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RESUMO

O Aedes aegypti L. € um inseto de extrema importancia médica, sendo o vetor de
diversas doencas que representam um grave problema para a saude publica em
todo o mundo, incluindo a dengue, a zika, a chikungunya e a febre amarela. A
prevencao dessas arboviroses € fundamental, e repelentes e agentes larvicidas
sdo ferramentas essenciais nesse esforco. Historicamente, compostos derivados
de plantas medicinais, notadamente os 6leos essenciais (OEs), tém sido utilizados
como inseticidas e repelentes. Os OEs sao ricos em terpenos, como 0S
monoterpenos e sesquiterpenos, que sao substancias de baixo peso molecular e
alta volatilidade. Entre os monoterpenos, 0 mirceno e 0 p-cimeno destacam-se
pelas suas propriedades inseticidas e repelentes. No entanto, esses compostos
apresentam baixa solubilidade em agua e instabilidade, o que limita sua aplicacéo
pratica. Nesse contexto, a nanotecnologia surge como uma estratégia promissora
para melhorar a solubilidade desses terpenos em &gua, além de proteger e
entregar esses ativos de maneira eficaz. A presente tese concentrou-se no
desenvolvimento de nanoemulsfes contendo p-cimeno e mirceno, com o0 objetivo
de avaliar sua atividade larvicida e repelente frente ao Aedes aegypti L. Um método
analitico robusto foi desenvolvido por cromatografia liquida para a quantificacao
precisa desses terpenos. As nanoemulsdes apresentaram tamanho de goticula em
torno de 120 nm e estabilidade mantida por até 60 dias apos a obtencdo. Além
disso, demonstraram ser citocompativeis com a linhagem celular HaCat, indicando
baixa toxicidade para as células humanas. Os testes de toxicidade em larvas de
Galleria mellonella e Zebrafish também revelaram baixa toxicidade aguda,
consolidando a seguranca dessas formula¢des. Os hidrogéis desenvolvidos a partir
das nanoemulsbes apresentaram pelo estudo reologico comportamento
pseudopléstico e tixotropia, tornando-os adequados para aplicacéo topica. Dentre
os hidrogéis, o constituido de carboximetilcelulose (CMC) foi escolhido para testes
repelentes devido as suas caracteristicas sensoriais favoraveis e propriedades
bioadesivas. Os hidrogéis exibiram liberacdo controlada e baixa permeacéo de p-
cimeno e mirceno, demonstrando uma atividade repelente significativa contra
mosquitos adultos. Nos experimentos de repeléncia espacial os ativos livres
apresentaram respostas opostas, 0 p-cimeno apresentou atividade atrativa e o
mirceno apresentou atividade repelente. Por outro lado, os hidrogéis contendo
estes mesmos ativos apresentaram um potencial promissor como repelentes, com
evidéncias de ancoragem molecular em um receptor odorante, um alvo tradicional
de atividade repelente. Esses resultados indicam que as formulagbes
desenvolvidas neste estudo tém um potencial notavel para o controle eficaz do A.
aegypti, contribuindo para a prevencao de doencas transmitidas por mosquitos. A
aplicacdo bem-sucedida da nanotecnologia na formulacdo de nanoemulsbes e
hidrogéis ndo apenas melhorou a eficacia dessas formulacfes, mas também a sua
seguranca e aceitabilidade. Em conjunto, este estudo representa uma abordagem
promissora para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes e seguras no
combate as doencas transmitidas por mosquitos, com aplicacfes significativas na
saude publica global.

Palavras-chave: monoterpenos; p-cimeno; mirceno; hidrogel; docking molecular.



ABSTRACT

Aedes aegypti L. is a medically significant insect, serving as the vector for
various diseases that pose a serious global public health challenge, including
dengue, Zika, chikungunya, and yellow fever. Preventing these arboviruses is
paramount, with repellents and larvicidal agents being essential tools in this
endeavor. Historically, compounds derived from medicinal plants, notably
essential oils (EOs), have been used as insecticides and repellents. EOs are
rich in terpenes, such as monoterpenes and sesquiterpenes, which are low-
molecular-weight, highly volatile substances. Among monoterpenes, myrcene
and cymene stand out for their insecticidal and repellent properties. However,
these compounds have low water solubility and stability, limiting their practical
application. In this context, nanotechnology emerges as a promising strategy
to enhance the water solubility of these terpenes and effectively deliver and
protect these active agents. This thesis focused on developing nanoemulsions
containing cymene and myrcene, with the aim of evaluating their larvicidal and
repellent activity against Ae. aegypti L. A robust analytical method was
developed using liquid chromatography for precise quantification of these
terpenes. The nanoemulsions exhibited particle sizes around 120 nm and
stability maintained for up to 60 days post-preparation. Furthermore, they
demonstrated cytocompatibility with the HaCat cell line, indicating low toxicity
to human cells. Toxicity tests on Galleria mellonella and Zebrafish larvae also
revealed low acute toxicity, reaffirming the safety of these formulations.
Hydrogels developed from the nanoemulsions exhibited pseudoplastic
behavior and thixotropy according to rheological studies, making them suitable
for topical application. Among the hydrogels, the one composed of
carboxymethylcellulose (CMC) was selected for repellent tests due to its
favorable sensory characteristics and bioadhesive properties. The hydrogels
demonstrated controlled release and low permeation of cymene and myrcene,
showing significant repellent activity against adult mosquitoes. In spatial
repellency experiments, the free active agents yielded contrasting responses;
cymene exhibited attractive activity, whereas myrcene demonstrated repellent
activity. Conversely, hydrogels containing these same active agents displayed
promising potential as repellents, with evidence of molecular anchoring in an
odorant receptor, a traditional target for repellent activity. These findings
indicate that the formulations developed in this study have notable potential for
the effective control of Ae. aegypti L., contributing to the prevention of
mosquito-borne diseases. The successful application of nanotechnology in
formulating nanoemulsions and hydrogels not only improved the efficacy of
these formulations but also their safety and acceptability. In combination, this
study represents a promising approach for the development of more effective
and safer strategies in combating mosquito-borne diseases, with significant
applications in global public health.

Keywords: monoterpenes; cymene; myrcene; hydrogel; molecular docking.
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1. INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti € um vetor de doencas graves, como dengue, zika,
chikungunya e febre amarela, representando um desafio significativo para a saude
publica em regides tropicais e subtropicais. O controle eficaz desses mosquitos, tanto
na forma larval quanto adulta, é crucial para prevenir a disseminacéo dessas doencas
e reduzir seu impacto na saude da populacao (ROIZ et al., 2018).

A distribuicdo do Aedes sp. tem aumentado recentemente devido as mudancas
climaticas globais (KRAEMER et al., 2015) e pode ser mais prevalente em regides
temperadas, como a Europa, devido a presenca de condi¢cdes adequadas para o
estabelecimento (CORBEL et al., 2019).

Os métodos convencionais de controle de mosquitos geralmente envolvem o
uso de inseticidas quimicos. No entanto, o uso excessivo e indiscriminado desses
produtos quimicos pode levar ao desenvolvimento de resisténcia nos mosquitos, além
de ter efeitos adversos no meio ambiente e na salde humana. Por exemplo, estudos
tém demonstrado um aumento na resisténcia do Ae. aegypti a piretroides (AMELIA-
YAP et al., 2018; MELO COSTA et al., 2020) e organofosfatos (BADOLO et al., 2019;
CAMPOS et al., 2020; RODRIGUEZ et al., 2001), devido & presenca de modificacbes
no sitio-alvo (por exemplo, mutagdes kdr para piretréides) e aumento da detoxificacéo
por meio da superexpressédo de genes de P450, GST e esterases (CATTEL et al.,
2019, 2021; FAUCON et al., 2015) .

A ocorréncia de mosquitos Ae. aegypti "super” resistentes a inseticidas ja foi
relatada até mesmo no Sudeste Asiatico devido a presenca de trés mutacdes Kdr
diferentes nos mesmos individuos (KASAI et al., 2022). Esse aumento rapido e global
da resisténcia dos mosquitos torna mais dificil controlar popula¢cdes em campo com
0s pesticidas e pode potencialmente agravar o impacto das doencgas transmitidas por
artrépodes em todo o mundo. Além disso, produtos quimicos podem ser toxicos para
organismos nao alvo e o meio ambiente (ABE et al., 2014; VIEIRA SANTOS et al.,
2017), e, como tal, estdo enfrentando restricdes regulatérias crescentes e aversdes
da populagéao.

Nesse contexto, as nanoemulsfes surgem como uma nova abordagem
promissora para o controle de mosquitos. Elas consistem em sistemas coloidais

compostos por uma fase aquosa e uma fase oleosa, estabilizadas por um agente



emulsificante. Essas formula¢cdes apresentam diversas vantagens, como tamanho de
goticula reduzido, maior area de superficie, estabilidade fisica e capacidade de
incorporar diferentes compostos ativos (JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015; SINGH
etal., 2017).

O p-cimeno e 0 mirceno sao compostos encontrados em 6leos essenciais de
plantas, que tém sido amplamente estudados por suas propriedades larvicidas e
repelentes contra mosquitos. O p-cimeno € um monoterpeno presente em varias
plantas, como o tomilho e a erva-doce, enquanto o mirceno é um terpeno encontrado
em plantas como a erva-cidreira e a manga. Esses compostos tém mostrado atividade
inseticida contra varias espécies de mosquitos, incluindo o Aedes aegypti (BALAHBIB
et al., 2021; MARCHESE et al., 2017; SURENDRAN et al., 2021; XANTHIS et al.,
2021).

No entanto, a baixa solubilidade desses compostos em agua e sua rapida
degradacdo limitam sua aplicacdo direta como larvicidas e repelentes. Portanto, a
formulacédo desses compostos em nanoemulsdes pode aumentar sua estabilidade,
solubilidade e eficacia como agentes de controle de mosquitos.

As nanoemulsfes contendo p-cimeno ou mirceno podem representar uma
alternativa promissora aos inseticidas quimicos convencionais, ajudando a reduzir a
propagacao de doencas transmitidas por mosquitos e melhorar a qualidade de vida
das comunidades afetadas.

A necessidade urgente de desenvolver estratégias de controle de mosquitos
mais seguras, eficazes e ambientalmente sustentaveis € de extrema importancia para
a saude publica. A utilizacdo de nanoemulsfes contendo p-cimeno ou mirceno como
larvicidas e repelentes pode oferecer uma abordagem inovadora e sustentavel para
combater a propagacao de doencas transmitidas por mosquitos, contribuindo para a
melhoria das condi¢des de vida das comunidades afetadas.

Diante do exposto esta tese teve como objetivo principal desenvolver e otimizar
nanoemulsdes a base de terpenos (NETs) contendo p-p-cimeno e mirceno e avaliar
sua eficacia larvicida contra mosquitos Ae. aegypti suscetiveis e altamente resistentes
a inseticidas. O estudo também investigou mecanismos de resisténcia cruzada com
inseticidas convencionais que possa afetar a eficacia das NETs e a avaliacdo a
toxicidade aguda dessas nanoemulsbes em organismos nao alvo, especificamente

zebrafish e Galleria mellonella. Em uma segunda etapa hidrogéis contendo as



nanoemulsdes foram desenvolvidos e caracterizados e sua atividade repelente foi

avaliada.
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6 CONCLUSOES
Esta tese representa um marco significativo no campo da pesquisa de

monoterpenos para o controle de Aedes aegypti, um vetor de doencas transmitidas
por mosquitos de importancia global. Nossos estudos se concentraram em VAarios
aspectos, desde o desenvolvimento de métodos analiticos até a avaliacdo do
potencial de formula¢Bes de nanoemulsdes e hidrogéis, além de investigacbes sobre
a atividade repelente e téxica dos monoterpenos p-cimeno e mirceno.

Em primeiro lugar, desenvolveu-se um método por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) que demonstrou ser linear, preciso, exato, seletivo e robusto para a
guantificagédo precisa dos monoterpenos p-cimeno e mirceno. Isso estabeleceu uma
base solida para a analise desses compostos em nossos estudos subsequentes.

Além disso, determinou-se o Equilibrio Hidrofilo-Lipdéfilo (EHL) necessério para
ambos 0s monoterpenos, p-cimeno e mirceno, utilizando o par de tensoativos Tween
20 e Span 80. Essa informacéo foi fundamental para o desenvolvimento das
nanoemulsodes.

As nanoemulsbes obtidas foram altamente promissoras, com tamanho de
goticula em torno de 100 nm e estabilidade mantida por 60 dias, conforme confirmado
por técnicas de andlise de tamanho de goticula (DLS) e analise por rastreamento de
nanoparticulas (NTA). A liberacao controlada e sustentada dos monoterpenos a partir
dessas nanoemulsfes por um periodo de 24 horas € uma caracteristica crucial para
aplicagdes de controle de mosquitos.

A avaliacao da citocompatibilidade em queratinécitos humanos e a auséncia de
toxicidade aguda contra larvas de Galleria e Zebrafish demonstraram a seguranca
dessas formulacfes, um fator fundamental quando se trata de produtos para controle
de vetores.

Além disso, as nanoemulsdes apresentaram eficacia larvicida tanto em cepas
suscetiveis quanto resistentes de Ae. aegypti, embora em doses mais elevadas em
comparacdo com o temephos, um inseticida organofosforado recomendado pela
OMS para o controle de Aedes.

A auséncia de resisténcia cruzada entre terpendides e temephos e a falta de
interacdes positivas entre o mirceno e o0 p-cimeno na toxicidade larval indicam a
viabilidade desses compostos como ferramentas adicionais no controle de mosquitos.
As nanoemuls8es mostraram atividade larvicida apés 45 dias de armazenamento, 0

gue sugere sua eficacia na prevencéao da volatilizacdo dos monoterpenos.
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A partir das nanoemulsdes, desenvolveu-se com sucesso hidrogéis com
propriedades reoldgicas e mecanicas adequadas para aplicacdo topica, bem como
propriedades bioadesivas em pele de orelha suina ex vivo. Os hidrogéis também
exibiram baixas taxas de liberacdo e permeacao, o que é desejavel para formulacdes
repelentes.

Além disso, observou-se que o mirceno apresentou uma atividade repelente
espacial semelhante a do DEET, enquanto o p-p-cimeno exerceu um efeito atrativo
nos mosquitos, um achado que requer investigacdes adicionais. Finalmente, através
de estudos de docking molecular, confirmou-se a atividade repelente dos hidrogéis,
semelhante a do DEET.

Em resumo, esta pesquisa abre caminho para o desenvolvimento de formulagoes
baseadas em monoterpenos para o controle eficaz de Aedes aegypti, um vetor de
doencas de grande relevancia em saude publica. As nanoemulsdes e hidrogéis
apresentaram uma série de propriedades e atividades promissoras, destacando seu
potencial como ferramentas complementares no combate a doengas transmitidas por
mosquitos. As descobertas desta tese contribuem para o avanco da pesquisa em
controle de vetores e representam um passo importante na busca por estratégias

mais seguras e eficazes.
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