram auséncia de indicios de mutagenicidade no teste de Ames e toxicidade oral

aguda em camundongos que pode ser classificada como sendo de ligeira a moderada. Embora
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esses resultados preliminares ndo desaconselhem o uso do 6leo como repelente, estudos
adicionais (e.g. genotoxicidade in vivo, toxicidade aguda em ratos e toxicidade de doses
repetidas em camundongos) sdo recomendados como etapas subseqiientes para melhor
caracterizagdo do perfil toxicologico e da seguranga deste uso.

Os resultados preliminares obtidos neste estudo também indicaram que o 6leo de O.
selloi ndo foi irritante para a pele humana e exibiu claramente atividade repelente de
mosquitos. Neste aspecto esses resultados promissores aqui apresentados recomendam
fortemente a realizagdo de estudos adicionais para avaliar o potencial irritante em exposigdes

repetidas, a persisténcia da atividade repelente e a repeléncia de outras espécies de mosquitos.
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VIII - ANEXOS

ANEXO I - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO

Vocé estd sendo convidado a participar de uma etapa da pesquisa “ESTUDO DA ACAO REPELENTE
DO OLEO DE Ocimum selloi Benth. CONTRA Anopheles brasiliensis (CHAGAS) 1907”. Sua participagio ndo
¢ obrigatoria. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar o seu consentimento, sem que haja
qualquer prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com a institui¢do (UEPG).

Os objetivos deste estudo sdo avaliar a composicdo quimica, irritacdo primaria e a agdo repelente do
oleo de O.selloi, planta popularmente conhecida como anis do campo, erva doce silvestre, alfavaca do mato,
horteld bravo, que tem sido usada popularmente como digestivo, e para tratar gastrite, tosse, dores nas pernas,
entre outras. N@o ha, entretanto comprovacdo cientifica de que a planta seja eficaz para essas finalidades
terapéuticas. Por outro lado, ndo ha também relatos de efeitos toxicos resultantes deste uso popular. Ensaios
preliminares feitos no nosso laboratério demonstram que o dleo essencial que sera estudado apresenta baixa
toxicidade aguda e ndo é mutagénico (isto é o 6leo ndo causa dano ao material genético).

Sua participagdo nesta etapa da pesquisa consistira na aplicagdo do 6leo em estudo no antebrago por um
periodo de quatro horas. Os riscos antecipaveis em decorréncia da participagdo na pesquisa restringem-se ao
aparecimento de vermelhiddo no local da aplicacdo e eventuais reagdes alérgicas ao 6leo. Esta etapa da pesquisa
terd como beneficio descobrir se o 6leo de O. selloi tem potencial irritante a pele.

As informagdes obtidas através desta pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre sua
participagdo.

Vocé recebera uma copia deste termo onde consta o telefone e o enderego do pesquisador, podendo tirar
suas duvidas sobre o projeto e sua participagdo em qualquer momento.

Declaro que nao tenho conhecimento de ser
alérgico, e que entendi os objetivos e riscos de
minha participaciio nesta etapa da Pesquisa

e concordo em participar.

Sujeito da Pesquisa Josiane Padilha de Paula'

" JOSIANE PADILHA DE PAULA — Av. Carlos Cavalcanti, 3342 — Ponta Grossa PR
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ANEXO II - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa “ESTUDO DA ACAO REPELENTE DO OLEO
DE Ocimum selloi Benth CONTRA Anopheles brasiliensis (CHAGAS) 1907”. Sua participagdo nao ¢
obrigatoria. A qualquer momento vocé€ pode desistir de participar e retirar o seu consentimento, sem que haja
qualquer prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com a institui¢do (UEPG).

Os objetivos deste estudo sdo avaliar a composi¢do quimica e a agdo repelente do o6leo de O.selloi,
planta popularmente conhecida como anis do campo, erva doce silvestre, alfavaca do mato, horteld bravo, que
tem sido usada popularmente como digestivo, ¢ para tratar gastrite, tosse, dores nas pernas, entre outras. Nao ha,
entretanto comprovagdo cientifica de que a planta seja eficaz para essas finalidades terapéuticas. Por outro lado,
nao ha também relatos de efeitos tdxicos resultantes deste uso popular. Ensaios preliminares feitos no nosso
laboratdrio demonstram que o dleo essencial que sera estudado apresenta baixa toxicidade aguda e ndo é
mutagénico (isto é o 6leo ndo causa dano ao material genético).

Sua participa¢do nesta pesquisa consistira na aplicagdo do 6leo em estudo no antebrago e posterior
exposi¢cao do braco direito ao mosquito 4. brasiliensis, bem como a exposi¢do do brago esquerdo sem o 6leo ao
A. brasiliensis, conhecido como pernilongo. Os mosquitos serdo provenientes da criagdo da UEPG
(Universidade Estadual de Ponta Grossa) ndao havendo qualquer risco de transmissdo de doengas. Os riscos
antecipaveis em decorréncia da participag@o na pesquisa restringem-se ao aparecimento de vermelhiddo no local
da aplicacdo e eventuais reagdes alérgicas ao 6leo ou a picada.

A pesquisa terd como beneficio descobrir se o o6leo de O. selloi tem atividade repelente, o que
possibilitara seu uso para proteger individuos de doengas transmitas por mosquitos (e.g. malaria, dengue, febre
amarela).

As informagdes obtidas através desta pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre sua
participagao.

Vocé recebera uma copia deste termo onde consta o telefone e o enderego do pesquisador, podendo tirar
suas duvidas sobre o projeto e sua participagdo em qualquer momento.

Declaro que nio tenho conhecimento de ser
alérgico a picada de mosquitos, e que entendi
os objetivos e riscos de minha participacio no
Pesquisa e concordo em participar.

Sujeito da Pesquisa Josiane Padilha de Paula’

Fone 0XX42 226 2207 e-mail jopadilha@brturbo.com
2 JOSIANE PADILHA DE PAULA — Av. Carlos Cavalcanti, 3342 — Ponta Grossa PR
Fone 0XX42 226 2207 e-mail jopadilha@brturbo.com
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