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RESUMO

Flebotomineos sdo insetos responsaveis pela transmissdo dos agentes etiolégicos das
leishmanioses e séo de dificil controle e monitoramento. A busca por iscas atrativas a fim de
auxiliar nas coletas desses vetores, impulsiona estudos relevantes do ponto de vista
epidemiologico. A ecologia quimica contribui com a investigacdo de novas alternativas de
iscas atrativas, pois aborda possiveis substancias quimicas responsaveis pela interacdo
entre organismos. Além da identificacdo de compostos atrativos, outra necessidade, dentro
dessa area, é a forma como esses atrativos sao liberados em campo. Em estudos prévios,
foi desenvolvido um liberador a partir dos polimeros naturais, goma gelana e pectina para
liberacdo de compostos atrativos para flebotomineos e, o presente trabalho buscou o
aprimoramento desse sistema de liberacdo. Foram desenvolvidas quatro formulacdes do
sistema de liberacéo, alterando as propor¢cdes da goma gelana e pectina e a concentracao
do AICIs: Sistema 1 (1:1 3%), Sistema 2 (1:1 5%), Sistema 3 (4:1 3%) e Sistema 4 (4:1 5%).
Nesses sistemas foram acrescentados compostos atrativos para Lutozomyia longpipalpis,
hexanol, octenol e nonanol, anteriormente estudados em laboratorio. Foi possivel identificar
o formato que obteve melhor estabilidade na volatilizacdo desses compostos: 21 cm® —
cilindrico e achatado, além de compreender melhor os processos fisicos e quimicos
envolvidos, como a capacidade de reutilizacdo do material. Observou-se que a cada reuso,
a liberacdo do 1-hexanol se tornou-se mais estavel. Foi possivel atingir a maxima
estabilidade de liberac@o do 1-hexanol apos introduzir as matrizes polimeéricas em capsulas
de plastico e, consequentemente, aumentar o tempo de liberacdo do composto. O Sistema
2, introduzido em céapsula, apresentou 6timos resultados de liberacdo do 1-hexanol nas
condi¢bes de umidade natural e elevada e também apresentou eficiéncia na atratividade de
fémeas de Lu. longipalpis nos testes em tunel de vento. Os resultados obtidos conferem um
carater promissor para a utilizagdo desse sistema de liberagdo como iscas de captura para

0 vetor.

Palavras-chave: sistema de liberacao; hexanol; Lu. longipalpis
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ABSTRACT

Sandflies are insects responsible for transmitting etiological agents of leishmaniasis and are
difficult to control and monitor. The search for attractive baits to assist the collection of these
vectors drives relevant studies from an epidemiological point of view. In this way, chemical
ecology contributes to the investigation of new alternatives of attractive baits, as it addresses
possible chemical compounds responsible for the interaction between organisms. In addition
to the identification of attractive compounds, another need within this area is how these
attractants are released in the field. In previous studies, a release system from natural
polymers of gellan gum and pectin to release attractive compounds for sandflies was
developed, and the present work improved these release systems. Four formulations of the
release system were developed, changing the proportions of gellan gun and pectin and the
concentration of AICls: System 1 (1:1 3%), System 2 (1:1 5%), System 3 (4:1 3%) and
System 4 (4:1 5%). In these systems, attractive compounds for Lutzomyia longipalpis,
hexanol, octenol and nonanol, previously studied in the laboratory, were added. It was
possible to select the best format that presents stability in the volatilization of these
compounds: 21 cm?® — cylindrical and flat; and understand the physical and chemical
processes involved, such as the ability to reuse the material, with each reuse the release of
1-hexanol becoming more stable. It was possible to achieve maximum release stability of 1-
hexanol after introducing the polymeric matrices into plastic capsules and, consequently,
increasing the release time of the compound. System 2 introduced in a capsule presented
excellent results of 1-hexanol release under natural and high humidity conditions and
efficiency in the attractiveness of Lu. longipalpis females in the wind tunnel tests, providing

a promising feature for their use as capture baits for the vector.

Keywords: release systems; hexanol; Lu. longipalpis
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1. Introducéo
1.1. Flebotomineos

Phlebotominae (Diptera: Psychodidae) inclui insetos holometabolos, cujo ciclo de vida
compreende as fases de ovo, larva (com quatro estadios), pupa e adulto (BRAZIL; BRAZIL,
2003). Os adultos raramente excedem 3,5 mm de comprimento corporal e ambos 0s sexos
demandam de energia vinda dos carboidratos, obtidos em plantas. Na maioria das espécies,
as fémeas requerem pelo menos uma refeicdo de sangue para completar o desenvolvimento
dos ovos e seu ataque ao hospedeiro é silencioso. Os adultos sédo principalmente ativos a
noite e no inicio da manha (MOLYNEUX; ASHFORD, 1983; TURCO, 2003; MAROLI et al.,
2013).

Esses insetos sdo considerados vetores naturais de alguns agentes etioldgicos
causadores de doencas humanas e de animais, tais como protozoarios do género
Leishmania spp. (ALMEIDA et al., 2010). At¢é o momento, em nivel mundial, foram
registradas cerca de 1000 espécies de flebotomineos, das quais 539 encontradas nas
Ameéricas e 282 no Brasil; entretanto, aproximadamente 70 espécies sdo suspeitas de
atuarem como vetores da leishmaniose (BRAZIL et al., 2015; SHIMABUKURO et al., 2017;
GALATI, 2018; GALATI, 2019).

Os métodos de controle e monitoramento desses insetos sdo voltados para a fase
adulta, visto que as fases imaturas se desenvolvem em matéria organica no solo, sendo de
dificil encontro (KILLICK-KENDRICK, 1999; SOARES; TURCO, 2003).

1.2. Leishmanioses

Existem basicamente dois tipos de leishmanioses, a leishmaniose visceral (LV), sendo
responsavel por cerca de 30 a 40 mil casos/ano em 83 paises e a leishmaniose tegumentar
(LT), com aproximadamente 1 milhdo de casos/ano em 92 paises, afetando principalmente
a Africa, Asia e América Latina, onde mais de 1 bilhdo de pessoas vivem em &reas de risco
de infec¢do (WHO, 2022). A LV ocorre por meio de uma evolugao crénica, promovendo uma
manifestagao clinica mais severa e com alta taxa de letalidade caso néo tratada. A LT pode
evoluir para diversas formas, da cura espontanea para complicacdes mais graves de acordo
com a espécie de Leishmania spp. O que torna essa doenga um problema de saude publica
€ principalmente devido ao impacto social que ela causa, aos efeitos colaterais do principal

farmaco utilizado para seu tratamento, o antimoniato de N-metil glucamina, promovendo
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uma acao principalmente sobre o aparelho cardiovascular, e a falta de novas estratégias
para o controle do vetor (BRASIL, 2014; OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2017).

No Brasil, as principais espécies vetoras das Leishmanias spp. sdo: Bichromomyia
flaviscutellata Mangabeira 1942, Lutzmonyia longipalpis, Lutzomyia cruzi Mangabeira 1938,
Nyssomyia intermedia, Nyssomyia neivai Pinto 1926, Nyssomyia whitmani Antunes &
Coutinho 1939, Nyssomyia umbratilis (WARD; FRAIHA, 1977), Psychodopygus wellcomei
(FRAIHA et al., 1971), e Trichophoromyia ubiquitalis (MANGABEIRA, 1942) (LAINSON et al.
1992; RANGEL; LAINSON, 2009; LAINSON, 2010; AGUIAR; VIEIRA, 2018).

No estado de S&o Paulo, o principal agente etiologico de LT € Leishmania (Viannia)
braziliensis, cujas principais espécies transmissoras sdo: Nyssomyia intermedia, Nyssomyia
neivai, Nyssomyia whitmani, Migonemyia migonei e Pintomyia pessoai (SHIMABUKURO et
al., 2010). Essas espécies sdo econtradas na regido de Araraquara — SP, com excec¢ao de
Ny. intermedia (SHIMABUKURO et al., 2010). A espécie Ny. neivai ja foi encontrada
naturalmente infectada com Leishmania spp. no estado do Parana (OLIVEIRA et al., 2011,
NEITZKE-ABREU et al., 2014) e em Santa Catarina (MARCONDES et al., 2009). A espécie
Ny. whitmani também foi encontrada naturalmente infectada no estado de Minas Gerais
(CARVALHO et al., 2008) e no Espirito Santo (ROCHA et al., 2010). A espécie Mi. migonei
foi encontrada naturalmente infectada no estado do Rio de Janeiro (PITA-PEREIRA et al.,
2005; CARVALHO et al., 2013) e no Ceara (QUEIROZ et al., 1994). A espécie Pi. pessoai
foi encontrada naturalmente infectada no estado do Rio Grande do Sul (SILVA;
GRUNEWALD, 1999) e em S&o Paulo (FORATTINI et al., 1972).

O principal agente etiolégico da LV nas Américas é a Leishmania infantum, cujo
principal reservatério urbano € o cdo doméstico, que desempenha um papel fundamental na
transmissao ao homem (MORENO et al., 2002). No Brasil, o principal vetor é a espécie
Lutzomya longipalpis (Lutz e Neiva, 1912) (COSTA., 2005), que incide em todas as regides
do pais, principalmente em areas urbanas (XIMENES et al., 2000; SOUZA et al., 2009;
BRAZIL, 2013; RODRIGUES et al.,, 2014). Outro vetor importante na transmissdo de
Leishmania spp é Lutzomyia cruzi (Mangabeira, 1938), entretanto, esta espécie tem
distribuicdo geografica restrita nos estados de Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul
(ALMEIDA et al., 2015).

A diversidade de espécies de vetores, bem como a de parasitos e seus reservatérios
caracteriza grande complexidade para o controle e monitoramento das leishmanioses
(KILLICK-KENDRICK, 1999). Os métodos de controle até entdo utilizados para LV sao:

diagnostico e tratamento dos pacientes infectados, controle do reservatorio canino (inquérito
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soroldgico e eutanasia em caes sororreagentes), bem como a aplicagéo de inseticidas. Para
o controle de LT exclui-se apenas o sacrificio de reservatoérios caninos (BRASIL, 2014). Para
0 monitoramento de flebotomineos em regides endémicas ou ndo endémicas, sao utilizadas
metodologias de captura, tais como casas experimentais com armadilhas de succéo e/ou
adesivas para monitorar o comportamento desses insetos (KIRSTEIN et al., 2018) e uso de
armadilhas luminosas para identificar novas espécies (SUKANTAMALA et al., 2016, XU et
al., 2021).

1.3. Coleta de flebotomineos: ecologia quimica como estratégia de captura

A falta de novas metodologias para o controle e monitoramento desses vetores, faz
com que a principal e mais utilizada estratégia seja a coleta de flebotomineos em campo.
Dessa forma, alguns métodos sao frequentemente utilizados, como os aspiradores de
succao; capturador de Castro; armadilhas adesivas ou ainda fazendo uso do aprisionamento
dos insetos por meio de diferentes tipos de armadilhas com algum atrativo inserido (VILELA
et al., 2003).

As armadilhas que utilizam a luz como atrativo sdo as mais adotadas para a coleta de
flebotomineos. Os insetos sdo atraidos pela luz e capturados através de um exaustor que
0S puxa para o interior de uma gaiola de tecido (CHANIOTIS; ANDERSON, 1968). Porém,
dependendo da densidade de insetos na coleta, estes podem ser danificados ou mortos
(VILELA et al., 2003), além de existir espécies de flebotomineos que sdo mais fototropicas
e ndo necessariamente antropofilicas (ALEXANDER, 2000).

Os insetos sdo caracterizados por apresentarem resposta olfativa para a recepc¢éo de
compostos quimicos, sendo que para os insetos hematofagos, a identificacdo de compostos
sinalizadores para o encontro da fonte de alimentacdo sanguinea é primordial no seu ciclo
de vida (LOGAN; BIRKETT, 2007). Para a identificagdo e manipulacédo de tais compostos
volateis, utiliza-se da ecologia quimica como possivel estratégia de controle e/ou
monitoramento desses insetos.

A ecologia quimica é compreendida como o estudo ecolégico da origem e funcéo dos
compostos quimicos naturais que interferem nas interacdes dos organismos (HARBORNE,
2001). Esses compostos quimicos que desencadeiam as respostas comportamentais sao
chamados de semioquimicos (Figura 1), e sdo subdivididos em feromonios, que promovem
uma comunicacgao intraespecifica, ou seja, substancias produzidas por uma espécie que

estimulam uma reacdo em outro individuo da mesma espécie, e os aleloquimicos com



17

comunicagédo interespecifica, em que os sinais liberados séo recebidos por individuos de
outra espécie (BROWN et al., 1970; DICKE; SABELIS, 1988).

Figura 1. Classificagdo dos semioquimicos (ZARBIN; RODRIGUES, 2009).

f Semioquimicos ﬂ

Feromonios Aleloquimicos
. Sexuais . Alﬂmﬁnio
. Agregagﬁg * Cairomdnio
«  Alarme *  Sinomonio
«  Trilha *  Apneumdnio
+  Territdrio

Dentre os compostos caracterizados na categoria de aleloquimicos, os cairoménios
sdo substancias quimicas volateis produzidas por uma espécie que desencadeara uma
resposta benéfica a outra espécie (BROWN et al., 1970). Em insetos de pragas agricola, por
exemplo, sdo importantes no processo de busca e selecdo hospedeira por parasitoides,
causando resposta comportamental e/ou fisiolégica benéfica apenas ao seu receptor
(BROWN; WHITTAKER, 1970).

Para os insetos hematoéfagos, alguns cairoménios, produzidos por vertebrados, como
o dioxido de carbono (COz2), o acido latico, aménia e o alcool 1-octen-3-ol (octenol) tém sido
avaliados para diferentes grupos de insetos hemat6fagos como culicideos, triatomineos,
ceratopogonideos e simulideos (TAKKEN; KLINE, 1989; GUIDOBALDI; GUERENSTEIN,
2016; ISBERG et a.l, 2017; VENKATESH; SEN, 2017; VEROCAI et al., 2017).

Bioensaios realizados em laboratdrio mostraram que o alcool insaturado octenol, um
cairomonio produzido por bovinos (HALL et al., 1984) e na pele humana (BERNIER et al.,
2000) foi atrativo para flebotomineos (PINTO et al., 2012; MAGALHAES-JUNIOR et al.,
2014;). Estudos de campo confirmaram a atratividade do octenol para flebotomineos
(ANDRADE et al., 2008; PINTO et al., 2011).

Em experimentos realizados em tunel de vento (aparato que avalia a capacidade dos
insetos serem ativados e atraidos para uma fonte de odor), foi avaliada a atratividade do
acido latico, octenol, e alcoois de cadeia saturada para a espécie Ny. neivai. O acido latico
nao atuou como atrativo, enquanto o octenol mostrou-se fortemente atrativo (PINTO et al.,

2012). Dos oito alcoois de cadeia saturada avaliados, o octenol e hexanol mostraram-se
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fortemente atrativos para Ny. neivai (MACHADO et al., 2015). Para Lu. longipalpis, o octenol
e nonanol obtiveram melhores respostas de atratividade para fémeas sendo que para 0s
machos, além dos dois compostos citados, o heptanol também foi atrativo (MAGALHAES-
JUNIOR et al., 2014). Os alcoois avaliados, com excecdo do octenol, ndo sdo produzidos
metabolicamente por vertebrados, mas foram identificados em suor humano apds sua
incubacao, sendo produzidos por acéo de bactérias (MEIJERINK et al., 2000). S&do também
presentes em cogumelos (JONG; BIRMINGHAM, 1993) e diversas plantas (YAJIMA et al.,
1985; PINO; BENT, 2013).

Nos estudos supracitados com flebotomineos, tanto em laborat6rio como em campo,
os alcoois foram colocados dentro de frascos onde barbantes embebidos promoviam a
liberacao por capilaridade. Esse método de liberacao é bastante rustico e possui dificuldades
de manipulacéo, além de que ndo ha muitos estudos em campo que avaliem a atratividade
de cairoménios para flebotomineos no Brasil. Dessa forma, o desenvolvimento de novas
estratégias para liberacdo de compostos atrativos, como com o uso de matrizes poliméricas,

pode trazer grandes avancos para a area.
1.4. Sistemas de liberagcdo de compostos atrativos

Alguns estudos na literatura foram capazes de desenvolver sistemas de liberacao de
compostos atrativos para insetos de importancia agricola ou epidemiolégica (EIRAS et al.,
2010; OLIVEIRA et al., 2012; VIANA, 2018; MACHADO et al., 2020). E, portanto, foram
pontuados alguns desafios no desenvolvimento desses sistemas, principalmente devido a
utilizacdo em situacdo de campo, por ser um ambiente imprevisivel, com variacdes de
temperatura, umidade, pluviosidade e ventos, o que dificulta uma liberacdo estavel. Assim,
o desenvolvimento de novos sistemas que permitam a modulacao das taxas de liberacéo de
compostos atrativos, em intervalos de tempo pré-estabelecidos e em razfes constantes,

representa um avango para transpor os desafios apresentados.
1.4.1. Polissacarideos empregados na obtencéo de sistemas de liberagéo

Nos ultimos anos, o uso de matérias-primas de origem natural tem se intensificado
para satisfazer as necessidades de setores especificos da industria. A exemplo, os
polimeros sdo amplamente utilizados para o desenvolvimento de sistemas de liberagédo
controlada de farmacos e isso ocorre devido as caracteristicas apresentadas de nao

apresentarem toxicidade, serem aceitaveis pelas agéncias reguladoras, possuirem relativo
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baixo custo e serem amplamente disponiveis no meio ambiente (KULKARNI, 2011;
BANERJEE et al., 2012; PREZOTTI et al., 2019).

A grande aplicacdo em diferentes campos através de polimeros hidrofilicos
biocompativeis e biodegradaveis se da devido a tendéncia em interagir com outros polimeros
e formar hidrogéis de rede tridimensional. Dessa forma, tais sistemas sdo capazes de
entregar moléculas bioativas através da liberacéo controlada em uma constante taxa durante
um periodo de tempo (SIEGEL; FIRESTONE, 1990; DONG; HOFFMAN, 1991; PEPPAS et
al., 2000; CHANGEZ, 2003).

A escolha dos polimeros a serem utilizados deve ser bem fundamentada, pois isso
influencia nas caracteristicas fisico-quimicas do sistema de liberacdo (VASIR et al., 2003;
PREZOTTI et al., 2019). Portanto, optar por materiais biodegradaveis, com elevada
estabilidade, significa desenvolver sistemas de liberagdo com potencial eficiéncia no controle
da entrega de compostos, como acontece com a goma gelana e pectina (BHARDWAJ et al.,
2000; FRIEND, 2005; ORLU et al., 2006; ONOFRE et al., 2009; PREZOTTI et al., 2012).

A goma gelana e a pectina sdo considerados polimeros naturais hidrofilicos
comumente utilizados em sistemas de liberacdo de farmacos. Sdo capazes de formar géis
gue agem como barreira controladora da taxa de liberagdo dos farmacos, além de sofrerem
modificacdes fisico-quimicas a partir da geleificacao ionotrépica, alterando sua estrutura e
propriedade (PREZOTTI, 2019).

1.4.1.1. Gomagelana

A goma gelana (GG) € obtida através da fermentagdo anaerdbica da bactéria
Sphingomonas elodea. Trata-se de um exopolissacarideo de carga negativa, cuja estrutura
€ caracterizada por unidades repetidas do tetrassacarideo B-1,3-D-glicose, B-1,4-D-acido
glucurénico, B-1,4-D-glicose e a-1,4-L-ramnose (MORRIS et al., 2012).

Em sua forma desacetilada, a GG pode formar géis firmes, os quais com a adi¢ao de
cations divalentes ou trivalentes, como o Ca?* e AI**, tornam-se mais flexiveis e resistentes
(CHANDRASEKARAN et al., 1988; RINAUDO; MILLAS, 2000; RACOVITA et al., 2009).
Portanto, a natureza hidrofilica e a capacidade de formar estruturas tridimensionais da GG,
auxiliam na encapsulacdo e na regulacdo da liberacdo do atrativo, sendo um material

promissor para aplicagédo em sistemas de liberacdo controlada (NARKAR et al., 2010).

1.4.1.2. Pectina
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A pectina (P) é um polissacarideo natural, aniénico, de uma cadeia principal linear de
unidades repetidas de a-D-4cido galacturénico (ITOH et al., 2007). Esse composto pode ser
encontrado em diversas espécies vegetais, sendo responsavel pela estrutura e sustentacao
da planta (SOUTO-MAIOR et al., 2010); é obtida a partir de tecidos frescos ou secos de
frutas e vegetais por meio de processos extrativos, utilizando dgua quente, compostos
guelantes e enzimas.

A pectina, em sua forma natural ou quimicamente modificada, em combinagcdo com
outros polimeros, naturais ou sintéticos, tem sido utilizada no desenvolvimento de sistemas
matriciais na industria farmacéutica (LIU et al., 2003; SOUTO-MAIOR et al., 2010). Encontra
aplicacdo também na indulstria alimenticia como espessante, estabilizante e geleificante
(BIGUCCI et al., 2009; FISSORE et al., 2013).

1.4.2. Reticulagdo idbnica com cloreto de aluminio

O cloreto de aluminio, cuja formula quimica & AICls, € um sal preparado pela adicdo
de acido cloridrico e aluminio metélico, que libera Hz gasoso. Esse composto reage com a
agua e pode ser usado em produtos hidroalcéolicos e aquosos (BRASIL, 2020). Esse cétion,
em contato com os polimeros aniénicos, GG e P, é capaz de formar ligacdes cruzadas intra
e intermoleculares, reticulando o material e formando uma rede tridimensional. Este
processo € chamado de geleificacdo ionotrépica (PREZOTTI et al., 2019).

Um estudo sobre filmes de alginato reticulados com diversos compostos, mostrou que
a reticulacdo com aluminio (AI**) é eficiente, pois formaram-se filmes reticulados em todo
seu volume, porém com flexibilidade limitada (VALERO, 2011). Em outro estudo, a fim de se
obter uma matriz polimérica a base de alginato com diferentes agentes reticulantes, o
aluminio foi capaz de estabelecer uma estrutura com interacdes fortes o suficiente para
manter-se estavel, levando a crer que exista uma maior compactacao da rede polimérica e
diminuicdo do tamanho ou quantidade de poros de tal matriz (PACHECO, 2016).

A partir disso, é possivel observar que os ions Al** podem ligar-se a mais de dois
segmentos da cadeia de polimeros, gerando mais pontos de reticulacdo na rede polimérica
e causando restricdo ao movimento da cadeia principal do polimero, reduzindo a rugosidade
e a formacdo de poros grandes na matriz, contribuindo com a modulacdo do sistema
(PACHECO, 2016).

2. Justificativa
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Conforme visto, o0 atrativo comumente utilizado para coleta e monitoramento de
flebotomineos € a luz. Porém, existem desvantagens ao utilizar esse recurso, como
mencionado anteriormente, fazendo-se necessario o desenvolvimento de novas alternativas
mais eficazes para essa atividade. A ecologia quimica € capaz de promover novas fontes de
captura desses insetos, sendo pouco explorada na literatura. Para esses estudos, investiga-
se tanto os compostos atrativos quanto a melhor forma de dispenséa-los em campo.

Em um projeto anterior, realizado pela Dra. Mara Cristina Pinto (Laboratorio de
Parasitologia — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP) em colaboracdo com a
Profa. Dra. Maria Palmira Daflon Gremido (Laborat6rio de Farmacotécnica — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, UNESP), os resultados apontaram que matrizes poliméricas de
goma gelana e pectina apresentaram resultados interessantes como dispositivos para
modulacdo das taxas de liberacdo de compostos atrativos para flebotomineos e, que estes
resultados sobrepunham a eficiéncia de liberacdo dos compostos em barbante, metodologia
comumente utilizada em campo (MACHADO et al., 2020). Partindo de seis formulagdes,
duas foram escolhidas como as melhores para liberacdo do composto hexanol (4:1 3% e 4:1
3% + 1% glutaraldeido). Os resultados foram submetidos ao INPI para solicitacdo de patente:
BR 10 2019 001965 4 (MACHADO et al., 2020).

Entretanto, no estudo descrito acima, mesmo nos dois melhores sistemas
selecionados, foi observado que a liberacdo dos compostos ndo foi estavel e constante,
apresentando um pico de liberacdo nas primeiras horas, seguido de queda e posterior
aumento das taxas de liberacdo. Diversos fatores envolvendo a geometria e organizagao
estrutural da matriz poderiam estar relacionados ao comportamento observado.

Portanto, o presente projeto buscou dar continuidade aos estudos investigando
inicialmente aspectos fisicos e quimicos das diferentes formulacdes do sistema de liberacédo
desenvolvido, no intuito de torna-los estaveis por mais tempo, com comportamento de
liberacdo do atrativo mais reprodutivel, ou seja, objetivando um produto mais adequado a

utilizagdo em campo a fim de aumentar a eficiéncia de captura de Lu. longipalpis.
3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Aprimoramento de matrizes poliméricas de goma gelana e pectina para a liberagédo

controlada de compostos atrativos — 1-hexanol, 1-octenol e 1-nonanol — para Lu. longipalpis.

3.2. Objetivos especificos
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e Avaliar o efeito dos diferentes formatos geométricos das matrizes no perfil de
liberacdo dos compostos;

e Aprimorar o sistema de liberacdo a fim de alcancar uniformidade fisica e estabilidade
de liberagdo dos compostos atrativos;

e Avaliar como as diferencas de umidade do ambiente podem alterar a taxa de liberacéo
dos compostos em matrizes poliméricas;

e Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas de quatro diferentes formulacfes do sistema
de liberacdo de matrizes poliméricas;

e Avaliar o comportamento de atratividade de Lu. longipalpis em relacdo ao sistema
previamente selecionado e impregnado com o composto atrativo que apresentou

melhores resultados.

4. Material e métodos
O fluxograma abaixo indica as etapas do projeto (Figura 2).

Figura 2. Fluxograma de desenvolvimento do trabalho.

Dose padrdo: 2 mL
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4.1. Preparacdo de matrizes poliméricas

O sistema de liberagéo utilizando matrizes poliméricas baseadas em polissacarideos
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naturais como goma gelana (GG) (CG-LA, 97%) e pectina (P) (LM-5206 CS, 99%) foram
preparados em diferentes propor¢des (1:1 e 4:1, m:m) na concentragdo de 2% (m/V) e
submetidos a reticulacéo idnica com cation trivalente, AICl3 (>=100%) a 3% ou 5%. O tempo
de reticulacéo foi de 30 minutos, sob agitacdo magnética. Apos esse tempo, as amostras
foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos. Todas as preparagdes foram mantidas em
-20°C e posteriormente liofilizadas por 72 horas (PREZOTTI et al., 2014).

As matrizes foram moldadas em trés diferentes formas geométricas (Figura 3): em
tubo tipo Falcon de 66 cm? (cilindrico e robusto), em tubo tipo Falcon de 38 cm? (cilindrico e
alongado) e em placas de seis pocos, de aproximadamente 21 cm? (cilindrico e achatado),
seguindo as caracteristicas do protocolo de desenvolvimento descritas na Tabela 1. Todas

as matrizes foram confeccionadas em triplicata.

Figura 3. Formatos geométricos das matrizes poliméricas.

Fonte: Proprio autor.

Tabela 1. Caracteristicas das formulac¢des do sistema de liberacdo de matrizes poliméricas
de goma gelana (GG) e pectina (P).

Sistema de

liberagao Proporcéo polimeros (GG:P) Concentracéo AlCl;
1 1:1 3%
2 1:1 50
3 4:1 3%
4 4:1 5%

4.2. Avaliacdo da capacidade maxima de incorporacdo dos compostos nas matrizes

poliméricas e taxas de liberacéo

Inicialmente foi avaliada a capacidade maxima que cada matriz seria capaz de
absorver dos trés compostos atrativos avaliados. Para isso, foram adicionados os alcoois 1-
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hexanol, 1-octenol e 1-nonanol (Sigma — Aldrich; 98%) em uma faixa variavel de 2 a 3 mL
nas matrizes poliméricas com o auxilio de uma seringa, inserida no centro da matriz.

ApoOs a padronizacdo do volume a ser incorporado as matrizes poliméricas — 2 mL —
os testes de liberacao foram realizados, a fim de definir o sistema de maior estabilidade para
dar continuidade aos estudos.

As matrizes foram conduzidas a pesagem em balanca analitica antes e apés a
incorporacdo dos compostos e a taxa de liberacdo foi calculada pela diferenca de peso
nesses dois momentos. No teste inicial de liberacdo, as matrizes foram pesadas de 15 em
15 minutos por 4 horas e, posteriormente, de 24 em 24 horas até que a matriz retornasse ao

seu peso inicial, em um ambiente com %UR=52 e T°C=27.
4.2.1. Teste de liberagdo das matrizes poliméricas em ambiente com umidade natural

A partir dos resultados do experimento anterior, de avaliacdo da capacidade maxima,
e dos testes preliminares de liberacdo de compostos, foi definido que os experimentos
seriam continuados com o formato cilindrico e achatado, de 21 cm3 uma vez que foram
observadas variacfes na estrutura fisica das matrizes (Figura 11), o protocolo de confeccao
das matrizes (secéo 4.1.) foi alterado a fim de minimizar as diferencas fisico-quimicas e
torna-las mais uniformes, prevendo uma padronizacao.

Para o novo protocolo, apés a centrifugacéo, foi acrescentado 30-60 minutos de
acondicionamento em geladeira comum, para evitar a segregacdo das moléculas, e
posteriormente o congelamento a -20 °C, conforme o protocolo inicial. O tempo de liofilizagéo
foi reduzido para 40 horas.

Os experimentos para avaliacdo das taxas de liberagdo dos compostos nas novas
matrizes foram realizados nas mesmas condicbes acima mencionadas, porém com
pesagens das matrizes poliméricas de 1 em 1 hora por 24 horas e de 24 em 24 horas até

retornar ao peso inicial, em um ambiente com %UR=53 e T°C=28.
4.2.2. Teste de liberacdo das matrizes poliméricas em ambiente com alta umidade

Apos definido o volatil com melhores resultados de liberagdo (hexanol), uma nova
avaliacao do perfil de liberacao foi conduzida em condigbes com maior umidade, com 0s
sistemas previamente selecionados no teste anterior — Sistemas 2, 3 e 4, no formato de 21
cm? — cujas taxas de liberacdo foram quantificadas através da pesagem seguindo o mesmo
padréo anteriormente mencionado no item 3.2.1. Para isso, um ambiente controlado para

simular a umidade e temperatura de um ecossistema tropical (BRASIL; WWF, 2005) foi
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preparado com %UR=81 e T°C=25 com o uso de umidificadores a fim de manter a umidade

do ar elevada. Para os controles foram utilizadas matrizes sem a incorporacédo do composto.

4.2.3. Teste de liberacdo das matrizes poliméricas dentro de capsulas em ambiente

com umidades natural e elevada

Com o intuito de tornar a volatilizagdo dos compostos mais uniforme e estavel, as
matrizes foram colocadas no interior de capsulas de plastico — 5 x 4 cm (altura x largura) —
com fundo de aluminio (Figura 4). A taxa de liberac&o do hexanol foi quantificada de 1 em 1
hora por 15 horas, e de 24 em 24 horas até o total desprendimento do composto na matriz
em ambas as condicGes de umidades natural — %UR=47, T°C=27 — e elevada — %UR=80 e
T°C=28.

Figura 4. Matrizes poliméricas acopladas as capsulas de plastico para os testes de liberacéo

controlada.

Fonte: Préprio autor.
4.3. Avaliagao fisico-quimica das matrizes poliméricas
4.3.1. Analise estrutural do sistema de liberagdo controlada

A microscopia Optica foi utilizada para visualizar a estrutura fisica das matrizes antes
e apos a incorporacdo do composto. Dessa forma, o esteroscopio Leica LAS M205 foi
utilizado nos aumentos 1x, 2x e 4x — lente objetiva: 0.5x — e as imagens foram capturadas e
digitalizadas pelo programa Motic Advanced 3.2 plus. Para a analise, foi feito um corte
longitudinal nos quatro sistemas de 21 cm?® e introduzido o 1-hexanol apdés a primeira

observacéo estrutural.
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Uma outra andlise realizada através da microscopia eletrénica de varredura (MEV-
FEG), permitiu capturar imagens dos poros dos quatro sistemas de liberacédo de 21 cm®. As
amostras foram preparadas em cortes superficial e longitudinal (Figura 5) e inicialmente
metalizadas em ouro por sputtering (pulverizacédo catddica) por 2 minutos com poténcia de
10 mA atraves do equipamento BAL-TEC SCD 050, modelo T-STATION 75 (DA ROSA,
2010). Apés este processo, os sistemas foram observados e fotografados pelo microscopio
eletrébnico de varredura (MEV-FEG) JEOL, modelo JSM7500F (DA ROSA, 2014) nos

aumentos de 37x, 100x e 200x.

Figura 5. Esquema de cortes das matrizes poliméricas para as visualiza¢cées microscopicas.

Corte superficial Corte longitudinal

BEB T

4.3.2. Comportamento de permeacdo do composto atrativo

Para que a permeacgdo do composto 1-hexanol na matriz pudesse ser observada
visualmente, 0,5 g do corante vermelho Bordeaux foram adicionados ao hexanol. Como

anteriormente, 2 mL dessa mistura foram inseridos na matriz do Sistema de liberacao 2.
4.3.3. Teste de reuso das matrizes poliméricas

Com o intuito de avaliar a capacidade de reutilizacdo das matrizes do Sistema 2, o
composto 1-hexanol foi inserido na matriz selecionada e, como nos experimentos anteriores,
a liberacao foi avaliada com pesagens a cada 24 horas por 144 horas. Ao final desse tempo,
as matrizes foram novamente preenchidas com o hexanol e esse processo foi repetido por

seis vezes, em triplicata, e em condi¢des de laboratério com %UR=55 e T°C=27.

4.4. Avaliacdo do sistema de liberacdo no tunel de vento para atratividade de Lu.

longipalpis

Esse teste permitiu avaliar o comportamento bioldgico dos flebotomineos frente ao
sistema previamente selecionado. As fémeas adultas de Lutzomyia longipalpis, oriundas da

colonia da Saude Publica de Sao Paulo, com 7 a 10 dias de vida — momento em que realizam
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0 repasto sanguineo — e mantidas em colénia (GOULART et al., 2015), foram colocadas em
grupos de trés em dez gaiolas, utilizando um total de 30 insetos por teste, ensaio (com
hexanol) e controle (sem hexanol). Os insetos foram retirados da alimentacdo de
carboidratos 30 minutos antes dos experimentos.

O tunel de vento (Figura 6) foi devidamente preparado e higienizado para o inicio dos
testes. Os insetos foram colocados a 50 cm de distancia do estimulo, com fluxo de ar
constante de 1 L/min e metodologia padronizada por Pinto et al. (2012), com UR=65+1% e
T°C=22+1.

A atratividade dos insetos ao sistema de liberagdo com o composto foi comparada ao
sistema de liberacdo sem o composto (controle). Cada teste teve duracao de dois minutos.

Os comportamentos analisados foram:

e Ativacao: numero de insetos que deixaram a gaiola de liberacao;
e Atracao: numero de insetos que alcancaram a fonte de odor.

Os testes foram conduzidos avaliando o comportamento dos insetos de 24 em 24

horas apoés a inser¢do do hexanol no Sistema 2 acondicionado em cépsula de plastico.

Figura 6. Tunel de vento preparado e adaptado para avaliacdo da atratividade dos

flebotomineos com o Sistema 2 dentro de capsulas.

Fonte: Préprio autor.
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4 5. Andlise estatistica

As andlises das taxas de liberacdo foram realizadas por Andlise de Variancia
(ANOVA), seguida pelo Teste de Mdltiplas Comparacbes de Tukey. Para os testes
comportamentais, os dados foram analisados pelo Teste Qui-Quadrado no programa
BioEstat 5.0. Todos os gréficos foram gerados através do programa estatistico GraphPad
Prism 5.0.

5. Resultados
5.1. Preparacao de matrizes poliméricas

Foram desenvolvidas quatro diferentes formulagdes de sistema de liberacao (Tabela
1), em trés formatos geométricos, e em triplicata.

As matrizes de 66 cm? foram descartadas por ser um formato que demanda mais
material e maior tempo de liofilizacdo em relacdo as demais. As demais matrizes, de 38 e

21 cm?, seguiram o protocolo para execucdo das préximas analises.

5.2. Avaliacdo da capacidade maxima de incorporacdo dos compostos nas matrizes

poliméricas e taxas de liberagcdo dos compostos atrativos

Os resultados para avaliar a capacidade maxima de incorporacdo dos compostos as
matrizes indicaram que os sistemas de liberacdo 1 (1:1) e 3 (4:1) a 3% apresentaram maior
capacidade de armazenamento dos compostos, 0 que permitiu introduzir uma quantidade
superior de alcool. A fim de padronizacdo, para os demais testes foi adicionado o volume de

2 mL em todos os sistemas.
5.2.1. Teste de liberagcao das matrizes em ambiente com umidade natural

Os testes preliminares de liberagdo, com as matrizes de 38 e 21 cm? (Figura 7) e 2
mL dos compostos incorporados, permitiram identificar que o alcool 1-hexanol leva cerca de
10 a 14 dias para ser totalmente liberado na matriz e que os demais alcoois, 1-octenol e 1-

nonanol ndo se esgotam completamente até o 14° dia.

Figura 7. Teste inicial de liberacdo de compostos atrativos em matrizes poliméricas nos

formatos de 21 (cilindrico) e 38 cm? (alongado) em condi¢cdes de umidade natural.
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Fonte: Préprio autor.

Os trés compostos avaliados apresentaram grandes variacbes em suas taxas de
liberacdo nas primeiras quatro horas, sendo que o octenol foi 0 que apresentou maior
estabilidade no periodo (Figuras 8, 9 e 10). Ndo houve um padrdo de liberacdo dos
compostos em funcdo do tamanho da matriz ou do sistema de liberag&o utilizado, apenas
observam-se picos de liberacdo, especialmente nos primeiros 15 minutos para o hexanol, e
na primeira hora para o nonanol.

Figura 8. Média da taxa de liberagéo inicial do hexanol em matrizes poliméricas nos formatos
de 21 e 38 cm? e em quatro sistemas de liberacdo, nas primeiras quatro horas (A) e a cada

24 horas (B), (n=3), em condi¢Bes de umidade natural.
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Figura 9. Média da taxa de liberacéao inicial do octenol em matrizes poliméricas nos formatos
de 21 e 38 cm?® e em quatro sistemas de liberacéo, nas primeiras quatro horas (A) e a cada

24 horas (B), (n=3), em condi¢des de umidade natural.
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Figura 10. Média da taxa de liberacdo inicial do nonanol em matrizes poliméricas nos
formatos de 21 e 38 cm® e em quatro sistemas de liberagdo, nas primeiras quatro horas (A)

e a cada 24 horas (B), (n=3), em condi¢bes de umidade natural.
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O formato cilindrico de 21 cm?® foi escolhido para dar continuidade aos estudos em
virtude das matrizes apresentarem maior uniformidade nas caracteristicas fisicas em
comparagdo com as matrizes do formato de 38 cm3. Entretanto, ainda se observavam
diferencas morfolgicas entre as matrizes de 21 cm?, sendo que algumas apresentavam
maior ressecamento, independente da formulacdo do sistema de liberagéo utilizado (Figura
11). Por essa raz&o houve alteracdo no protocolo de confeccédo das matrizes, como relatado

no item 3.2.1 de Material e métodos.

Figura 11. Diferencas das caracteristicas fisicas entre as matrizes poliméricas.

Fonte: Préprio autor.

No segundo teste, da taxa de liberacdo com a matriz no formato de 21 cm?, foram
utilizados os mesmos sistemas de liberacdo (Tabela 1), nas condi¢cdes anteriormente
descritas. Embora o octenol e o nonanol ndo tenham sido liberados por completo das
matrizes no teste inicial, foram novamente testados, uma vez que houve alteragdo no

protocolo de manufatura das matrizes. Dessa forma, foi possivel determinar que o 1-hexanol
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foi o Unico composto que se esgotou nas matrizes entre 6 e 10 dias, enquanto que os demais
alcoois, 1-octenol e 1-nonanol ndo se esgotaram completamente até o 14° dia de
experimento (Figuras 12, 13 e 14).

Observa-se um padrdo de liberacéo para cada composto avaliado, independente do
sistema de liberacdo. De uma forma geral, o Sistema 3 apresentou maiores taxas de
liberacdo com os trés compostos avaliados nas primeiras 24 horas, e o Sistema 4 apresentou
as menores taxas de liberacdo excetuando-se o nonanol. A partir da 162 hora houve uma

estabilizacao na liberacédo do hexanol e octenol.

Figura 12. Média da taxa de liberacdo do hexanol pés padronizacdo do protocolo de
desenvolvimento das matrizes poliméricas no formato de 21 cm?® em quatro sistemas de

liberacdo a cada hora (A) e a cada 24 horas (B), (n=3).
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Figura 13. Média da taxa de liberacdo do octenol pds padronizacdo do protocolo de
desenvolvimento das matrizes poliméricas no formato de 21 cm? em quatro sistemas de

liberacdo a cada hora (A) e a cada 24 horas (B), (n=3), em condi¢cdes de umidade natural.
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Figura 14. Média da taxa de liberacdo do nonanol pés padronizacdo do protocolo de
desenvolvimento das matrizes poliméricas no formato de 21 cm?® em quatro sistemas de

liberacdo a cada hora (A) e a cada 24 horas (B), (n=3), em condi¢cdes de umidade natural.
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Conforme observado, o 1-hexanol € o composto que apresentou menores variagdes
nas taxas de liberacdo dentre as replicatas, além de apresentar volatilizacdo completa nas
matrizes, o que nao foi possivel observar com os demais compostos e, portanto, foi escolhido
para continuidade dos testes. Considerando que nos testes com o hexanol nas primeiras
quatro horas, o Sistema de liberagdo 1 apresentou taxas de liberagdo muito préximas ao
Sistema 2 e, nos testes a cada 24 horas foi o que primeiro que liberou todo o composto, foi

decidido exclui-lo dos proximos testes.
5.2.2. Teste de liberacdo das matrizes poliméricas em ambiente com alta umidade

Considerando a elevada hidrofilia dos polimeros utilizados, a umidade do ambiente
pode interferir no grau de expansado da rede tridimensional que forma a matriz e,
consequentemente, na liberacdo do composto nela contido. Portanto, os proximos testes
foram realizados com o composto hexanol incorporado aos sistemas de liberacdo 2,3 e 4

em ambiente de alta umidade (Figura 15 A e B).

Figura 15. Média da taxa de liberacdo do hexanol pdés padronizacdo do protocolo de
desenvolvimento das matrizes poliméricas no formato de 21 cm?® em trés sistemas de

liberacdo a cada hora (A) e a cada 24 horas (B), (n=3), em condi¢cdes de umidade elevada.
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A avaliacéo do perfil de liberagcdo em um ambiente de elevada umidade, %UR=81,
indica que na 222 hora o hexanol foi liberado por completo das matrizes, independente do
sistema. Os resultados desses testes mostram que, apesar da variacao no perfil de liberacao
de cada sistema em relacao ao teste anterior, o padrédo no comportamento de liberagédo das
diferentes formulagoes foi o mesmo, com o Sistema 3 apresentando as maiores taxas de
liberacdo e o Sistema 4 as menores. A continuidade das pesagens ao longo dos dias mostra
a caracteristica hidrofilica das matrizes, ou seja, de incorporacao de agua do ambiente nas

matrizes.
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5.2.3. Teste de liberacdo das matrizes poliméricas dentro de cdpsulas em ambiente

com umidades natural e elevada

A fim de melhorar a estabilidade e controle da taxa de liberacdo do hexanol, um novo
teste foi realizado com o uso de capsulas, cujas matrizes foram acondicionadas. Foi
observado que os trés sistemas de liberacdo tiveram um padrdao no perfil de liberagao,
conforme visto anteriormente, e a estabilidade da volatilizagcdo foi melhorada tanto nas
primeiras 15 horas de experimento, quanto de 24 em 24 horas até alcancar a completa

liberacdo do composto nas matrizes em 10 a 12 dias (Figura 16 A e B).

Figura 16. Média da taxa de liberagédo do hexanol em matrizes poliméricas no formato de 21
cm? acopladas as capsulas de plastico e em trés sistemas de liberagcdo a cada hora (A) e a

cada 24 horas (B), (n=3), em condic6es de umidade natural.

Hexanol - Capsulas

100- (A)

904

80- -o- Sistema 2

20 - Sijstema 3
-+~ Sistema 4

604

Média da taxa de liberacdo (mg)

Tempo (hora)



39

50 Hexanol - Capsulas

454 ®)
40

35 -6~ Sistema 2

-8 Sistema 3
—— Sistema 4

30+
25+

20+

Média da taxa de liberacdo (mg)

O T T T T T T T T T -
0 24 48 72 9% 120 144 168 192 216 240 264 288

Tempo (hora)

Os sistemas de liberacao 2 e 4 tiveram um perfil de liberagéo similar, havendo picos
de liberagcdo na 82 e 122 hora, com 30 e 20 mg/h e 40 e 30 mg/h, respectivamente. Foi visto
que os trés sistemas possuem comportamentos no perfil de liberagdo proximos no periodo
de 24 em 24 horas, atingindo uniformidade e estabilidade na taxa de liberacdo do hexanol,
cujo pico para ambos os sistemas ocorreu apds 72 e 96 horas de experimento, com um
média de aproximadamente 15 mg/h.

Considerando que os sistemas de liberacéo 2 e 4 possuem similaridade no perfil de
liberacdo nas primeiras 24 horas, apenas o Sistema 2 foi selecionado para dar continuidade
aos testes posteriores, por apresentar menor desvio padrdo na liberacdo de hora em hora
em relacdo ao Sistema 4. Ademais, o Sistema 3 também foi descartado devido ao elevado
desvio padrédo de volatilizagdo de hora em hora entre as amostras e por apresentar
dificuldades no processo de liofilizacdo para o desenvolvimento das matrizes, caracterizado
por falta de uniformidade e nao liofilizacdo completa da maioria das repeticées, mesmo apos

a padronizacgéo do protocolo de desenvolvimento das matrizes (Figura 17).

Figura 17. Sistema de liberac&o 3 nao liofilizado completamente.



40

Fonte: Préprio autor.

Apos a selegdo do Sistema 2, o mesmo foi submetido a um novo teste de liberacéo
com as matrizes acondicionadas em cédpsulas em ambiente com alta umidade. Conforme a
Figura 18 A, observou-se maior estabilidade nas taxas de liberacdo das matrizes do Sistema
2, com variacao dos resultados, porém ao considerar a Figura 18 B a variacdo diminuiu, e
entdo as taxas de liberacdo se aproximaram, e perduraram por mais tempo do que o teste
com umidade alta sem as capsulas. E o controle por sua vez, permaneceu com adsor¢ao de

agua estavel, atingindo maior pico nas primeiras 24 horas.

Figura 18. Média da taxa de liberagédo do hexanol em matrizes poliméricas no formato de 21
cm? acopladas as capsulas de plastico e em trés sistemas de liberacdo a cada hora (A) e a

cada 24 horas (B), (n=3), em condicGes de umidade elevada.
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5.3. Avaliacéo fisico-quimica das matrizes poliméricas
5.3.1. Andlise estrutural do sistema de liberagdo controlada

As imagens de microscopia Otica das matrizes, antes e apdés a introducdo do
composto 1-hexanol, indicaram que ndo houve alteragdes na estrutura fisica das matrizes,
ou seja, ndo houve degradacdo das mesmas, mantendo-se estaveis (Figuras 19, 20, 21 e

22). Isso significa que as matrizes possuem uma tendéncia a serem reutilizadas.

Figura 19. Sistema de liberacdo 1: antes e apés a incorporacao do hexanol.

Figura 20. Sistema de liberacao 2: antes e apds a incorporacao do hexanol.
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Posteriormente, foram capturadas imagens por MEV nos aumentos de a) 37x, b) 100x
e ¢) 200x dos quatro sistemas de liberacdo de 21 cm?® nas posicdes superficial e longitudinal.
A partir das figuras, foi possivel observar que o Sistema 1 apresentou uma superficie
mais rugosa e uma estrutura mais porosa, com poros menores, do que os demais sistemas

(Figuras 23 e 24). O Sistema 2, por sua vez, mostrou semelhanca na superficie rugosa ao
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Sistema 3, porém com a presenca de poros mais profundos. Ambos os Sistemas 2 e 3
apresentaram poros maiores que o Sistema 1, sendo que os poros do Sistema 3
demonstraram uma distribuicdo uniforme (Figuras 25, 26, 27 e 28). O Sistema 4 evidenciou
maior regularidade superficial, ou seja, uma superficie mais lisa e densa; com menor

quantidade de poros, porém maiores, mais definidos e profundos que os demais sistemas
de liberacéo (Figuras 29 e 30).

Figura 23. Sistema de liberacao 1: Superficie; a) 37x, b) 100x e c) 200x

Figura 26. Sistema de liberagéo 2: Poros; a) 37x, b) 100x e c) 200x
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Figura 30. Sistema de liberacéo 4: Poros; a) 37x, b) 100x e c¢) 200x
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5.3.2. Comportamento de permeacéo do composto atrativo

Conforme visto anteriormente, os sistemas de liberacéo 2 (1:1 5%) e 3 (4:1 3%) néo
apresentaram grandes diferencas microscépicas e nem de liberacdo do hexanol. O mesmo
foi observado no teste visual da permeacdo do composto nas matrizes (Figura 31). E
possivel visualizar que existe a acomodacao do hexanol em quase todo o espaco inferior
dos Sistemas 2 e 3 e também um espalhamento superficial centralizado. J& no Sistema 4
(4:1 5%), o composto n&o atinge toda a parte inferior da matriz, o composto fica retido no

interior dela, e o espalhamento superficial € centralizado e menor que os Sistemas 2 e 3.

Figura 31. Observacéo visual da permeacéo do hexanol com corante no formato de 21 cm?.

-

1:1 (5%) 4:1 (3%) 4:1 (5%)

S @) D)

Fonte: Préprio autor.

5.3.3. Teste de reuso das matrizes poliméricas

Considerando as matrizes poliméricas com potencial capacidade de reutilizagéo,

foram realizados repetidos testes de liberagcdo das mesmas amostras do Sistema 2, a fim de



46

observar se o padrdo de comportamento de volatilizacdo do hexanol é alterado em
determinado momento e determinar o nivel de qualidade do material. Dessa forma, foi
possivel repetir seis vezes o teste de liberacdo em triplicata e em condi¢cdes de laboratorio.

Foi observado um comportamento semelhante de volatilizacdo do hexanol nas
repeticdes, havendo uma queda nos picos de liberacdo conforme a reutilizagcdo do material,
porém mantendo um nivel de estabilidade de desprendimento do volatil (Figura 32). As
repeticdes 1 e 2 apresentaram maiores indices de liberacdo nas primeiras 24 horas, com
uma taxa média de liberacédo de 17 mg/h. Ja as demais repeticbes mostraram a capacidade
de atingir maior estabilidade de volatilizacdo do composto conforme a reutilizagdo do
material, com uma taxa média de liberagédo de 10 mg/h.

Figura 32. Repeticdo da média da taxa de liberacdo do hexanol no formato de 21 cm?3
acoplado a capsula, (n=3) de 24 em 24 horas.
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5.4. Avaliacédo do sistema de liberacdo no tunel de vento para atratividade de Lu.
longipalpis

Os testes em tanel de vento apds 24, 48 e 72 horas da insergdo do composto no
Sistema 2 mostrou que houve diferenca estatistica entre o controle e o hexanol, ambos nos

comportamentos de ativacao e atracao das fémeas.



47

Para o teste de 24 h, o total de insetos ativados pelo controle e pelo atrativo foram de
4 e 19, respectivamente (X% 15.8637, p<0.0001), e o numero de insetos atraidos pelo
controle foi de 2 contra 17 pelo composto (X?: 17.3299, p<0.0001), com taxa de liberacédo do
hexanol durante o teste de aproximadamente 26,57 mg/h (Figura 33 e 34).

O teste de 48 h mostrou que o numero de insetos ativados pelo controle e pelo atrativo
foram de 1 e 16, respectivamente (X?: 18.4679, p<0.0001), e 0 insetos foram atraidos pelo
controle contra 10 pelo hexanol (X2 12.0000, p=0.0005), com taxa de liberacdo de
aproximadamente 16,17 mg/h (Figura 33 e 34).

Para o teste de 72 h, o total de insetos ativados pelo controle e pelo atrativo foram 2
e 13, respectivamente (X?: 10.7556, p=0.0010), e o total de insetos atraidos pelo controle foi
0 contra 7 pelo composto (X% 7.9245, p=0.0049), com taxa de liberacdo de
aproximadamente 22,67 mg/h (Figura 33 e 34).

Figura 33. Resposta comportamental de ativacdo das fémeas de Lu. longipalpis para o
hexanol inserido apds 24, 48 e 72 h no Sistema de liberagdo 2 — formato 21 cm?3 —

acoplado a capsula (n=30, * p<0,05).
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Figura 34. Resposta comportamental de atracdo das fémeas de Lu. longipalpis para o
hexanol inserido apés 24, 48 e 72 h no Sistema de liberacédo 2 — formato 21 cm® — acoplado
a capsula (n=30, * p<0,05).
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6. Discussao

O desenvolvimento de matrizes poliméricas para a liberacao controlada de farmacos
€ uma alternativa de extrema importancia, pois além de melhorar os efeitos farmacolégicos
diminui os efeitos adversos relacionados ao meio ambiente por se tratar de microparticulas
biodegradaveis. Alguns estudos buscaram transpor o conhecimento da area de liberacéo de
farmacos para a area de liberacdo de compostos atrativos para insetos, apesar das
diferencas nos ambientes onde essas matrizes séo utilizadas, e contribuir com grandes
avancos na liberacdo de semioquimicos, pouco estudada até entdo. Viana (2018) avaliou
novos dispositivos para liberagdo de um feroménio de agregacéo a base de argila, amilose
e zeolito, encontrando resultados promissores para combater a broca-do-coqueiro
(Rhyncophorus palmarum). Em outro estudo, foram desenvolvidas matrizes poliméricas de
goma gelana e pectina para a liberacdo de cairomonios, mostrando potencial eficiéncia para
atracao de flebotomineos (MACHADO et al., 2020), cujo presente trabalho deu continuidade
aos estudos.

A goma gelana e a pectina sdo capazes de formar hidrogéis, ou seja, redes

tridimensionais reticuladas formadas por polimeros hidrofilicos com potencial de absorver
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grandes quantidades de agua ou compostos organicos e preservar sua estrutura
tridimensional (GUPTA et al., 2002). No entanto, € fundamental desenvolver um sistema de
liberacdo que seja capaz de produzir particulas esféricas e com uma distribuicdo
monodispersa, pois podem afetar a reprodutibilidade das taxas de liberacédo do farmaco, a
absorcdo e a biodisponibilidade (KHAFAGY et al., 2007; CHAN et al., 2009). Essa foi a
estratégia utilizada no estudo de Melo (2019), onde foi possivel desenvolver uma matriz de
goma arabica e maltodextrina para microencapsulacdo de 6leo essencial de aroeira com
efeito repelente para Lasioderma serricorne, conferindo boa estabilidade térmica devido a
formacao de particulas esféricas com superficie lisa.

No presente trabalho, as matrizes obtidas inicialmente apresentaram diferencas
fisicas, como o ressecamento, e, consequentemente, as taxas de liberacdo dos compostos
sofreram grandes alteracfes. Dessa forma, foi imprescindivel a alteracdo do protocolo
proposto por Prezotti et al. (2020), como o acondicionamento do hidrogel em geladeira apds
a centrifugacao a fim de promover melhor segregacdo das moléculas e reducao no tempo
de liofilizac&o para evitar uma maior dessecacdao e alterar a estrutura do sistema.

A capacidade de absorcéo de liquidos € outro parametro importante a ser considerado
na elaboracgéo de sistemas de liberacdo, tendo em vista que fornece informacdes relevantes
sobre a cinética de liberagdo do farmaco (MAITI et al., 2011). Por essa razdo, o primeiro
teste foi delineado para investigar o volume minimo e maximo de liquido que que as matrizes
poderiam armazenar. Observou-se que as matrizes possuiam uma capacidade de
armazenamento minimo de 2 mL de composto, independentemente de sua formulagéo.

Durante a avaliacdo do perfil de liberacdo do farmaco, a dissolucdo € um processo
fundamental para a farmacocinética (MANADAS et al., 2002). Ao aplicar o composto nas
matrizes poliméricas e analisar a sua velocidade de liberacdo, é possivel observar o efeito
burst, ou seja, a rapida liberacdo, principalmente nas primeiras horas. Isso pode ser
explicado devido ao aumento do volume dos polimeros pela maior solubilidade do farmaco,
fazendo com que ocorra a expansao da rede polimérica e dando origem a uma estrutura
mais frouxa e movel, o que favorece a liberacdo do composto (HUANG; BRAZEL, 2001,
PREZOTTI, 2019).

No teste inicial de liberagdo com sistemas de liberacdo de diferentes formas
geométricas, foi possivel identificar que o formato de 21 cm?, obteve maior estabilidade na
volatilizagdo dos compostos 1-hexanol, 1-octenol e 1-nonanol, quando comparado com o

formato de 38 cm?, independente do sistema, além de apresentar maior uniformidade nas
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caracteristicas fisicas. Dessa forma, esse formato mostrou ser o mais adequado para dar
continuidade aos estudos.

No segundo teste da taxa de liberacdo com o formato de 21 cm?3, os resultados
mostraram que para o hexanol os perfis de liberacdo de cada formulacdo do sistema de
liberacdo foram proximos, isso mostra que houve maior estabilidade na liberacdo do
composto apds a padronizacdo do protocolo de confeccdo das matrizes. Além disso, o
esgotamento do hexanol nas matrizes, indica que ocorreu o desprendimento total das
moléculas do composto nos poros das matrizes, 0 que ndo aconteceu com o octenol e
nonanol, pois ndo houve a volatilizacdo total, e isso pode ser explicado devido as
caracteristicas quimicas das cadeias carbdnicas de ambos compostos, por serem mais
complexas e, portanto, apenas o0 hexanol apresentou viabilidade para ser utilizado nas
préximas etapas.

Os Sistemas 2 e 4 apresentaram melhor estabilidade na taxa de liberag&o do hexanol,
e 0 Sistema 3 promoveu maior indice de liberacdo, ao menos nas primeiras 24 horas. O
mesmo foi observado no teste em condi¢cdes de maior umidade, em que apesar de ter
ocorrido mais picos de liberacdo, os Sistemas 2, 3 e 4 exibiram similaridade nos perfis de
liberag&o, com volatilizag&o total do hexanol na 222 hora. O controle de cada sistema permitiu
determinar o comportamento hidrofilico das matrizes de todos os sistemas, ou seja, a
capacidade de adsorcédo de agua, o que deve explicar a rapida volatilizacdo do composto,
pois a agua pode ser um fator que facilita a sua liberacao.

A tentativa de simular uma condi¢cdo de campo, com umidade mais alta, foi delineada
em decorréncia de ser um possivel ambiente de captura de flebotomineos. Esses insetos,
com grande importancia do ponto de vista epidemiol6gico por serem agentes etiolégicos de
varias espécies de Leishmania spp, desenvolvem-se prioritariamente em ambientes
silvestres, com vegetacédo e areas sombreadas (KILLICK-KENDRICK, 1999; BRAZIL, 2015).
Embora esse ambiente silvestre ndo seja, necessariamente, o unico para Lu. longipalpis,
que vem se adaptando a areas mais urbanizadas (SALOMON et al., 2015) a possibilidade
de que esse sistema de liberacdo de compostos seja utilizado em diferentes ecétopos
estimulou a simulacdo de um ambiente com umidade diferenciada.

A formacéao de picos de volatilizacdo observados em ambos os testes de liberacao do
hexanol € uma caracteristica do composto em contato com os diferentes sistemas. O que se
sugere é que apos a introducdo do composto, haja uma permeacéo por toda a matriz sendo
parte do composto, que esta na superficie, liberado primeiramente e assim promovendo o

primeiro pico. O restante do composto tende a preencher novamente a matriz e, mais uma
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vez, parte do composto que esté na superficie é volatilizada, e assim ocorre sucessivamente
em todo o processo de liberacdo do hexanol. Em condi¢cdes com umidade elevada, ha maior
adsorcao de 4gua na matriz, o que explicaria a conformacéo de mais picos, pois facilita a
permeacdo do composto, promovendo uma rapida liberacdo do mesmo (Comunicacao
pessoal Dra. Maria Palmira Daflon Gremi&o).

O teste de liberac&o dos sistemas de liberagédo acoplados as capsulas, demonstrou a
possibilidade de alcancar uma maior estabilidade de liberacdo do hexanol e por um periodo
consideravel. Os trés sistemas apresentaram similaridade no perfil de liberacdo do hexanol
de 24 em 24 horas e, quando observada a volatilizacdo nas primeiras 15 horas, foi possivel
identificar um padr&o para os Sistemas 2 e 4 e uma taxa de liberagcdo com grande desvio
padrdo entre as amostras do Sistema 3. Isso significa que os Sistemas 2 e 4 possuem maior
estabilidade no perfil de liberacdo do hexanol em relacdo ao Sistema 3. Além disso, foi
possivel identificar a formacao de picos de liberacdo em periodos semelhantes observados
nos testes anteriores sem o uso das capsulas, reforcando um padrdo no comportamento
destes sistemas de liberacéao.

Ao introduzir as capsulas, a fim de melhor controlar a liberacdo do composto nos
diferentes sistemas, foi possivel alcancar a permanéncia da volatilizagcdo do hexanol ao
longo dos dias, permitindo compreender que ao reduzir a superficie de contato da matriz é
possivel gerar um microambiente controlado, em que o desprendimento das moléculas do
composto do interior da matriz € direcionado para uma unica rota vertical. Esse cenario
contribuiu para o aumento da durabilidade do processo até o desprendimento total do
composto. O mesmo foi observado em condigbes de ambiente com alta umidade. Eiras et
al. (2010) mostraram que ao introduzir liberadores poliméricos comerciais de compostos
atrativos para oviposicdo de Aedes aegypti em armadilhas fechadas e revestidas de
materiais resistentes, foi possivel aumentar as eficiéncias de atracdo e captura desses
mosquitos, apresentando estabilidade e durabilidade de liberagédo controladas e suficientes
para permitir um controle adequado do vetor em regides endémicas.

A microscopia de varredura permitiu analisar a estrutura interna dos sistemas de
liberacdo. No Sistema 1 ja era esperado a formacgéao de uma estrutura porosa, ou seja, com
muitos e pequenos poros e uma superficie rugosa. Em contrapartida, os Sistemas 2 e 3
apresentaram uma estrutura superficial semelhante, com poros maiores e mais espacados
entre si, com diferenga na distribuicdo mais organizada dos poros do Sistema 3 e maior
profundidade dos poros do Sistema 2. O Sistema 4 demonstrou uma estrutura mais rigida e

densa, com poros maiores e mais profundos que os demais sistemas. As analises
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supracitadas prop6em uma relacdo entre a estrutura fisica dos sistemas de liberagéo e o
perfil de liberacdo do composto. Como visto anteriormente, os Sistemas 2 e 3 tiveram um
comportamento semelhante na taxa de liberacdo do hexanol, fazendo com que nas primeiras
horas houvesse maior volatilizacdo no Sistema 3, podendo ser explicado devido a formacéo
da malha tridimensional formada pelo reticulante a 3%, promovendo um afrouxamento da
malha em relacdo ao Sistema 2 — com 5% de reticulante — o que contribuiu para
desprendimento mais rapido das moléculas no interior dos poros. Em contrapartida, o
Sistema 4 apresentou menor taxa de liberacdo, sugerindo maior aprisionamento das
moléculas, por possuir uma estrutura rigida e com poros maiores devido a reticulagdo com
Alz a 5%. Dessa forma, a rede formada a reticulacdo a 5% possibilitou atingir uma taxa de
liberacdo mais estavel e, portanto, mais duradoura. Essas observacdes sao consolidadas
pela andlise visual de permeacéo do 1-hexanol.

O reuso de materiais contribui para a reducédo na quantidade de residuos a serem
tratados. Dessa forma, desenvolver um bioproduto que possa ser reutilizado € o maior
desafio socioecondmico para o enfrentamento de problematicas relacionadas a manutencao
do meio ambiente. Tendo em vista que o0 projeto visa superar esse desafio, foi possivel
identificar uma estabilidade na estrutura fisica dos quatro sistemas de liberacdo analisados
no formato cilindrico de 21 cm?3. Ou seja, ndo foi observada degradacdo macroscépica, o
gue significa que o material resiste ao composto utilizado, possibilitando a sua reutilizacao.
Essa caracteristica é de extrema relevancia ao considerar um produto final que ir4 enfrentar
diferentes condicbes ambientais, e superar a perda de material ainda € um grande desafio
ao se tratar de sistemas de liberagdo. Como por exemplo, pode ser citado 0 que ocorreu
com filmes poliméricos de poli(e-caprolactona) para liberacdo de feromdnio, em que ao
serem submetidos a elevadas temperaturas, houve uma interacdo quimica entre o composto
e o0 material, promovendo a degradacédo do mesmo (OLIVEIRA et al., 2012).

Para confirmar a qualidade do material, o teste de reuso permitiu concluir que o
material € capaz de adquirir maior estabilidade de entrega do composto conforme a sua
reutilizacao sistematica. Através das analises realizadas, foi possivel concluir que nas duas
primeiras repeticdes do sistema houve um pico de liberagdo do hexanol nas primeiras 24
horas e depois o0 Sistema 2 adquiriu um perfil mais estavel, da terceira a sexta repeticao.
Sendo assim, o material cumpriu o objetivo de entrega do hexanol com melhora na
estabilidade e maior tempo de liberacéo, além de reduzir a poluicdo residual por atender aos

requisitos de um produto sustentavel.
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Os testes comportamentais em tunel de vento mostraram que o Sistema 2 obteve
resposta positiva para fémeas de Lu. longipalpis 24, 48 e 72 horas ap0s a inser¢édo do
hexanol na matriz. Os insetos foram ativados e atraidos para isca de captura com taxas de
liberacdo de aproximadamente 26,57, 16,17 e 22,67 mg/h observadas durante os testes,
com diferenca estatistica para o controle. E importante destacar que a taxa de liberacdo
apos 72 h foi maior em relacdo ao teste de 48 h nos testes em tanel de vento e com umidade
elevada, demonstrando um padrdo no comportamento de liberacdo em ambientes com
indices maiores de umidade, porém com menor nimero de insetos atraidos pelo composto,
0 que pode ser explicado devido a influéncia da 4gua na matriz, alterando, portanto, o
comportamento de atracdo dos insetos. Esses resultados corroboram com estudos
anteriores realizados com 1-hexanol em que fémeas da espécie Ny. neivai tiveram
comportamento positivo de atracdo ao composto impregnado em matrizes poliméricas de
goma gelana e pectina (MACHADO et al., 2015; MACHADO et al., 2022).

Os flebotomineos sdo noturnos, dessa forma as armadilhas para captura desses
insetos sdo geralmente colocadas das 18:00 as 6:00 h (ALEXANDER, 2000). E importante
gue as matrizes sejam colocadas nas armadilhas nos momentos em que suas taxas de
liberacéo do composto surtam o efeito atrativo para os flebotomineos. Dessa forma, estudos
em situacao de campo serdo fundamentais para a observacao da eficacia desses sistemas

de liberacdo na captura de flebotomineos.
7. Conclusdes

Dentre as diferentes formas geométricas de matrizes poliméricas de goma gelana e
pectina avaliadas, as matrizes de 21 cm?, foram as que apresentaram melhores resultados
para taxa de liberagdo, mantendo maior estabilidade. Além de apresentar maior
uniformidade em suas caracteristicas fisicas.

O protocolo de desenvolvimento das matrizes foi aprimorado, com reduc¢ao do tempo
de liofilizag&o, tornando o processo mais eficiente e otimizado e contribuindo positivamente
com a atenuacédo dos gastos a fim de propor 6timo custo-beneficio para seu consumo final.

Somente o 1-hexanol foi liberado por completo das matrizes nos testes de liberagao.
ApoOs todas as variaveis padronizadas, foi possivel determinar que os Sistemas 2 e 4
apresentaram maior estabilidade no perfil de liberagcdo e que o Sistema 3 obteve maior
resposta na taxa de liberagcdo, ambos para o hexanol, o que corrobora com as diferencas

nos tamanhos dos poros observadas na analise estrutural dos sistemas via captura de
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imagens e atraves do teste de permeacdo. O mesmo pode ser observado em condi¢des de
maior umidade, porém apresentando mais picos de liberagéo.

Foi possivel alcancar o controle dos sistemas de liberagdo, desenvolvendo um
microambiente para as matrizes, com o0 uso de capsulas cujas matrizes foram introduzidas.
Dessa forma os sistemas atingiram maior estabilidade e controle da taxa de liberacdo do
hexanol. Os sistemas de liberacdo 2, 3 e 4 tiveram um comportamento de liberacao
semelhantes no periodo de 24 em 24 horas, porém o Sistema 2 foi escolhido para dar
continuidade devido ao menor desvio padrdo entre as amostras na liberacdo de hora em
hora.As matrizes se mostraram capazes de manter sua estrutura fisica intacta apos o contato
com o composto, 0 que permitiu concluir que o material resiste ao volatil, e através do teste
de reuso do Sistema 2, foi possivel concluir que o material pode ser reutilizado e que
conforme o seu reuso, é capaz de desenvolver um comportamento de maior estabilidade de
liberag&o do hexanol.

Os testes em tunel de vento demonstraram que as fémeas de Lu. longipalpis
responderam positivamente ao Sistema de liberacdo 2 apds 24, 48 e 72 horas de
incorporacao do 1-hexanol quando comparado ao controle, para ambos 0os comportamentos

de ativacao e atratividade, indicando seu potencial para capturas em campo.
8. Perspectivas

Sera imprescindivel aprofundar os estudos a fim de aprimorar as matrizes poliméricas
em desenvolvimento para torna-las mais eficientes na atratividade de flebotomineos. Dessa
forma, sera necessario testar novas formulacdes para o sistema de liberacdo, partindo do
sistema previamente selecionado; avaliar 0 comportamento de outros compostos volateis
gue possam superar a eficiéncia do hexanol; avaliar o comportamento biolégico de outras
espécies de flebotomineos; encontrar uma embalagem adequada para as matrizes
poliméricas; realizar os testes em campo a fim de verificar a eficiéncia de captura no
ambiente natural e propor novos designs que facilitem acoplar a matriz introduzida em

capsula nas armadilhas luminosas de campo.
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AVQXQV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp ‘gULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Araraquara
ATA DA DEFESA PUBLICA DA DISSERTACAO DE MESTRADO DE ANA CAROLINA BUENO, DISCENTE
DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOCIENCIAS E BIOTECNOLOGIA APLICADAS A FARMACIA,
DA FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DO CAMPUS DE ARARAQUARA-UNESP.

- e,

Aos vinte e oito dias do més de setembro de dois mil e vinte e dois, as quatorze horas, reuniu-se,
virtualmente, a Comissdao Examinadora da Defesa Publica, composta pelos seguintes Professores
Doutores: Mara Cristina Pinto (Orientador) do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas-UNESP-Campus de Araraquara, Andrey José de Andrade do Departamento de
Patologia Bdsica da Universidade Federal do Parana-UFPR e Marlus Chorilli do Departamento de
Farmacos e Medicamentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-UNESP-Campus de Araraquara ,
sob a presidéncia do primeiro, a fim de proceder a arguicdo publica da DISSERTACAO DE MESTRADO
DE Ana Carolina Bueno, intitulado "Aprimoramento de matrizes poliméricas naturais para liberacao
controlada de compostos atrativos para Lutzomyia longipalpis (Diptera, Pshychodidae,
Phlebotominae)". Os membros participaram da defesa por meio de videoconferéncia. Apds a
exposicao, a discente foi arguida virtualmente pelos membros da Comissdo Examinadora tendo
recebido o conceito final: APROVADA. Registre-se, que nesta ata, serd anexado parecer
circunstanciado dos membros participantes por videoconferéncia, enviados por e-mail. Nada mais
havendo, foi lavrada a presente ata, que, ap6s lida e aprovada, foi assinada pelo presidente da

Comissao Examinadora.

Mara Cristina Pinto (Orientador)

Andrey José de Andrade(parecer anexo)
Membro participante por video-conferéncia

Marlus Chorilli (parecer anexo)
Membro participante por video-conferéncia

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Segdo de P6s-graduacéao
Rodovia Araraquara-Jau, Km 1 - CEP 14800-903 - Araraquara - SP. - Brasil
tel 16 3301-6900 - fax 16 3301.6901 - posgrad@fcfar.unesp.br
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