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APRESENTACAO

A busca por substitutos para os inseticidas sintéticos tem estimulado muitas pesquisas,
considerando a utilizacdo de extratos, dleos ou derivados provenientes de plantas. Esta
procura pode ser justificada pelo potencial dos inseficidas botanicos associado a fdcil
degradacdo de seus constituintes, menor toxicidade ao homem e uma alternativa mais
segura para o meio ambiente. O eugenol tem despertado interesse no controle das larvas
do Aedes aegypti, uma vez que apresenta comprovada acdo larvicida. O uso direto do
eugenol, no entanto, apresenta limitacdo quanto & solubilidade em meio aquoso. Logo, a
obtencdo de um sistema que favoreca sua liberacdo se faz necessdrio. Os resultados
apresentados evidenciaram o potencial do formulado como alternativa para confrolar
larvas de A. aegypti.
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1 INTRODUCAO

As &reas tropicais e subtropicais do globo terrestre sdo mais vulnerdveis a doengas parasitarias
(SUTER et al., 2017). O risco de contrair doencas transmitidas por artropodes € grande devido a
urbanizacdo ndo planejada, a intensificacdo da globalizacdo e de fatores relacionados as mudancas
climéticas. Estes tém impacto significativo na transmissdo de doengas, nestes ultimos anos, sendo
que os mosquitos desempenham um papel fundamental na transmisséo de uma variedade de parasitas
e patdgenos, nestas areas. Os mosquitos constituem um grupo de grande importancia para a saude
publica, pois atuam como os vetores dessas doencas, estando entre as principais causas de mortalidade
e morbidade em seres humanos. Assim sendo, dentre as doencas, podemos citar como exemplo
dengue, chikungunya, malaria, filariose, febre amarela, encefalite japonesa e o virus Zika
(MEHLHORN etal., 2012; BENELLI, 2015a; ARAUJO et al., 2015; GOVINDARAJAN et al., 2016;
GONZALES et al., 2017; WHO, 2017).

O mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) é o principal vetor de varias doengas virais no
Brasil como dengue, chikungunya, zika e febre amarela urbana (TOLLE, 2009; PETERSEN et al.,
2016). Entre as doencas transmitidas, a dengue ainda é a mais grave e ocupa uma posicao de destaque
e permanece entre as grandes preocupacfes na saude publica dos paises tropicais e subtropicais
(BENELLI, 2015b; WHO, 2017).

A incidéncia mundial da dengue aumentou 30 vezes nos ultimos 50 anos e mais paises estao
relatando seus primeiros surtos da doenca (WHO, 2015). Entre 2008 e 2012, mais de 1,2 milhdes de
casos de dengue foram identificados a cada ano (BHATT et al., 2013; ARAUJO et al., 2015). No
Brasil, em 2017, até a semana epidemiolégica 45, foram registrados 239.076 casos provaveis de
dengue no pais, com uma incidéncia de 116,0 casos/100 mil habitantes. Neste mesmo periodo, na
regido norte, registrou-se 21.057 casos e no estado do Amazonas foram constatados 3.899 casos,
também até a semana epidemioldgica 45 (BRASIL, 2017).

Em 2014 foram registrados os primeiros casos de chikungunya autoctones detectados no
Brasil. Em 2017, até semana epidemiolégica 45, registrou-se 184.458 casos provaveis de
chikungunya no pais. No estado do Amazonas, este nimero atingiu 259 casos provaveis (CAMPOS
etal., 2015; BRASIL, 2017).

Considerando o virus Zika no pais em 2017, até a semana epidemioldgica 45, foram
registrados 16.870 casos provaveis, sendo 418 casos notificados para o estado do Amazonas
(BRASIL,2017).

Levando-se em conta a situacéo epidemioldgica do Brasil, 0 uso de inseticidas quimicos esta
a frente das acdes de controle do mosquito vetor. O controle quimico € o principal método utilizado

pelo poder pablico para diminuir as epidemias, desempenhando um papel essencial na reducdo da
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dengue, do virus Zika e do chikungunya (LIMA et al., 2006; BESERRA et al., 2007; LIMA et al.,
2015; BENELLI e MEHLHORN, 2016).

O controle dos mosquitos depende principalmente de aplicagcbes continuas de
organofosforado, como temephos, reguladores de crescimento de insetos, como diflubenzuron e
methoprene e larvicidas bacterianos, como Bacillus thuringiensis e Bacillus sphaericus (LEES et al.,
2015). Além disso, ressalta-se que os produtos quimicos tém efeitos negativos sobre a salide humana
e 0 meio ambiente (NARAHASHI, 2000; BIONDI et al., 2012; LIU et al., 2013; MIRESMAILLI e
ISMAN, 2014).

Portanto, sdo necessérias urgentemente ferramentas de controle ecologicamente seguras e
viaveis. Nos ultimos anos, pesquisas extensas foram realizadas para investigar a eficacia de
inseticidas botanicos contra 0s mosquitos, uma vez gque nao sdo toxicos para 0s mamiferos e sdo
candidatos promissores para substituir os inseticidas convencionais (SHAALAN et al., 2005;
CARVALHO, 2011; CANTRELL et al., 2012; MIRESMAILLI e ISMAN, 2014; REEGAN et al.,
2014; PAVELA, 2015; GOVINDARAJAN et al., 2016; GONZALES, 2017). Os inseticidas
botanicos sdo promissores, pois sdo efetivos e benéficos para o meio ambiente, sdo facilmente
biodegradaveis e muitas vezes apresentam baixo custo de producdo, tornando comercialmente
competitivo em relacdo aos inseticidas quimicos (VENDRAMIM e CASTIGLIONI, 2000;
KAMARAJ et al., 2011; REGNAULT-ROGER et al., 2012).

Em particular, o potencial de investigar plantas com fontes de metabdlitos para fins de controle
é digno de atencdo (BENELLI e MEHLHORN, 2016). As moléculas produzidas por plantas séo
muitas vezes eficazes, em poucas partes por milhdo (ppm), contra os estadios larvais das espécies do
género Aedes, Anopheles e Culex (BENELLI, 2015; PAVELA, 2015). Estas podem ser usadas para
a sintese de novos derivados (BENELLI, 2016) e até mesmo utilizadas para preparar formulacdes
botanicas, com baixa toxicidade para humanos (AMER e MEHLHORN, 2006; GLEISER e
ZYGADLO, 2007; GERIS et al., 2008; MULLAI et al., 2008; RAHUMAN et al., 2008; SILVA e
GOMES, 2008; LEYVA et al., 2009; SEMMLER et al., 2009; REGNAULT-ROGER et al., 2012;
BENELLI, 2015).

Neste trabalho foi utilizado o eugenol - 4-alil-2-metoxifenol, molécula usada desde o século
XIX, como agente aromatico em uma grande variedade de produtos farmacéuticos e alimenticios. O
eugenol se constitui no maior componente do 6leo essencial extraido do cravo-da-india (Eugenia
caryophyllata) (70-90 %). Este composto fenolico apresenta atividade inseticida e possui
propriedades medicinais (ISMAN, 2006; CHAIEB et al., 2007; HUILING et al., 2008; SADEGHIAN
etal., 2008; AMIRI et al., 2008; SHOKEEN et al., 2008; HEMAISWARYA e DOBLE, 2009; BHAT
e KEMPRAJ, 2009; MIOT et al., 2011; BAGAVAN e RAHUMAN, 2011; MEDEIROS et al., 2011,
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MEDEIROS et al., 2013; QUEIROZ et al., 2015). O cravo-da-india € amplamente conhecido, sendo
usado principalmente como condimento na culinéria, devido ao seu marcante aroma e sabor (RAINA,
2001; EYAMBE, et al., 2011).

Medeiros (2011) demonstrou a atividade larvicida do extrato aquoso do cravo-da-india em
larvas de A. aegypti em laboratorio e em campo. O extrato aquoso desta planta mostrou-se efetivo no
controle das larvas, em aparadores de vasos nas residéncias, mantendo a atividade efetiva por um
periodo médio entre 8 e 10 dias. Apos este periodo, o estrato aquoso sofreu alta biodegradagédo no
ambiente, sendo esta uma caracteristica inerente a todos os compostos botanicos. De acordo com
MARCOMINI (2009), este foi 0 motivo pelo qual os inseticidas botanicos foram substituidos pelos
sintéticos, no passado.

Uma solucdo para contornar o problema da réapida degradacdo no ambiente dos extratos
aquoso, consiste na modificacdo quimica da estrutura do principio ativo, possibilitando o aumento no
tempo do efeito larvicida, sem alterar os seus efeitos benéficos, melhorando a poténcia e estabilidade
do eugenol, bem como na seguranga para os seres humanos e o meio ambiente (OLIVEIRA et al.,
2014).

Embora estudos tenham mostrado atividade dos inseticidas botanicos (extratos, Oleos
essenciais, componentes ativos isolados e derivados) uma questado importante é que apresentam baixa
estabilidade fisico-quimica, alta volatilidade, propriedades térmicas, decomposicdo, entre outras
desvantagens. Portanto, o uso de ferramentas biotecnoldgicas poderd oferecer uma maneira de
desenvolver novas formulac@es e sistemas capazes de melhorar a eficiéncia desse tipo de inseticida
(KHOT et al., 2012).

A procura por formulagOes alternativas para combater 0 mosquito A. aegypti torna-se
relevante, considerando que este mosquito tem uma elevada capacidade em veicular patdégenos
(LANG et al., 2017). Neste contexto, o fato do eugenol mostrar atividade larvicida, representa uma
alternativa eficiente no controle desse vetor.

Assim, torna-se necessario ampliar o tempo de atuacdo do eugenol, onde o principio ativo
possa ter sua liberacdo controlada. Uma formulacdo polimérica proporcionara a reducdo na
quantidade do principio ativo a ser liberado por evaporacgdo, protegendo também os ingredientes
ativos da degradagéo por agdo da luz solar. No caso do eugenol, uma formulacdo com essas
caracteristicas, constitui uma alternativa econémica e eficiente para o controle dos vetores, por
periodos maiores de atuacéo.

Uma série de materiais € sugerida para o preparo de novas formulagdes inseticidas, incluindo
emulsdes, materiais organicos (metal e Oxidos metalicos) e materiais baseados em polimeros
(BUTELER et al., 2015; NURUZZAMAN et al., 2016; SHAH et al., 2016). Diferentes polimeros séo
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considerados para a sintese de formulacdes poliméricas contendo inseticidas boténicos, incluindo
amido e seus derivados (dextrinas, maltodextrinas, ciclodextrinas), gomas, alginatos, quitina e
poliésteres (polietileno glicol, poli-g-caprolactona), entre outros (VARONA et al., 2013; ALVES et
al., 2014; FERNANDES et al., 2014; GONZALEZ et al., 2014; KFOURY et al., 2015;
VISHWAKARMA et al., 2016).

As resinas epOxis como polimeros de engenharia sdéo amplamente utilizadas na preparagéo de
revestimentos, adesivos, encapsulantes, etc. (DEKKER, 1988; HAMERTON, 1996; PETRIE, 2006).
Dentre as varias familias de agente de cura, as mais conhecidas e estudadas sdo as do tipo amina
(poliamidas, poliaminoamidas, aminas alifaticas, aminas ciclo-alifaticas, aminas aromaticas, adutos
de aminas, anidridos, polimercaptanas e polissulfetos). Esta familia € constituida por numerosos
compostos polifuncionais com diferentes estruturas quimicas, que contém em comum a presenca de
grupos amina do tipo primaria, secundaria e terciaria (GHAFFAR e FAN, 2014).

Neste contexto, o presente trabalho estd voltado para o estudo de novas estratégias com
eficacia e seguranca para o controle do A. aegypti, utilizando aplicacbes por meio de ferramentas
biotecnolodgicas. O estudo concentrou-se na obtencdo de formulados poliméricos de eugenol epoxido,
sendo avaliado seu potencial larvicida, constituindo-se em uma alternativa eficaz para o controle do
A. aegypti.

Este trabalho foi realizado por meio de parceria interdisciplinar e interinstitucional entre o
Instituto de Quimica Organica da Universidade de Helsinki (Finlandia) e o Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA), bem como o curso de Pods-Graduacdo em Biotecnologia da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

A caracterizacdo e confirmacdo das etapas anteriores a polimerizagdo foram realizadas por
RMN 1H, onde mostra os picos relevantes em desenho esquematico, sendo o grafico apresentado no

decorrer deste trabalho.

1.1 SINTESE DO DERIVADO DO EUGENOL

O derivado foi preparado a partir do eugenol da marca Sigma-Aldrich com pureza de 99%
(CG). A obtengéo do derivado seguiu a metodologia de Boltze et al. (1972) sendo realizado em duas
etapas consecutivas, usando as rea¢6es de metilagao e epoxidacao.

Inicialmente, um baldo bi-tubular de 500 mL, foi purgado em uma corrente vigorosa de
nitrogénio por 10 minutos antes da sua utilizacdo, apds montado o sistema seguiu-se para a pesagem
dos reagentes, pesados em capela de atmosfera inerte (Box), o agente alcalino foi dissolvido em Tetra-
hidrofurano - THF (6,75 g de metilato de sodio - CH3ONa em 137 mL de Tetra-hidrofurano — C4HgO)
sob a agitador magnético em temperatura de -5 °C. Depois de dissolvido o metilato de sodio,

NANOPARTICULAS POLIMERICAS: UMA ALTERNATIVA DE LIBERACAO CONTROLADA PARA O USO NO CONTROLE DE
AEDES (STEGOMYA) AEGYPTI (LINNAEUS, 1762) VETOR DA DENGUE, CHIKUNGUNYA E ZIKA EM MANAUS




adicionou-se 20,5 mL de eugenol, o baldo reacional ficou nas primeiras duas horas em banho de gelo
-5 °C, permanecendo em refluxo e com agitacdo constante, apds esse tempo permaneceu em
temperatura ambiente sob nitrogénio por 24 horas.

Todo o progresso da reacdo foi monitorada por TLC e teste de peroxido, utilizando uma
solucdo a 10% de lodeto de potéssio (KI). Para comparacgdo das fragdes sintetizadas foram recortadas
placas de tamanhos variados a partir de cromatoplacas de silica gel em fase normal com suporte de
aluminio de tamanho 20 x 20 cm com indicador de fluorescéncia, para visualizagdo e revelacao das
placas foram utilizados luz UV (Spectroline).

Apo0s 24 horas, a mistura foi cuidadosamente lavada com uma solugdo aquosa saturada de
bicarbonato de sodio (NaHCOs - 3 x 10 ml) e &gua destilada (3 x 10 ml). A camada organica foi
separada, seca sobre sulfato de sodio (Na>SOs) e evaporada sob pressdo reduzida a temperatura
ambiente, em seguida o baldo foi levado para capela, onde foi ligado a uma bomba a vacuo para
retirada total do solvente, resultando em um p6 de cor cinza

Na reacdo de epoxidacdo foi utilizada a epicloridrina (95%), a reagdo de epoxidagéo foi
realizado da seguinte maneira: em um baldo bi-tubular de 500 mL, foi adicionado 40 g do produto
em 150 mL de tolueno sob agitacéo e refluxo constantes, o tolueno foi utilizado para minimizar a
abertura do anel (GAN et al., 1992; CAMPANELLA et al., 2007). Depois de dissolvido o produto,
com o auxilio de um funil de adi¢&o adicionou-se 50 mL de epicloridrina, acrescentando lentamente
em um intervalo de aproximadamente 50 minutos. A mistura foi aquecida até 80 °C sob
agitacdo/refluxo constantes por 72 horas. Ao término da reacdo, a solucdo foi resfriada até
temperatura ambiente e colocada em péra de decantacdo para separacao das fases aquosa e organica,
e purificada com agua destilada, repetindo a lavagem e separacdo de fases por cinco vezes para
remocdo de tracos.

A remocdo de grande parte do solvente foi por rota de evaporacdo, a outra parte reacional
contendo o tolueno residual foi aquecida até 60 °C a vacuo por seis horas para retirada total do
solvente. Obteve-se o derivado na forma bruta, que foi purificado através da destilacdo fracionada, o
baldo contendo a substancia viscosa foi aquecido com uma pistola de ar quente, chegando a 180 °C,
as oito fracOes obtidas foram polimerizadas e utilizadas nos bioensaios seletivos para verificar
atividade larvicida. Posteriormente, as oito fragdes foram caracterizadas através da anélise de RMN

de 'H, e a fracdo FES identificada como eugenol epoxido.
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1.2 POLIMERIZA(}AO EM BLOCO

Inicialmente foi obtido um sistema pré-formulado incorporado com 10% das fracfes (oito),
totalizando oito pré-formulados: FE1, FE2, FE3, FE4, FE5, FE6, FEQ7 e FE8, 0s quais posteriormente
foram testados nos bioensaios seletivos (ver item 4.5.1).

Nos bioensaios de dose foram preparados trés formulados com 3%, 5% e 10 %. O sistema
estudado dos formulados foi constituido pelos monémeros: éter diglicidilico de glicerol (GlyDGE),
derivado de eugenol epoxi (EP), com uma amina 2,2'-(etilenodioxi) bis (etilamina) (TEGDA),
contendo um agente de cura éter triglicidil trimetilolpropano (TTGE). O célculo para obtencdo do
formulado foi de acordo com DOW® (Phr - partes em peso de amina por 100 partes de resina), sendo
adicionada ao agente de cura/endurecedor, em quantidade estequiométrica, em relacdo a massa
correspondente de resina. A quantidade de EP incorporada na preparacdo de cada polimero foram:
3% (p/p), 5% (p/p), 10% (p/p), sendo as formulagdes produzidas em triplicatas. Os formulados com
0% foram preparados do mesmo modo, mas sem a adi¢do do EP.

A mistura foi mantida sob agitagdo manual por 5 minutos, a temperatura ambiente (24 °C).
Apds homogeneizacdo, a mistura foi transferida para seringas de 5 mL. As seringas contendo as
formulag6es foram submetidas ao ciclo de cura em estufa, o sistema foi curado a uma temperatura de
50 °C em overnight. Finalmente os materiais foram resfriados lentamente até temperatura ambiente.

Os espectros de RMN *H foram obtidos no Laboratério de Quimica Organica da Universidade
de Helsinki (Finlandia), em equipamento Varian modelo Inovar 400 MHz, a 25 °C. Utilizou-se
tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Foram pesados 2 mg das amostras e solubilizadas
em 0,5 mL cloroférmio deuterado (CDCIs), solubilizadas em solvente adequado por se tratar de
amostras com menor polaridade. O deslocamento quimico foi registrado utilizando o pico de solvente

residual de cloroférmio expresso em ppm.

1.3 OBTENCAO DE OVOS

As coletas de ovos de A. aegypti foram realizadas em diferentes localidades da cidade de
Manaus (SISB10/21264-3), foram utilizadas armadilhas para oviposi¢do, chamada de ovitrampas,
permanecendo por sete dias nos locais. No interior dessas ovitrampas foram colocadas verticalmente
palhetas do tipo Duratree, com a superficie irregular voltada para o lado de fora, de maneira a tornar
propicio a atividade de oviposi¢édo e aderéncia dos ovos. Como atrativo para as fémeas, foi preparada
uma infusdo composta de capim elefante (Megathyrsus maximus) e agua, ficando por 10 dias em
temperatura ambiente para ocorrer & fermentacao, posteriormente essa infusdo era adicionada nas

armadilhas.
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Apos sete dias as armadilhas de ovitrampas eram recolhidas e levadas para o insetéario do
laboratorio de malaria e dengue no INPA, onde eram colocadas para secar. Posteriormente essas
palhetas eram observadas em microscopio estereoscopico para verificar a presenca de ovos. As
palhetas que continham ovos eram colocadas em bacias plasticas contendo agua declorada para
eclosdo das larvas. Apos a eclosdo, as larvas eram transferidas para cubas de plasticos contendo &gua,
onde eram alimentadas diariamente com a ragédo para roedores (Teklad Global 18%) e racéo para gato
(Whiskas®), em uma proporcao de 1:1.

A limpeza das bacias ocorria a cada dois dias de acordo a metodologia de rotina do laboratério
de malaria e dengue (PINHEIRO e TADEI, 2002). As larvas foram mantidas nas bacias plasticas até
atingirem o estagio de pupa, sendo transferidas para gaiolas para emergéncia dos adultos. Com auxilio
de chave de identificacdo, os individuos adultos (machos e fémeas) de A. aegypti foram identificados
e transferidos para gaiolas teladas para reproducdo da geracdo F1 (CONSOLI e LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 1994; WRBU, 2017). No interior da gaiola foram colocados erlenmeyer contendo
algoddo embebido em solucéo agucarada a 10%, para alimentacdo dos adultos. As fémeas além da
solucdo acucarada, receberam duas vezes por semana um repasto sanguineo, essencial para a
maturacdo dos ovos. No repasto utilizava-se um hamster (Mesocricetus auratus), anestesiado
(CEUA-026/2016).

Dentro das gaiolas 0s mosquitos realizam o acasalamento e a oviposi¢cdo, apds o repasto
sanguineo as fémeas depositavam seus ovos em copos plasticos de 100 mL revestido com uma fita
de papel filtro umedecida, medindo 3 cm de altura por 22 cm de comprimento, essa fita servia de
substrato para fémeas depositarem 0s ovos. Apés o periodo de oviposicao, que durava em média de
trés a cinco dias, os copos com as fitas contendo os ovos eram retirados das gaiolas e armazenados

em local apropriado no insetéario.

1.4 OBTENCAO DAS LARVAS

Na realizacdo dos bioensaios foram utilizadas larvas de terceiro estadio de A. aegypti, as quais
foram obtidas a partir das desovas. As larvas foram criadas sob condigfes controladas, com
temperatura em média de 28 = 2 °C, umidade relativa em torno de 85% e fotofase de 12 horas
(SCARPASSA e TADEI, 1990). Na obtencgéo de larvas, as tiras de papel filtro contendo os ovos
foram colocadas em bacias pléasticas contendo agua desclorada, nas bacias as larvas foram criadas até
atingirem o terceiro estadio de desenvolvimento larval.

Apbs a eclosdo, as larvas recebiam alimento, sendo este distribuido nas bacias com agua. A
limpeza das bacias ocorria duas vezes por semana para evitar a formagéo de pelicula na superficie, e

consequentemente a proliferagcdo de microorganismos. As larvas eram 3° estadio eram selecionadas

NANOPARTICULAS POLIMERICAS: UMA ALTERNATIVA DE LIBERACAO CONTROLADA PARA O USO NO CONTROLE DE
AEDES (STEGOMYA) AEGYPTI (LINNAEUS, 1762) VETOR DA DENGUE, CHIKUNGUNYA E ZIKA EM MANAUS




para 0s bioensaios, sendo as demais deixadas nas bacias para atingirem o estagio de pupa,
posteriormente transferidas para gaiolas, para a emergéncia dos alados. Os mosquitos alados eram
mantidos para reproducdo e reposicdo do estoque de ovo do laboratorio, para estes era oferecida

alimentacéo (ver item 4.4.1).

1.5 BIOENSAIOS

Os bioensaios seguiram o protocolo de Dulmage et al. (1990), sendo conduzidos no
Laboratorio de Malaria e Dengue do INPA, sob temperatura ambiente de 26+2° C e umidade relativa
superior a 85%. Foram realizados dois tipos de bioensaios: 1) bioensaio seletivo, com objetivo de
selecionar doses dos formulados poliméricos do eugenol epdxido com atividade larvicida e 2)
bioensaio quantitativo e/ou de dose, com a finalidade de determinar a toxicidade do formulado, por

meio da estimativa da Concentracdo Letal Mediana (CLso).

1.6 BIOENSAIOS SELETIVOS

Inicialmente, foram conduzidos bioensaios seletivos para testar a toxicidade dos formulados
poliméricos em larvas de A. aegypti. Para estes bioensaios foram preparados oito pré-formulados
(FE1, FE2, FE3, FE4, FE5, FE6, FEO7 e FE8) incorporados com 10% de cada fracdo, resultantes da
destilacéo fracionada.

Os bioensaios seletivos eram compostos de cinco copos de 50 mL, contendo em cada copo:
20 mL de agua destilada, dez larvas de terceiro estadio e a dose do formulado polimérico. Cinco doses
iniciais foram testadas: 2; 3; 4; 5 e 6 mg. Ap6s a aplicacdo dos formulados poliméricos foram
realizadas leituras em 24, 48 e 72 horas. Todas as fracGes dos pré-formulados foram caracterizadas
por analise de RMN H.

Os pré-formulados que causaram mortalidade das larvas superior a 50%, atenderam ao critério
da selecdo para serem testados em bioensaios de dose, no entanto, sento testada apenas a fracdo que

contivesse a fragdo identificada como eugenol epdxido.

1.7 BIOENSAIOS DOSE

Somente a fracdo FE8 foi identificada como eugenol epoxido e utilizada no preparo dos
formulados testados nos bioensaios de dose: 3%, 5%, 10%, para a determinacdo da atividade
larvicida, por Concentracdo Letal Mediana - CLso.

Nos bioensaios foram montadas réplicas (Figura 1) de cinco copos plasticos com capacidade
de 180 mL contendo cada copo: 50 mL de &gua destilada, 20 larvas de terceiro estadio e a dose do

formulado polimérico: 5; 4; 3; 2 e 1. Em cada copo foi adicionado alimento em pd (ver item 4.5.1).
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Figura 1. Disposi¢do dos copos plasticos durante a realizagdo dos bioensaios.

Fonte: Vale, E. S. M. 2016.

Em cada bioensaio foram preparados dois grupos controle: um negativo e um positivo. No
grupo controle negativo o copo plastico continha somente agua, servindo como base para mensurar a
mortalidade natural das larvas que, segundo os critérios estabelecidos por Dulmage et al. (1990), ndo
deveria ultrapassar 10%. No controle positivo (0%), o copo plastico continha apenas o formulado
(GlyDGE + TTGE, TEGDA, EtOH) sem o eugenol epoxi (ver Tabela 1). Os bioensaios foram
realizados em triplicata, montados em dias alternados, com intervalo de confianga de 95%. Em ambos
0s ensaios, apos a aplicacdo do formulado polimérico, foi feita a contagem das larvas vivas e mortas

nos intervalos de 24, 48 e 72 horas.

1.8 CONCENTRACAO LETAL MEDIANA (CLso)

A Concentracdo Letal Mediana (CLso) foi obtida por analise de Probit (FINNEY 1981), com
0 auxilio do programa POLO-PC / LeOra Software — 1987, a partir dos dados de mortalidade das
larvas nos bioensaios de dose. As retas foram construidas com base nos valores de probit esperado a
partir da equacgéo de regressdo linear e do probit observado obtido pela conversdo dos percentuais de
mortalidade (FINNEY 1981).
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2 RESULTADOS

2.1 POLIMERIZAQAO EM BLOCO - SINTESE DO FORMULADO POLIMERICO

Foram sintetizados trés formulados poliméricos incorporados com 3, 5 e 10 % do eugenol
epoxido (Tabela 1). O processo de obtencéo foi por polimerizacdo em bloco em meio homogéneo. A
polimerizagdo ocorreu quando a viscosidade da mistura era baixa para permitir a mistura,
transferéncia de calor e eliminagdo de bolhas. O sistema foi formado pela reacéo do eugenol epoxi
(EP), sendo os anéis abertos pelos grupos amina de cadeias ramificadas em condicdes térmicas,

resultando na formacao de rede dentro da area do sistema.

Tabela 1. Composicdo dos formulados poliméricos.

Formulado (%)
Reagentes pl
GlyDGE + TTGE 836
TEGDA 323
0 EtOH 947
EP 0 -
GlyDGE + TTGE 757
TEGDA 355
3 EtOH 888
EP 28,6 -
GlyDGE + TTGE 7415
c TEGDA 332
EtOH 926
EP 47,66 -
GlyDGE + TTGE 836
10 TEGDA 323
EtOH 974
EP 95,32 -

GlyDGE - éter diglicidilico de glicerol; TTGE - éter triglicidil trimetilolpropano; TEGDA - 2,2'-(etilenodioxi) bis
(etilamina); EP - Eugenol epdxi; EtOH — etanol; % — porcentagem em massa; (p/p) - partes em peso de amina por 100
partes de resina.

2.2 BIOENSAIOS SELETIVOS

Os resultados dos bioensaios seletivos com os formulados poliméricos estéo representados na
Tabela 2. Das oito amostras de formulados testadas nos bioensaios em larvas de A. aegypti somente
trés mostraram atividade larvicida acima de 50%: formulados FE1, FE7 e FE8. No bioensaio com o
formulado FE8 obteve-se mortalidade de 100% (250 larvas), a partir de 24 horas de aplicacdo. Com
os formulados FE1 e FE7, os percentuais de mortalidade foram respectivamente, 82% (124 larvas) e
72% (36 larvas) em 24 horas. Os demais formulados: FE2, FE3, FE4, FE5 e FE6 apresentaram
mortalidade inferior a 50% (Tabela 2). Entretanto, a apenas o formulado FES8, foi selecionado para os

bioensaios de dose por conter o derivado eugenol epoxido.
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O grupo controle registrou mortalidade somente nos bioensaios com os formulados FE5 e
FE7, sendo inferior a 0,4% e 4% respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Mortalidade das larvas de Aedes aegypti observada nos bioensaios seletivos com os formulados poliméricos de
eugenol.

Leitura (horas)
Formulado

C 24 h 48 h 72 h N
FE1 0 124 (82) 26 (17) 0 (0) 150
FE2 0 30 (20) 49 (32) 42 (28) 150
FE3 0 78 (31) 115 (46) 50 (20) 250
FE4 0 17 (6) 87 (34) 62 (24) 250
FE5 1(0,4) 13 (5) 116 (46) 56 (22) 250
FE6 0 8 (5) 65 (43) 48 (32) 150
FE7 2(4) 36 (72) 6 (12) 7(14) 50
FE8 0 250 (100) - - 250
TOTAL 1.500
C = controle

() = valores em porcentagem
n = namero de individuos testados
- = 100% de mortalidade na leitura anterior

2.3 BIOENSAIOS DE DOSE

Do formulado testado no bioensaio de dose, FE8, apenas o formulado com 10% do derivado
de eugenol epoxido apresentou mortalidade.

Os resultados obtidos de mortalidade nos bioensaios com o formulado polimérico (10%), em
valores cumulativos nas leituras de 24, 48 e 72 horas ap0s a aplicacao, estdo representados na Tabela
3.

Levando-se em conta a leitura de 24 horas ap0s a aplicacdo do formulado, nas doses de 5 mg
verificou-se mortalidade de 99,3% (298 larvas) e em 48 horas obteve-se mortalidade de 100% (300
larvas). Na dose seguinte, 4 mg, a mortalidade encontrada inicialmente foi 98,6% (296 larvas), e de
até 99,6% (299 larvas), em 48 horas, chegando a 100% (300 larvas) de mortalidade na leitura de 72
horas. Na dose de 3 mg, a mortalidade encontrada em 24 horas foi igual a 93% (281 larvas), em 48
horas foi registrado 98% (294 larvas mortas), chegando, a 99,6% (299 larvas mortas) em 72 horas.

Considerando-se as doses de 2 mg e 1 mg obteve-se mortalidade de 77% (231 larvas) e 46%
(140 larvas), respectivamente, em 24 horas (Tabela 2). Em 48 horas, nessas duas doses a mortalidade
chegou a respectivamente 96% (288 larvas) e 51% (155 larvas). Na leitura de 72 horas, obteve-se
mortalidade de 97,3% (292 larvas), com a dose de 2 mg e 66% (198 larvas) na dose de 1 mg.
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Tabela 3. Mortalidade das larvas de Aedes aegypti em valores cumulativos nos intervalos 24, 48 e 72 horas, observada
nos bhioensaios com formulado polimérico com 10% eugenol epoxido.

Leitura (horas)

24 h 48 h 72 h
5 300 298 (99,3) 300 (100) -
4 300 296 (98,6) 299 (99,6) 300 (100)
3 300 281 (93) 294 (98) 299 (99,6)
2 300 231 (77) 288 (96) 292 (97,3)
1 300 140 (46) 155 (51,6) 198 (66)
Controle negativo 300 1(0,3) 3(1) 1(0,3)
(0% sugend) epoxico) 300 2(08) 103) 3
Total 1246 1336 1089

() =valores em porcentagem
n = nimero de individuos testados
- = 100% de mortalidade na leitura anterior

Considerando o numero de larvas mortas observadas nos bioensaios, expresso em valores ndo
cumulativos nos trés horéarios de leitura, excluindo o grupo controle, 1.500 larvas da espécie-alvo
foram testadas. Nesses testes, ressalta-se a importancia do impacto de mortalidade ja nas primeiras
24 horas: registrou-se 1.246 (83%) larvas mortas em 24 horas, na leitura de 48 horas obteve-se 90
(6%) larvas mortas e em leitura de 72 horas registrou-se 53 (3%) larvas mortas (Figura 3).

Figura 3. Representacdo grafica da quantidade de larvas mortas em porcentagem em valores ndo acumulativos nos
bioensaios com o formulado polimérico, nos intervalos de leitura de 24, 48 e 72 horas.
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2.4 CONCENTRAQAO LETAL MEDIANA - CLso

Os resultados nos bioensaios com A. aegypti (Tabela 4) adequaram-se a anélise de regressdo
linear e a0 modelo de Probit, pois atenderam aos requisitos que exigem valor do teste t para o
coeficiente angular superior, em modulo, a 1,96 (significativo a 5% de probabilidade) e %2 calculado
menor que x> Tabelado (11,071 — 0,05 e 5 graus de liberdade) (HADDAD, 1998).

Quanto a concentracdo letal mediana para controle de A. aegypti, considerando a leitura de 24
horas, observou-se valores de CLspigual a 1,105 mg/mL. Nas avaliagdes de 48 e 72 horas, o0s valores
de CLso obtidos, foram 0,967 mg/mL e 0,827 mg/mL respectivamente. Comparando os intervalos de
leitura, observam-se valores qualitativamente e quantitativamente iguais, mostrando a réapida
eficiéncia do formulado, causando mortalidade principalmente nas 24 horas apds a aplicacdo do

produto.

Tabela 4. Concentracéo letal mediana (CLso) do formulado polimérico com 10% de eugenol epoxido em larvas de Aedes

aeqgypti.
Formulado CLso Intervalo de confianca (95%) CEaig e
(mg/mL) angular
24 h 1,105 0,853 - 1,315 3,507 £ 0,152 7,469 3
48 h 0,967 0,760 -1,128 4,770 £ 0,070 7,657 3
72 h 0,827 0,748 - 0,894 5,016 £ 0,413 0,188 3
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3 DISCUSSAO

Embora os inseticidas sintéticos tenham impactos ambientais adversos, sua especificidade em
relacdo aos insetos direcionados € alta (OLIVEIRA et al., 2014). Em contrapartida, 0 emprego de
inseticidas botanicos deve ser rigorosamente padronizado, de forma que garanta sua eficiéncia no uso
final, para que ele possa competir com suas contrapartes sintéticas (ISMAN, 2006; FINKLER, 2012;
TRAMON, 2014). Assim, um sistema de liberacdo controlada bem projetado pode aumentar a
especificidade do alvo, melhorando a acdo dos principios ativos e minimizando seus impactos
residuais (RISCH e REINECCIUS, 1995).

Diante do exposto, formas alternativas e/ou complementares aos métodos usuais para o
controle de mosquitos tornam-se imprescindiveis. Dentre elas, aponta-se 0 manejo integrado de a¢des
que vem se consolidando, com destaque para o uso de substancias derivadas de vegetais. Neste
sentido, 0 uso de derivados botanicos para o controle de larvas de mosquitos no Amazonas mostra a
eficiéncia desse método, sendo uma potente ferramenta biotecnoldgica no desenvolvimento de
produtos alternativos para controle de pragas, sendo empregados nas campanhas de controle de

vetores da dengue em Manaus.

3.1 SINTESE DO FORMULADO DE DERIVADO DE EUGENOL

No presente trabalho, foi sintetizado um derivado epdxido através da reacao entre o eugenol,
metilato de sodio e a epicloridrina, o produto final mostrou uma alta pureza pela técnica
espectroscopica de RMN *H, ndo sendo necessario fazer outra purificagio.

Trabalhos reforcam os estudos com o eugenol devido suas propriedades farmacoldgicas e
inseticidas, bem como, a modificacdo de sua estrutura quimica para melhorar suas propriedades,
incorporando grupos quimicos, de forma a obter atividades adicionais (MARKOWITZ et al., 1992;
COSTA et al., 1994; ATSUMI et al., 2000; GARG e SINGH, 2011; SOONWERA e
PHASOMKUSOLSIL, 2016; MODJINOU et al., 2017)

De acordo com Harvey et al. (2014) para a obtengdo desse tipo de epOxi, a reacdo mais
frequente € entre a epicloridrina e o bisfenol-a. O resultado de epoxidacao obtidos neste trabalho, foi
através da reacdo entre a epicloridrina e o eugenol, substituido pelo bisfenol-a. O eugenol, por ser
um fenol, é altamente reativo com a epicloridrina. Além disso, o eugenol possui um grupo olefinico
terminal e um grupo hidroxilo que proporciona essa capacidade de inserir novos grupos em sua
estrutura quimica.

Qin et al. (2014) sugeriu que o eugenol e o bisfenol-a possuem propriedades semelhantes

(mecénicas, dinamicas, estabilidade térmica e reatividade), dessa forma, pode se obter um monémero
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através da reacdo de sintese entre o eugenol e epicloridrina. Segundo Wan et al. (2016) a reacdo entre
essas duas moléculas é economicamente viavel para sintetizar bio-bases para varios polimeros.

Portanto, varios autores relatam o interesse pela a obtencéo de resinas epoxidicas derivadas
de compostos fenolicos, por possuirem propriedades importantes para a producdo de novos produtos
com caracteristicas melhoradas (AUVERGNE et al., 2014; DING e MATHARU, 2014).

Em relagdo a confirmacio da estrutura do epdxido, o espectro de RMN H confirmou a
epoxidacao do eugenol, por meio dos multipletos em 6 3,88 que ¢ caracteristico do hidrogénio
metinico, multipletos com integral relativo em o 2,78 e dupleto duplo em 6 2,53 caracteristicos de
hidrogénio metilénico (WAN et al., 2016).

Resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho s&o reportados por Wan et al. (2016), que
desenvolveram uma nova resina epdxi a base eugenol e dicloro-xileno, eles estudaram a resina epoxi
na presenca de um agente cura de diamina e 4.40-diaminofenil metano, resultando em contetdo
liquido bio-base de eugenol epoxido.

Da mesma forma, Kireev et al. (2008) descreveram a epoxidagéo por meio da reacédo entre o
eugenol e o acido m-cloroperbenzoico, alcancando bons resultados de epoxidacdo do eugenol.
Entretanto ndo abordaram a reacédo de cura e suas propriedades.

QIN et al. (2014) mostraram excelentes resultados de uma resina epdxi liquida a base de
eugenol, com elevado valor de epdxi, sendo curada com anidrido hexahidroftalico comercial na
presenca de um catalisador em temperatura variando em 114 ° C.

Em relacdo a polimerizacdo, a técnica utilizada foi a polimerizacdo em bloco, sendo usados
dois monémeros e um iniciador, a reacdo ocorreu em meio homogéneo, sendo polimerizados em
solucdo, para ter estabilidade ap6s a aplicagéo.

Fernandes e Lona (2004) referem-se a técnica de polimerizacdo em bloco como um dos
métodos mais simples e direto para obtencdo de um polimero. Embora seja simples, varios problemas
podem ocorrer durante o processo de polimerizacdo, principalmente devido a alta viscosidade no
meio reacional. Portanto, para evitarmos esse problema durante o processo de polimerizacéo,
conduzimos a reacdo em baixa temperatura e utilizamos baixas concentracdes do agente de cura.
Dessa forma, tivemos o um controle da reacdo, sendo que, implicou em um tempo maior de
polimerizagéo.

Em relacdo as matrizes utilizadas para produzir os sistemas estruturados, de acordo com
Perlatti et al. (2013), vérias ferramentas tecnoldgicas diferentes podem ser usadas como matrizes,
incluindo polimeros sintéticos e biodegradaveis. A técnica de incorporar inseticidas botanicos em
uma matriz polimérica surgiu como uma das inovagdes mais promissoras para o controle de insetos
vetores (KAH e HOFMANN 2014; ROY et al., 2014).
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Um método que proporciona camadas protetoras sobre o principio ativo, representa uma
alternativa viavel e eficiente. Uma solucdo para a diminuicdo da evaporacdo do eugenol, apds sua
aplicacao sobre o alvo, seria 0 emprego de ferramentas alternativas na liberacdo do principio ativo.
A polimerizacdo da molécula de eugenol aumenta a sua bioatividade, protege das interagdes com o
meio ambiente e diminui sua volatilidade (BILIA et al., 2014 ; VISHWAKARMA et al., 2016;
GONZALEZ et al., 2017).

Contudo, apesar de ser uma alternativa viavel, os principais desafios continuam a ser a
estabilidade dos compostos no ambiente. Entretanto, se houvesse a colaboracdo entre as industrias e
0S quimicos, 0s compostos mais estadveis poderiam ser sintetizados utilizando ferramentas
tecnoldgicas, de maneira a evitar a degradacéo pelo efeito da luz solar (OLIVEIRA et al., 2014).

Portanto, neste trabalho obteve-se um polimero sintético a base de amina, sendo que esta
serviu como base para produzir o revestimento do formulado. Oliveira et al. (2014) concordam que
0s polimeros sintéticos a base de aminas podem ser utilizados na preparacéo de novas formulagoes,
uma vez que 0s grupos amino apresentam resposta rapida as alteraces no pH, do meio externo. Dessa
forma, as aminas comumente reagem com o grupo epdxidos resultando em polimeros reticulados e
também podendo gerar grupos amino em superficies de particulas. Desta maneira, 0 grupo amino
pode ser utilizado em uma ampla gama de polimeros para incorporar moléculas, com potencial
inseticida. A sua selecdo depende de varios parametros como aplicabilidade, seguranca,
biocompatibilidade, custo e disponibilidade (VARONA et al., 2013; ALVES et al.,, 2014;
GONZALEZ et al., 2014; FERNANDES et al., 2014; KFOURY et al., 2015; VISHWAKARMA et
al., 2016).

O formulado sintetizado no presente trabalho ndo foi caracterizado quanto a sua estrutura e
propriedades fisico-quimicas. Entretanto, os resultados obtidos sdo inovadores, mostrando que é
possivel obter um polimero usando-se eugenol epoxidado, em um periodo de tempo considerado

relativamente curto (12 horas).

3.2 ATIVIDADE LARVICIDA

Em relacdo a atividade larvicida, os resultados obtidos nos bioensaios com o formulado
polimérico apontaram maior efeito, nas primeiras 24 horas nas larvas de A. aegypti, com registro
médio de 90% da mortalidade total.

A mortalidade das larvas aquéticas, nas primeiras 24 horas, deve-se sobretudo, a parada do
sistema nervoso e digestivo, pois o0s inseticidas botanicos podem atuar nas enzimas digestivas e
neuroldgicas, bem como interagir com o tegumento do inseto (KIM et al., 2003; ISMAN, 2006;
MARGULIS-GOSHEN e MAGDASSI 2013; BENELLLI, 2016).
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Em geral, nos bioensaios com o formulado, ocorreu uma acentuada reducdo no nimero de
larvas nas primeiras 24 horas. Ressalta-se a importancia deste formulado, quando ha necessidade de
um método de controle com acéo rapida, segura e que propicia a reducdo da densidade de larvas, em
um curto espaco de tempo. Este aspecto torna-se relevante em periodos de surto epidémico e o fator
principal € a pronta redugédo da densidade populacional.

Outro aspecto importante a enfatizar, trata-se dos resultados dos testes bioldgicos, estes
dependem de varias condicGes laboratoriais, como temperatura, fotoperiodo, materiais e modelos
utilizados para a experimentacdo (LAHLOU, 2004; MORAIS, 2009; BARBOSA et al., 2012;
SERDEIRO et al., 2017).

Em relacdo a espécie de mosquito testada, o presente estudo corrobora com Shaalan et al.
(2005), onde esses autores descrevem que as larvas de Aedes, em geral, sdo mais robustas e menos
susceptiveis aos inseticidas e derivados botanicos. Desta forma, o A. aegypti € o inseto mais
comumente usados para a triagem de substancias/derivados com acdo inseticida, por ser menos
susceptivel e de facil colonizacdo em laboratério. Além disso, Thanigaivel et al. (2012) destaca a
sensibilidade natural entre os estadios larvais, como um dos fatores de grande influéncia na avaliacao
da toxicidade dos compostos. Portanto, as larvas de 3° estaddio sdo consideradas ideais para 0s
bioensaios de atividade larvicida (SILVA et al., 2003; SERDEIRO et al., 2017).

No que se refere a concentragdo letal (CLsp), como a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
ndo estabelece um critério padrdo para determinar o grau de toxicidade dos produtos naturais, neste
trabalho, utilizamos a classificacdo estabelecida por Pavela (2015). Este autor considera que 0s
inseticidas botanicos apresentam potencial larvicida quando causam mortalidade suficiente nos testes
padrdo, atingindo CLsp < 100 mg/mL. Sendo este um dos critérios utilizados para efeito de
comparacéo, logo os resultados da (CLso) obtida neste trabalho cumprem com esse requisito. Nos
ensaios com o formulado polimérico, em larvas de A. aegypti, apresentaram valores obtidos que estao
entre 1,105 a 0,967 mg/mL. Portanto, a CLso obtida qualifica o formulado como um agente larvicida
potencial.

Os resultados do presente estudo mostraram que o formulado polimérico apresenta excelentes
perspectivas para aplicagdo no controle das larvas de mosquitos. Entretanto, o formulado deve ser
caracterizado quanto as suas estruturas fisico-quimicas.

N&o ha registros na literatura relatando sobre a atividade larvicida do formulado de eugenol
epoxido, frente as larvas de mosquitos. Varios autores relatam a preparacao do formulado, partindo
de estrutura baseada no eugenol epo6xido, reportando apenas para o estudo do desenvolvimento
sustentavel e funcionais da resina (KIREEV et al., 2008; QIN et al., 2014; KAUFMAN, 2015; WAN
etal., 2016; GUZMA et al., 2018).
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OlImo (2008) reportou em seu estudo a acao bacteriostatica de duas formulagdes incorporadas
com 10 % e 30% de eugenol epoxidos, em cepas bacterianas. Os resultados apresentaram efeito
inibitdério claro do crescimento bacteriano contra Escherichia coli e Streptococcus mutans, sem
produzir halos em torno dos discos de polimero, indicando que o efeito bacteriostatico é produzido
por agentes imobilizados. Estes materiais com substancias bactericidas imobilizadas mostraram que

sua atividade ocorre somente contra as bactérias com as quais elas entraram em contato direto.
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4 PESPECTIVAS

Este trabalho fornece uma perspectiva do potencial de ferramentas tecnoldgicas para melhorar
a eficécia de inseticidas botanicos para o controle de mosquitos vetores de doengas. A estratégia do
uso do derivado de eugenol epoxido é interessante, pois contribui para reduzir os impactos adversos
dos inseticidas quimicos, no meio ambiente e na salde humana. As principais dificuldades que
precisam ser estudadas referem-se a estabilidade da producdo da matriz polimérica, bem como a
producdo do derivado, nas quantidades necessarias para o controle dos vetores. Os experimentos em
campo precisam ser realizados, pois direcionam as atividades do controle vetorial. Desta forma, 0s
resultados do potencial desse formulado incorporado com o derivado epoxidado, podem contribuir
em novos estudos para o controle do mosquito A. aegypti. Em um futuro proximo, surgirdo produtos
comerciais que combinam os beneficios dos inseticidas botanicos, com ferramentas tecnoldgicas, em

formulagbes menos prejudiciais ao meio ambiente.
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