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RESUMO

Os arbovirus, uma ameaca critica a salude humana, causam milhares de infecces
anualmente e torna seu controle uma questéo de satde publica mundial. A prevencao de
doencas transmitidas por mosquitos esta estritamente ligada ao manejo bem-sucedido das
populacdes de vetores. O mosquito Aedes aegypti € conhecido como vetor de arboviroses
como dengue, zika, chinkungunya e febra amarela. Apesar de existirem varios metodos
alternativos disponiveis, o controle de vetores ainda é amplamente baseado no uso de
compostos quimicos sintéticos, embora atil no combate ao vetor, tem intensificado a
selecdo de mosquitos resistentes a estes agentes quimicos. O uso de larvicida é um método
interessante por impedir o surgimento do mosquito adulto, que devido a sua mobilidade
torna mais dificil seu controle. Neste contexto, diversos mecanismos estdo sendo
estudados para tornar o controle de vetores mais eficiente e seguro. O desenvolvimento
de sistemas de liberacdo modificada, uso de produtos biodegradaveis e utilizacdo de
pesticidas botanicos, sdo exemplos de metodologias que geram menos impacto ao meio
ambiente. O presente trabalho apresenta o desenvolvimento (preparo e caracterizagdo) de
nanocapsulas poliméricas de ndcleo lipidico produzidas a partir de lignina e contendo 0s
6leos de neem (Azadirachta indica) e dleo de ricino (Ricinus communis). Aliado a boa
estabilidade em temperatura ambiente, as formulagdes apresentaram baixo perfil de
toxicidade em ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade (células HaCaT e Allium Cepa),
assim como de ecotoxicidade em organismos ndo-alvo (Daphnia magna, Danio rerio ,
Chironomus riparius e Caenorhabditis elegans), sendo que nanocépsulas carregadas com
a combinacdo dos 0leos foi a formulacdo que apresentou maior toxicidade nos ensaios.
Ensaios de atividade larvicida em larvas de Aedes aegypti, foi possivel determinar
concentracdo letal de 50% das larvas apenas para nanocapsulas carregadas com 6leo de

neem, sendo CLso em 3000 mg/L.

Palavras-chave: Ricinus communis; Azadirachta indica; Aedes aegypti.



ABSTRACT

Arboviruses, a critical threat to human health, cause thousands of infections annually
and make their control a global public health issue. The prevention of mosquito-borne
diseases is strictly linked to the successful management of vector populations. The
Aedes aegypti mosquito is known as a vector of arboviruses such as dengue, zika,
chinkungunya and yellow fever. Although there are several alternative methods
available, vector control is still largely based on the use of synthetic compounds,
although useful in combating the vector, it has intensified the selection of mosquitoes
resistant to these chemical agents. The use of larvicide is an interesting method for
preventing the emergence of the adult mosquito, which, due to its mobility, makes its
control more difficult. In this context, several mechanisms are being studied to make
vector control more efficient and safer. The development of modified release systems,
use of biodegradable products and use of botanical pesticides are examples of
methodologies that generate less impact on the environment. The present work presents
the development (preparation and characterization) of polymeric nanocapsules with
lipid core produced from lignin and containing the oils of neem (Azadirachta indica)
and castor oil (Ricinus communis) oils. Allied to good stability, the formulations
showed a low toxicity profile in cytotoxicity and genotoxicity assays (HaCaT and
Allium Cepa cells), as well as ecotoxicity in non-target organisms (Daphnia magna,
Danio rerio, Chironomus riparius and Caenorhabditis elegans), being that
nanocapsules loaded with the combination of oils was the formulation that showed
greater toxicity in the tests. Larvicidal activity assays in Aedes aegypti larvae, it was
possible to determine a lethal concentration of 50% of the larvae only for nanocapsules
loaded with neem oil, with LC50 at 3000 mg/L.

Keywords: Ricinus communis; Azadirachta indica; Aedes aegypti
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INTRODUCAO GERAL

As mudancas globais causadas pelas modificagcbes no ecossistema, mudancas

climéticas, mudancas nas praticas agricolas, desmatamento, aumento na urbanizagdo e

globalizacdo, afetam fortemente a expanséo de insetos vetores de doencas (RAHOLA et

al., 2022). As infec¢des virais transmitidas por mosquitos sao uma grande preocupacao

em areas endémicas, 0 mosquito Aedes aegypti € o vetor dos agentes causadores das

principais arboviroses, sendo dengue, chikungunya, febre amarela e zika (USHIJIMA et

al., 2022).

Entre essas doencas, apenas a vacina contra febre amarela esta disponivel

regularmente e para a dengue existe uma vacina do grupo Sanofi-Pasteur que se encontra

comercializada, mas ndo para vacinagdo em massa (DE SANTANA SILVA et al.,2019),

desse modo, a carga econdmica e de recursos nos servicos de salde permanece

substancial em ambientes endémicos (WILDER-SMITH et al., 2019).

Os ciclos epidemioldgicos de arboviroses atingem historicamente todo o
territorio do Brasil, a dengue é a doenga de maior importancia, apresentando ciclos
anuais desde a década de 80, com um aumento na incidéncia a partir do ano de 2014
(AVELINO-SILVA; RAMOS, 2017). Apesar da baixa mortalidade associada a
dengue, a alta morbidade gera a consequente sobrecarga de recursos nos servicos de
salde (WILDER-SMITH et al., 2019).

Com base nas notificacdes ao Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo (SINAN), base de dados vinculado ao Sistema Unico de Satde (SUS), o
quantitativo de casos provaveis de dengue e ébitos ocasionados pela dengue durante
0 ano de 2019 foi de 1.544.987 e 782 respetivamente (SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2020). Até o fechamento da semana epidemioldgica 37,
em setembro, 0 ano de 2022 totaliza 1.346.636 provaveis casos de dengue no pais
(SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2022).

A prevaléncia das doencas transmitidas por vetores necessita de acdes
integradas entre 6rgaos publicos e a populagdo, essas estratégias envolvem a remogéo
de criadouros, aplicacdo de produtos quimico, monitoramento dos mosquitos e larvas,
analise das condi¢cbes ambientais, monitoramento da saude da comunidade e
educacéo da populacdo (ARTSOB; LINDSAY, 2008; WILDER-SMITH et al., 2019).
A abordagem comumente utilizada para controle do mosquito incluem uso de
inseticidas para pulverizacdes, materiais tratados com inseticidas de longa duragéo,
repelentes e larvicidas (WILDER-SMITH et al, 2019).

O uso de inseticidas por décadas, embora Gtil no combate as arboviroses, tem



intensificado a selecdo de mosquitos resistentes a estes agentes quimicos (VONTAS
et al., 2012). J& foram reportados dados sobre resisténcia nas classes dos carbamatos,
organoclorados, organofosforados e piretoides, para Ae. aegypti e Ae. albopictus, o
gera uma preocupacdo mundial visto que maultiplas mutacdes podem resultar em
populacdes altamente resistentes e dificultar o controle do vetor (AMELIA-YAP et
al., 2018; MOYESetal., 2017; SMITH; KASAI; SCOTT, 2016; VALLE etal., 2019).
Estudos recentes apresentam alternativas entre os controles biolégico, genético e
quimico (VONTAS et al., 2012; WILDER-SMITH et al., 2017a).

O uso de diferentes estratégias envolvendo o combate aos mosquitos se faz
necessario devido a adaptabilidade, mobilidade dos mosquitos e resisténcia a inseticidas
(CHELLAPPANDIAN et al., 2018). Uma estratégia bastante eficaz € o uso de larvicidas
(PEZZI et al., 2019), que impedem o surgimento de insetos adultos capazes de transmitir
patdgenos (CHELLAPPANDIAN et al., 2018). No entanto, como o controle quimico
através de larvicidas é feito em aguas estagnadas, existem riscos ao meio ambiente,
animais e humanos ao introduzir compostos sintéticos em corpos d"agua. Assim,
larvicidas derivados de fontes naturais, tornam-se uma alternativa promissora (AL-
MEKHLAFI et al., 2021).

Produtos baseados em extratos de plantas e 6leos essenciais podem ser utilizados
como uma alternativa aos larvicidas comerciais (CHELLAPPANDIAN et al., 2018).
Esses produtos naturais sdo compostos promissores devido a alta eficacia e forte atividade
larvicida contra larvas de mosquitos do género Aedes, Anopheles e Culex (GALVAO et
al., 2018; PAVELA et al., 2019). A utilizacdo de compostos naturais se torna uma
alternativa promissora por indicar menos toxicidade ao meio ambiente, aliado a isso
compostos que apresentam diversos componentes ativos possibilitam diferentes modos
de acdo, diminuindo as chances de resisténcia do vetor (DA SILVA SA et al., 2022).

Apesar do potencial destes compostos, sua aplicacdo comercial ainda é limitada
devido a necessidade de estudos direcionados na validacdo da eficacia no campo
(PAVELA et al., 2019), bem como de sua andlise toxicoldgica em organismos ndo-alvo
(PIPLANI et al., 2019).

E conhecido a atividade larvicida dos 6leos de neem (Azadirachta indica)
(BENELLI et al., 2017), assim como do oleo de ricino (Ricinus communis) (KUMAR,
2017).

Os pesticidas a base de neem sdo populares devido a seus aspectos
multidimensionais de atividade repelente, larvicida e seguranca para organismos nao-

alvo (KALA et al., 2019). A Azadirachta indica tem reconhecidos efeitos contra A.



gambiae, A. aegypti, C. quinquefasciatus (WACHIRA et al., 2014; MURUGAN et
al., 2011; SHARMA, MOHAN, SRIVASTANA al., 2009; CHANDRAMOHAN et
al., 2016). (SHADRACH et al., 2018). Estudos relatam atividade larvicida do
principal composto ativo do 6leo de neem, Azadirachtina, em CL50 < 1 ug/mL contra
diferentes cepas larvais (PIPLANI et al., 2019).

Por outro lado, Ricinus communis, popularmente conhecida como mamona, é
tradicionalmente usada como planta medicinal, sendo a Unica espécie do género
Ricinus apresenta varias atividades biologicas, hepatoprotetor, anti-inflamatdrio,
diurético, hipoglicémico, antimicrobiana e inseticida (WAFA et al., 2014). Estudos
indicam que o 6leo de ricino pode apresentar a¢do larvicida contra as espécies, em A.
albopictus, A. stephensi, C. quinquefasciatus resp., A. aegypti, A. gambiae e C. pipiens
(WACHIRA et al., 2014; KUMARet al., 2012, MANDAL, 2010, WAFA et al., 2014).
(WAMAKET et al.,2018)

Outro aspecto interessante é que o uso da nanotecnologia no encapsulamento de
ativos, visando o controle de pragas tem se mostrado uma importante estratégia para
sistemas mais eficazes e com menos impactos indesejaveis. Tais formulaces fornecem
liberacdo controlada e lenta dos ativos no ambiente, aumentando a duracéo do efeito e
reduzindo a exposicao ao ativo. Ressaltando que o encapsulamento também protege o ativo
da degradacdo prematura (CAMPOS et al.,2020). Sistemas baseados em compostos
biodegradaveis € uma opc¢do ambientalmente interessante, desse modo, utilizar no preparo
de nanocarreadores, biopolimeros como a lignina, que sdo muitas vezes produtos ou
subprodutos de residuos do processo de producdo do segmento agroindustrial, agrega
valor a bioeconomia e fornece produtos mais sustentaveis (SCHNEIDER; DILLON,;
CAMASSOLA, 2021).

Diante desse cenario, o principal objetivo desse trabalho foi preparar e caracterizar
um sistema carreador baseado em nanocépsulas de lignina para carrear os 6leos de neem
e ricino, para uma aplicacdo em controle do vetor de arboviroses (Aedes aegypti),
visando um produto sustentavel, menos toxico e ecologicamente interessante. Também
foram investigados os possiveis efeitos toxicos dos nanolarvicidas para humanos em
ensaios citotoxicos e genotoxicos (celulas HaCaT, queratindcitos humanos), para
organismos ndo-alvo (Daphnia magna, Danio rerio, Chironomus riparius e
Caenorhabditis elegans) e especialmente a atividade larvicida em larvas do organismo
alvo, Aedes aegypti. A dissertagdo estd estruturada em trés capitulos, conforme
apresentados a seguir.

No primeiro capitulo é apresentada uma revisdo de literatura abordando os
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mecanismos de controle de mosquitos vetores, com destaque para os larvicidas
utilizados, mecanismos de ag&o e resisténcia, além disso é abordado perspectivas para
0 desenvolvimento e aprimoramento dos produtos larvicidas, assim como 0 uso da
nanotecnologia como aliada ao controle de vetores.

O segundo capitulo apresenta o desenvolvimento das nanocépsulas de lignina
contendo 6leo de neem. Além do preparo e caracterizagdo do sistema, estdo descritos
0s resultados os ensaios de citotoxicidade e ecotoxicidade em organismos nédo-alvo,
bem como a atividade larvicida em larvas de Aedes aegypti.

O terceiro capitulo corresponde ao desenvolvimento e caracterizacdo das
nanocapsulas contendo 6leo de ricino, assim como com a combinacdo dos 6leos
(neem e ricino). Os ensaios de citotoxicidade e toxicidade em organismos néo-alvo
também sao apresentados. As formulagdes descritas nesse capitulo ndo demonstraram
atividade larvicida significativa e por isso sdo apresentadas apenas nessa sec¢ao.

Por fim, o item concluséo geral e perspectivas completam a dissertacao.

11



CAPITULO 1

PERSPECTIVAS PARA LARVICIDAS USADOS NO CONTROLE DO MOSQUITO
Aedes Aegypti: UMA REVISAO

RESUMO

O mosquito Aedes aegypti € o transmissor de doengas como dengue, zika, chikungunya e
febre amarela. O combate a essas doencas é complexo e exige uma combinacdo de
mecanismos, juntamente com acles governamentais e cooperacdo da populacdo. O
quimico envolve o uso de inseticidas, repelentes e larvicidas. O mecanismo bioldgico
envolve o uso de bactérias, predadores e insercdo de mosquitos geneticamente
modificados no ambiente. E, 0 mecanismo mecanico envolve mudanc¢as no habitat,
destruicdo de criadouros, limpeza do ambiente, bem como reducdo do contato entre
homem e vetor. Dentre esses mecanismos, o larvicida tem chamado a atencéo devido aos
problemas associados ao uso de mecanismos contra mosquitos adultos, que ja apresentam
resisténcia a diversos dos produtos convencionalmente utilizados. O uso de compostos
sintéticos por décadas, embora util no combate as arboviroses, tem intensificado a selecédo
de mosquitos resistentes a estes agentes quimicos. Alternativas para o controle de vetores
sd0 necessarias e apresentam atualizagdes no controle quimico, botanico e bioldgico.
Buscando maior eficiéncia, mais estabilidade de ativo, com reducéo de aplicacdes e bom
custo-beneficio existe o uso de nanotecnologia associada a ativo larvicidas para producéo
de sistemas de liberacdo controlada. O uso de diferentes estratégias envolvendo o combate
aos mosquitos se faz necessario devido a adaptabilidade, mobilidade dos mosquitos e

resisténcia a inseticidas.

Palavras-chave: arboviroses: resisténcia, vetores;
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1. INTRODUCAO:

Arboviroses ou arthropod-bone-viruses sdo doencas causadas por virus,
amplificadas em vertebrados e transmitidas pela picada de vetores. Sua expansdo foi e é
impulsionada pelo aumento demografico, expansdo comercial, mobilidade humana e
animal, degradacdo ambiental e falta de controle de mosquitos (SHOPE; MEEGAN,
1997; WILDER-SMITH et al., 2019).

Os humanos sdo atingidos acidentalmente e ndo suportam sua transmissao
continua. Dentre essas doengas, as mais prejudiciais atualmente sdo a dengue, zika e
chikungunya. A dengue é a arbovirose de maior importancia, principalmente em regides
tropicais, sendo que anualmente cerca de 400 milhGes de pessoas séo infectadas. A zika
foi inicialmente registrada no Brasil em 2015, quando houve seu primeiro surto, tornando-
se um problema de salude publica internacional. A chikungunya foi inicialmente
registrada em 2014 no Brasil, mas ja causou epidemias na Asia, Europa e Américas
(NDIAYE et al., 2018; PRATA-BARBOSA et al., 2019).

Essas doencas sdo principalmente transmitidas pelo mosquito Aedes aegypti, que
é diurno e capaz de picar diversas pessoas em curto periodo, além de ser adaptado ao
ambiente urbano (WILDER-SMITH et al., 2019)

Existem diversas estratégias para garantir a manutencdo dessas doencas, que
associado a auséncia de tratamentos, como vacina, tornam essas doengas um prejuizo a
salde humana e economia. O combate a essas doencas € complexo e exige uma
combinacdo de mecanismos de combate, juntamente com acdes governamentais e
cooperacdo da populacdo. Os mecanismos de controle podem ser divididos em quimico,
biolégico e mecanico. O quimico envolve o uso de inseticidas (piretroides,
organofosforados, organoclorados e carbamatos), repelentes sintéticos (DEET, IR3535 e
picaridin), repelentes naturais (0leos essenciais) e larvicidas, que podem ser sintéticos,
reguladores de crescimento e naturais. O mecanismo biol6gico envolve o uso de bactérias,
predadores e insercdo de mosquitos geneticamente modificados no ambiente. E, o
mecanismo mecanico envolve mudancas no habitat, destruicdo de criadouros, limpeza do
ambiente, bem como reducdo do contato entre homem e vetor (PAN AMERICAN
HEALTH ORGANIZATION, 2019).

Dentre esses mecanismos, os larvicidas tem chamado a atencdo devido aos
problemas associados ao uso de mecanismos contra mosquitos adultos, que ja apresentam
resisténcia a diversos dos produtos convencionalmente utilizados. Além disso, ha a
adaptabilidade e mobilidade dos mosquitos, o que torna mais dificil seu controle
(CHELLAPPANDIAN et al., 2018).
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Assim, os larvicidas sdo uma estratégia eficiente, ja que impedem que as larvas e
pupas de atingir a maturidade como um mosquito adulto. Esses produtos precisam ser
eficientes, sustentaveis, com baixa toxicidade em organismos ndo-alvo e ndo devem
alterar as caracteristicas da agua (DIAS; MORAES, 2014).

Os larvicidas podem ser quimicos sintéticos, como o temefos, clorpirifos, fention
e pirimifés-metil, que sdo organofosforados e irdo inibir as enzimas acetilcolinesterases
(AChE) (JANKOWSKA et al., 2018; PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION,
2019). Os larvicidas reguladores de crescimento podem ser os analogos ao hormonio
juvenil, como o0 metopreno e o piriproxifeno ou inibidores da sintese de quitina, como o
diflubenzuron e nuvaluron (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2019). Os
primeiros compostos irdo interagir com o organismo do animal da mesma forma que o
horménio juvenil, impedindo a metamorfose do inseto (BELLES, 2020). Ja os inibidores
de quitina irdo atuar na sintese de quitina, que é um componente da cuticula e
exoesqueleto do animal, cuja ma-formacdo pode ser fatal para o organismo
(DHADIALLA; RETNAKARAN; SMAGGHE, 2005).

Os larvicidas botanicos séo baseados em 6leos essenciais, como uma alternativa
aos quimicos que podem causar algum prejuizo aos organismos nao-alvo. Esses produtos
sdo eficazes contra larvas de mosquitos Aedes, Anopheles e Culex, sendo alguns dos
produtos o carvacrol, o timol, 0 p-cimeno, o a-pineno e o B-pineno (GALVAO et al.,
2018; PAVELA et al., 2019). Ja os larvicidas bioldgicos podem ser predadores de larvas,
como peixes, insetos, anfibios e crustaceos, bem como bactérias, Bacillus thuringiensis
israelenses, Bacillus (Lysinibacillus) sphaericus e spinosad, que sdo eficientes e sem
registros de resisténcia pelos organismos-alvo (MARCOMBE et al., 2011).

Buscando maior eficiéncia, mais estabilidade de ativo, com reducao de aplicacdes
e bom custo-beneficio existe o uso de nanotecnologia associada a ativo larvicidas para
producdo de sistemas de liberacdo controlada. A nanotecnologia tem sido reportada para
estes fins, pois é vantajosa ao lidar com materiais de caracteristicas Unicas devido a sua
alta area superficial especifica conferindo grande reatividade a esses sistemas se
comparadas a materiais de maior escala (FOLDBJERG et al.,, 2015; JOSHUA
ASHAOLU, 2021).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Arboviroses

Devido ao crescimento populacional desenfreado, os principais desafios do século
21 sdo a producdo de alimentos e o controle de doencas (RONI et al., 2015). Associado
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ao aumento demografico ha a expansédo populacional e comercial, migragéo rural-urbana,
mobilidade humana e de animais, degradagdo das areas urbanas e falta de programas de
controle de mosquitos. Esses fatores possibilitam a manutencdo de doencas e sua
disseminacdo a diversas partes do mundo, tornando seu combate um desafio atual
(LIANG; GAO; GOULD, 2015; WILDER-SMITH et al., 2019).

Diversos patdégenos podem ser transmitidos por mosquitos, sendo que existem
aproximadamente 50 virus causadores de doencas em humanos e animais. Entre essas
doencas hé a arbovirose, também conhecida como arthropod-bone-viruses, que sao virus
amplificados em vertebrados e transmitidos pela picada de vertebrados, como, mosquitos
e carrapatos (SHOPE; MEEGAN, 1997).

Essas doencas sdo zoondticas, transmitidas de animais para humanos, sendo que
0s humanos sdo acidentalmente atingidos por esses virus e ndo suportam a transmissédo
continua dessas doencas. Assim, nos seres humanos os efeitos das doengas podem ser
mais leves envolvendo febre de curta duracdo até efeitos mais graves como febre
hemorragica e encefalite (NDIAYE et al., 2018).

Geralmente as arboviroses que atingem humanos sdo transmitidas por mosquitos
de RNA das familias Flaviviridae, Togaviridae, Bunyaviridae, Rhabdoviridae e
Reoviridae (LIU et al., 2018). Nos ultimos séculos as arboviroses que receberam mais
destaques mundialmente foram a dengue (DENV), febre amarela (YFV), zika (ZIKV),
chikungunya (CHKYV) e Nilo Ocidental (WNV). Existem doencas que também recebem
destaque, porém ocorrem em regides pontuais no mundo, como o virus de Usutu (USUV)
e O’nyong nyong (ONNV) (LIANG; GAO; GOULD, 2015; GOULD et al., 2017).

A DENV ¢ a arbovirose de maior importancia e mais frequente no mundo,
apresentando ciclos anuais desde a década de 80, com um aumento na incidéncia de 400%
entre 2000 e 2013. Essa doenca é transmitida por mosquitos fémea do género Aedes,
principalmente pelo mosquito Aedes aegypti em regides tropicais e subtropicais, cujas
areas infestadas por esses mosquitos abrigam mais de 3 bilhdes de pessoas. Cerca de 400
milhdes de pessoas sdo infectadas por DENV anualmente, principalmente na regido da
Asia, sequida da América Latina e Africa. Outro fator associado & sua disseminagio em
areas temperadas é o aquecimento global (AVELINO-SILVA; RAMOS, 2017;
WILDER-SMITH et al., 2019).

A YFV pode ser transmitida pelo Ae. aegypti, Ae. africanus e Ae. simpsoni.
Originario na Africa, espera-se que esse virus tenha sido introduzido nas Américas,
durante o periodo de comércio de escravos no século XVI. Essa doenca esta mais

associada a América do Sul, atualmente. No entanto, em meados do século XVI1II a XX
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essa doenca ameacou a populacdo com repetidas epidemias na América do Norte, Europa
e Caribe. Apds 1900 houve um declinio nas infecgdes devido ao controle do mosquito,
seguido da descoberta da vacina em 1930 e distribuicdo em 1940 (WEAVER; REISEN,
2010; MONATH; VASCONCELOS, 2015; GOULD et al., 2017).

O virus ZIKV foi relatado pela primeira vez no Brasil em 2015 e no mesmo ano
houve um surto da doenca, que resultou em vérios milhares de casos de microcefalia
neonatal (MAITRA et al., 2019). Apo6s a notificacdo brasileira, em fevereiro de 2016, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) declarou uma Emergéncia de Saude Publica de
Preocupacdo Internacional. Apesar de a microcefalia ter sido o sinal clinico inicial mais
impactante para o acompanhamento de criangas, acredita-se que o espectro da infeccdo
congénita pelo ZIKV possa ir muito alem da microcefalia e outras anormalidades
neuroldgicas em recém-nascidos (PRATA-BARBOSA et al., 2019).

Na ultima década, o virus CHKYV também causou epidemias na Asia, ilhas do
Oceano Indico, sul da Europa e nas Américas, incluindo o Brasil. No Brasil, 0 CHKYV
foi registrado pela primeira vez em 2014 e rapidamente se espalhou por todo o pais
(MAITRA et al., 2019). A infeccdo pelo CHIKV causa uma sindrome febril associada a
dor nas articulacGes intensa e debilitante, dor de cabeca e mialgia. Embora condicdes
graves ndo sejam comuns, como 0 que ocorre na dengue, manifestagdes neuroldgicas,
bolhosas cutaneas e miocardite podem trazer gravidade aos casos, principalmente em
bebés e idosos (ARAGAO et al., 2018).

Em 5 anos, o virus WNV, cujos relatos iniciaram-se em 1999 em Nova York,
tornou-se endémico em toda a América. Sugere-se que esse virus foi naturalmente
disperso por aves migratorias. Na América do Norte os surtos de WNV ocorrem apos o
fim do verdo, que é ap6s a migracdo de aves migratorias para regides mais quentes
(LIANG; GAO; GOULD, 2015; GOULD etal., 2017).

Essas doencas podem infectar diversos animais em seus habitats silvestres,
mantendo uma relacdo equilibrada com os mesmos e causando poucas mortes aos seus
hospedeiros. Porém, para os seres humanos, essas relagcdes ndo sdo equilibradas e podem
causar mortalidade significativa quando infectados. O contato de seres humanos com
artropodes transmissores de arboviroses se intensificou com o avango da populagdo em
habitats selvagens, devido ao aumento demografico e desmatamento para o
desenvolvimento da agropecuaria e industrias. Assim, as relagdes entre vetores-virus-
hospedeiros tém se alterado nos Gltimos séculos, causando graves consequéncias ao
ambiente e aos seres humanos (GOULD et al., 2017).

Além disso, existem estratégias ambientais que garantem a sobrevivéncia e
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dispersdo com sucesso das arboviroses. Esses virus se associam a artrépodes especificos,
que garantem sua distribuicdo e sobrevivéncia durante o ciclo silvestre do virus e podem
ser mantidos em dorméncia em ovos de mosquitos aguardando a ecloséo nas épocas mais

propicias, ou seja, periodo chuvoso.

2.2 Mosquitos vetores

As arboviroses podem infectar uma variedade de artropodes, principalmente
mosquitos e carrapatos, sendo que existem cerca de 300 espécies de mosquitos e 116
espécies de carrapatos capazes de transmitir essas doencas (LIANG; GAO; GOULD,
2015). Os principais géneros de mosquitos vetores de doencas s&o
Anopheles, Aedes e Culex (PEZZI et al., 2019; PARK et al., 2020).

O género Anopheles é conhecido pela transmissao do protozoario responsavel pela
maldria e por ter seus mosquitos com caracteristicas semelhantes. O Anopheles
funestus e Anopheles gambiae transmitem malédria e ONNV, enquanto o Anopheles
annularis transmite o virus da encefalite japonesa (JEV) (GOULD et al., 2017; PEZZI et
al., 2019; PARK et al., 2020).

O género Aedes geralmente esta associado a virus que causam doencas febris e
hemorréagicas. O mosquito Ae. aegypti é o principal vetor de transmisséo de arboviroses
em paises tropicais, como DENV, ZIKV, CHKYYV e febre amarela. Essa espécie é
antropofilica, peridomiciliar diurna, capaz de picar varias pessoas em curto periodo, pode
se reproduzir em arvores e em ambientes artificiais que coletam adgua e mais adaptado ao
ambiente urbano (GOULD et al., 2017; WILDER-SMITH et al., 2019). Esse mosquito
também estd associado com a transmissdo urbana de YFV nas Américas (HUANG,;
HIGGS; VANLANDINGHAM, 2019)

O Aedes albopictus (“mosquito tigre asiatico) e Aedes vexans podem servir como
vetores potenciais para 0 ZIKV e CHKYV. Os mosquitos Ae. albopictus s&o mais
adaptados a areas semiurbanas e rurais, de climas temperados e tropicais. Essa espécie €
encontrada em todo os continentes, exceto Antartida, pois seus ovos podem sobreviver a
desidratacdo e serem transportados em recipientes, como vasos e pneus. Além disso,
podem se reproduzir em diversos habitats e sobreviver mesmo em temperaturas baixas (-
10 °C) (TANGENA et al., 2018; PEZZI et al., 2019; WILDER-SMITH et al., 2019;
PARK et al., 2020).

Os mosquitos do género Culex podem transmitir doengas como JEV, encefalite de
St Luis (SLEV), encefalite Murray Valley (MVEV), WNV e USUV. Os virus

transmitidos pelos mosquitos Culex spp. geralmente induzem infec¢des encefélicas e séo
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associados a aves migratorias, que podem transportar os virus por longas distancias. O
Culex tritaeniorhynchus e Culex pipiens podem transmitir WNV, Emilia-Romagna e
USUV (GOULD et al., 2017; PEZZI et al., 2019; PARK et al., 2020). Os mosquitos e

suas respectivas doencas estao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Dados de género e espécie de mosquitos e suas respectivas doencas

transmitidas

Género Espécie Doenga Referéncia
DENV
) YFV (GOULD etal., 2017;
Ae. aegypti
ZIKV WILKE et al., 2019)
CHKYV
) YFV
Ae. africanus (GOULD et al., 2017)
ZIKV
DENV
YFV
Aedes
) ZIKV (GOULD etal., 2017,
Ae. albopictus
CHKYV WILKE et al., 2019)
WNV
JEV
Ae. simpsoni YFV (GOULD et al., 2017)
ZIKV
Ae. vexans CHKYV (GOULD etal., 2017)
JEV
(GOULD etal., 2017,
ONNV
An. funestus _ PEZZI et al., 2019; PARK
Malaria
et al., 2020)
) (GOULD et al., 2017;
An. gambiae ONNV
_ PEZZI et al., 2019; PARK
Anopheles Malaria
et al., 2020)
An. annularis JEV (GOULD etal., 2017)
Malaria
Anopheles

quadrimaculatus

Virus Mayaro
WNV

(WILKE et al., 2019)
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Culex. annulirostris MVEV (GOULD etal., 2017)
o JEV
Culex bitaeniorhynchus (GOULD etal., 2017)
MVEV
WNV
Emilia-
. Romagna
Cx. pipiens (GOULD etal., 2017)
UsSuv
JEV
SLEV
ZIKV
CHKYV
Culex ) _ WNV (GOULD etal., 2017;
Culex quinquefasciatus
JEV WILKE et al., 2019)
SLEV
Virus Mayaro
WNV

Emilia-
(GOULD etal., 2017,
Romagna

Cx. tritaeniorhynchus PEZZIl et al., 2019; PARK

Usuv
et al., 2020)
JEV

_ ) WNV
Culex vishnui Y (GOULD et al., 2017)

2.3 Mecanismos de controle

As arboviroses sdo prejudiciais para a humanidade e para a economia,
ocasionando diversos surtos e mortes no mundo. Assim, essas doengas precisam de
mecanismos de controle e monitoramento como medidas preventivas de seus efeitos na
populacdo (WILKE et al., 2019). Esse controle é bastante complexo, mas necessario,
considerando que existem poucas vacinas para essas doencas, sendo que apenas a vacina
contra YFV esta disponivel regularmente e para a DENV existe uma vacina do grupo
Sanofi-Pasteur que ja se encontra comercializada, mas ndo para vacinacdo em massa
(SILVA et al., 2019).

Dessa forma, a carga econémica e de recursos nos servicos de saude permanece

substancial em ambientes endémicos. Assim, a principal estratégia para a prevencdo da
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disseminacéo dessas doencas € uma acéo integrada da populacdo e dos 6rgaos publicos
no &mbito municipal. Essas estratégias envolvem a remocao de criadouros, aplicacdo de
produtos quimico, monitoramento dos mosquitos e larvas, andlise das condicoes
ambientais, monitoramento da saude da comunidade e educacgéo da populacdo (ARTSOB;
LINDSAY, 2008; WILDER-SMITH et al., 2019).

Uma combinacdo de métodos de controle é indicada, e de modo geral esses
métodos podem ser divididos em trés: controle quimico, biolégico e mecénico, conforme

fase do ciclo de vida do mosquito (Tabela 2).

Tabela 2: Descrigdo dos principais métodos de controle de mosquitos vetores de

arboviroses, conforme controle quimico, bioldgico e mecanico.

Produtos indicados conforme fase

Controle Ovos, Larvas e pupas Adulta
Larvicidas sintéticos:
- Temefos; Inseticidas:
- Clorpirifés; - Piretdides;
- Fention; - Organosforados;
- Pirimifos-metil - Organoclorados;
Larvicidas reguladores de - Carbamatos;
e crescimento: Repelentes sintéticos:
Quimico 5 . )
Anélogo ao hormonio juvenil - DEET;
- Metropeno; - IR3535;
- Piriproxifeno; - Picaridin;
Inibidores da sintese de quitina: Repelentes naturais
- Benzoilfenilureias; - PMD
Larvicidas naturais - Geraniol;
- Oleos essenciais;
Bactérias:
. - Wolbachia;
Bactérias: L
) o Modificacoes:
L - Bascillus thuringiensis var. ) )
Bioldgico - Mosquitos geneticamente

israelensis;

-Saccharopolyspora spinosa;

modificados;
-Mosquitos esterilizados com

irradiacéo;
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) Reducéo do contato entre
- Mudangas no habitat;
. ) vetores e humanos:
Mecénico - Limpeza e encerramento de -
. ) - Telas e mosquiteiros;
reservatorio de agua;
- Roupas;

Fonte: Adaptado de PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION (2019).

O controle mecanico envolve estratégias de controle dos criadouros buscando
formas eficazes de diminuir a reproducdo dos mosquitos em recipientes artificiais. Esta
estratégia é baseada na remocdo de recipientes de agua temporérios e cobertura de
permanentes, diminuic¢do do contato do mosquito com o0 homem, a partir da instalacao de
telas em portas e janelas, evitar ambientes com espacos abertos nos horarios de maior
atividade de mosquitos e uso de roupas que evitem deixar a pele exposta (ARTSOB;
LINDSAY, 2008; BALDACCHINO et al., 2015; PAN AMERICAN HEALTH
ORGANIZATION, 2019).

Outro fator é o monitoramento dos artropodes relacionados a essas doencas,
através da identificacdo de potenciais vetores de determinados virus, seus ciclos, maior
incidéncia de determinados vetores conforme diferentes estacdes. E, assim, com esses
dados pode-se criar estratégias coerentes para a tomada de decisGes no controle de surtos
de arboviroses (NDIAYE et al., 2018). Em Barkedji, Senegal, por exemplo, possui um
programa de vigilancia ativo desde 1990 que conseguiu identificar as arboviroses:
Semliki Forest, Babanki, Barkedji, Bagaza, USUV, Yaounde, WNV, Koutango e Saboya,
Bunyamwera, Ngari, Febre do Vale Raft, Gabek Forest, Sanar e Chandipura, os vetores
e ciclo da Febre do Vale Raft. No entanto, para melhor atender as necessidades de
identificacdo das arboviroses foram ampliadas as armadilhas e iscas de vetores,
aumentando as frequéncias de analises e regides monitoradas (NDIAYE et al., 2018).

Dessa forma, esse controle de mosquitos e seu habitat é bastante complexo e dificil
de ser utilizado, precisando ser atualizado conforme necessidade local, vigilancia
continua, educagdo publica e legislacdo ambiental, sendo dependente de toda a
comunidade (WILKE et al., 2019). Assim, além do controle mecénico, ha o controle
bioldgico e quimico como combate ao vetor na tentativa de romper a cadeia de
transmissdo de doencas (WILDER-SMITH et al., 2019).

O controle quimico é o mais usual e inclui produtos quimicos com acéo ovicida,
larvicida, repelentes e inseticida, atuando em todas as etapas do desenvolvimento do
mosquito. Esses produtos podem ser associados a remoc¢ao de criadouros de mosquitos,

sendo mais eficazes em ambientes onde as larvas s@o pequenas e dificeis de monitorar.
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Pode-se utilizar larvicidas e inseticidas em sprays para pulverizagdo dos criadouros, por
exemplo, porém seu uso deve ser racional e seguro ao meio ambiente e populagdo. O uso
de inseticidas ocasionou uma resisténcia dos mosquitos a estes quimicos, comprometendo
ainda mais seu controle (VONTAS et al., 2012; WILDER-SMITH et al., 2019; WILKE
etal., 2019).

O controle bioldgico baseia-se no uso de predadores e patdgenos para reducao dos
vetores, incluindo peixes, invertebrados aquéticos, bactérias e fungos. Mosquitos
transgénicos, mudancas em RNAI e patogenos tém sido reportados para estes fins
(WILDER-SMITH et al., 2019). Em Juazeiro, Brasil, machos geneticamente modificados
de Ae. aegypti carregando a cepa OX513A foram liberados, em um estudo que durou mais
de um ano e reduziu essa espécie local em 95%. Resultados similares foram apresentados
em experimentos nas llhas Cayman em 2010 (CARVALHO et al., 2015). No entanto essa
técnica pode demandar liberacBes continuas de mosquitos modificados mesmo que em
niveis mais baixos do que os iniciais, considerando a migracdo de mosquitos ndo
modificados (DORIGATTI et al., 2018).

Outra abordagem ¢é a inser¢do de mosquitos Ae. aegypti infectados com uma
bactéria chamada Wolbachia que pode controlar a reproducéo destes mosquitos por tornar
0s ovos gerados pela fecundagdo inviaveis (DORIGATTI et al., 2018). Um teste foi
realizado em Yogyakarta, Indonésia, em 2016. Foram inseridos mosquitos Ae. aegypti
infectados e 90 % da populacdo ficou infectada e a transmissdo de DENV foi
interrompida. No entanto, existe uma preocupacdo de que essa infeccdo leve a
substituicdo de Ae. aegypti por Ae. albopictus (GIRARD et al., 2020), que é um
transmissor de DENV naturalmente infectado por Wolbachia (DORIGATTI et al., 2018).

2.4 Agentes utilizados no controle de mosquitos vetores de arboviroses
2.4.1 Inseticidas

Os inseticidas sintéticos podem ser divididos em: carbamatos, organoclorados,
organofosforados e piretdides. Os carbamatos sdo acidos carbamicos e em baixas doses
podem ndo causar a morte de mosquitos Aedes. Os organoclorados, como o
diclorodifeniltricloroetano (DDT) foram os primeiros inseticidas a serem criado, em
1934. No entanto, o DDT néo é recomendado desde 2001 devido aos riscos de seu
metabolito, o diclorodifenil-dicloroetileno (DDE). Os organofosforados, como temefds,
malation, fenitrothione e primifés metil, sdo formados por ésteres de acido fosforico,
desenvolvido entre 1939-1945, que apesar da baixa persisténcia no ambiente podem ser
muito prejudiciais a0 homem (VONTAS et al., 2012; SA et al., 2022).
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Os piretoides sdo derivados de piretrina, como deltametriana e permetrina,
representam cerca de 25% do mercado mundial de inseticidas, utilizados em sprays e
aerossois. Sua popularidade ocorre devido a sua toxicidade baixa para humanos e rapido
efeito nos insetos. Esses compostos sdo rapidamente eliminados do corpo humano, mas,
ainda podem trazer complicacGes neuroldgicas aos homens (HEMINGWAY et al., 2004;
VONTAS et al., 2012; SA et al., 2022).

Os inseticidas botanicos também tém sido estudados como uma alternativa aos
inseticidas convencionais, j& que S40 mMenos agressivos aos organismos ndo-alvo, a
matéria-prima é renovavel e produzir combinagfes de compostos que podem diminuir a
resisténcia a inseticidas. Esses inseticidas podem atuar no ovo do inseto, causando danos
na casca e afetando o processo de quitinizagdo do ovo. Nas larvas, esses compostos
podem comprometer as estruturas do organismo, afetar sua mobilidade e
desenvolvimento. J& na pupa, podem afetar seu sistema respiratorio, natacdo e causar ma
formagéo. E, em adultos podem prejudicar a producdo de hormonios, prejudicar seu
desenvolvimento e comprometer a reproducéo (SA et al., 2022).

Podem ser citados os 0leos essenciais, como (E)-nerolidol ¢ a-selineno, obtidos
de Manglietia dandyi (BAN et al., 2020), o a-pineno, 1,8-cineol, limoneno ¢ a-terpineol
de Callistemon citrinus (THI GIANG AN et al., 2020) e, o mentol, acetato de mentila e
limoneno da Mentha arvensis (MANH; TUYET, 2020). Além disso, existem os extratos
de plantas, que podem ser extraidos de diversos tecidos e 6rgéos das plantas (SA et al.,
2022), como as folhas de Hyptis suaveolens, Lantana camara, Nerium
oleander e Tecoma stans (HARI;, MATHEW, 2018) e casca do fruto Persea
americana (LOUIS et al., 2020).

2.4.1.1 Resisténcia de mosquitos aos quimicos de controle

O uso de inseticidas por décadas, embora Gtil no combate as arboviroses, tem
intensificado a resisténcia de mosquitos a estes quimicos (VONTAS et al., 2012). Os
mecanismos de resisténcia isolados ou combinados podem causar resisténcia de todas as
classes de inseticida. Os carbamatos, organoclorados, organofosforados e piretoides, ja
foram reportadas para Ae. aegypti e Ae. albopictus (em niveis mais baixos de resisténcia)
nas Américas e Asia (MOYES et al., 2017), porém poucos estudos relatam dados da
Africa e Europa (RAWAT et al., 2011).

Esses mecanismos podem estar atrelados a menor penetracdo do inseticida no
inseto, mutacdes no local-alvo do mosquito pelo inseticida ou resisténcia metabolica em

enzimas de desintoxicacdo (MOYES et al., 2017). A menor penetracdo de inseticidas
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pode estar atrelada ao desenvolvimento de cuticulas mais espessas (HEMINGWAY et
al., 2004) e esta mais relacionada a mosquitos do género Anopheles e sua importancia
ainda ndo foi confirmada para mosquitos do género Aedes (MOYES et al., 2017).

Em relacdo aos locais-alvo, 0s mecanismos envolvem substituicdo de
aminoéacidos no canal de sédio dependente de voltagem, conhecida como Knockdown
(Kdr), causando resisténcia a DDT e piretréides (MARCOMBE et al., 2019), fato ja
relatado em Ae. aegypti no sudeste asiatico (LI et al., 2015), Mianmar (KAWADA et al.,
2014) e Cingapura (KASAl et al., 2014). A resisténcia Kdr ¢ muito comum em Ae. aegypti
para permetrine, deltametrina e DDT (MOYES et al., 2017). Outra resisténcia de local-
alvo é a mutacdo no receptor y-aminobutirico (GABA), associado aos inseticidas
ciclodienos em Drosophila melanogaster e Ae. aegypti (HEMINGWAY et al., 2004).

Para a resisténcia causada por base metabdlica, hd a biotransformacdo dos
inseticidas em enzimas desintoxicantes, como citocromo P450, a glutationa-S-transferase
(GSTys), e carboxil/colinesterases (CCE) (MARCOMBE et al., 2019). Citocromos P450
e atividade de CCE também foram reportadas em Cingapura em Ae. aegypti (KASAI et
al., 2014) e Tailandia em Ae. aegypti (POUPARDIN et al., 2014), respectivamente.

A superexpressdo dos citocromos P450, CCE e GSTs, indicam resisténcia de
piretroides. Em relagdo aos citocromos P450, principalmente os da subfamilia CYP6 e
CYP9, 0 CYP6D1 pode estar envolvido na resisténcia a piretréides em Musca domestica
(KASAI; SCOTT, 2000), enquanto o CYP6AL pode estar associado a resisténcia de
organofosforados (SABOURAULT et al., 2001). Embora o mecanismo de resisténcia
ainda é pouco entendido, geralmente ha uma elevacao dos niveis de citocromos P450 em
espécies resistentes (SABOURAULT et al., 2001).

CCE catalisam a hidrolise de ésteres e sua resisténcia esta relacionada a inseticidas
organofosforados e carbamatos, principalmente em mosquitos do género Culex, como Cx.
pipens, Cx. quinquefasciatus e Cx. tritaeniohyrnchus. O registro de alteragdes de estares
em An. gambiae, Anopheles albimanus e Ae. aegypti também foram registradas. Em Ae.
aegypti e Ae. albopictus das Américas, Europa e Asia, as alfas-esterases CCEAE3A e
CCEAESGA causam resisténcia a temefds através de seu sequestro ou metabolismo lento
(HEMINGWAY et al., 2004; MOYES et al., 2017).

As GSTs estdo envolvidas na resisténcia de organofosforados, DDT, devido a sua
descloracéo direta, e em relacdo a resisténcia de piretroides, o mecanismo néo é claro,
mas pode envolver a prote¢cdo da peroxidase contra o estresse oxidativo. Geralmente, a
resisténcia dos insetos esta associada a um aumento na quantidade de enzimas, como uma

amplificacdo dos genes ou aumento da taxa de transcricdo das enzimas (HEMINGWAY
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etal., 2004; MOYES et al., 2017).

Marcombe et al. (2019) determinaram que a resisténcia aos temefds e malation
pelos mosquitos Ae. aegypti em Laos (Asia) estava relacionada a atividade de CCE,
enquanto a resisténcia a deltametrina pode estar relacionada aos P450s e as GSTs. A
resisténcia gerada na regido de Laos & preocupante e o governo tem investido em
larvicidas alternativos para conseguir controlar os vetores de arboviroses. Tangena et al.
(2018) também analisaram a regido de Laos (Asia), porém em populagbes de Ae.
albopictus. Esses mosquitos apresentaram resisténcia ao DDT, malation (adultos) e
temefos (larvas), mas ndo apresentaram resisténcia aos piretroides.

Nas populacOes Ae. aegypti de Trinidad e Tobago (POLSON et al., 2011), bem
como na llha Grande Caimédo (Grand Cayman, Caribe) foram detectados mosquitos
resistentes a DDT e piretroides (HARRIS; RAJATILEKA; RANSON, 2010). Essa
resisténcia foi associada ao aumento dos niveis de GSTs, acetilcolinesterases (AChE),
citocromos P450 e mutacGes no canal de sodio.

Em Havana (Cuba), as populagdes testadas de Ae. aegypti entre os anos de 2006-
2008 se mostraram resistentes a temefds, que foi associado ao aumento da atividade de
esterases (BISSET et al., 2011). Em 2000-2001 e 2006 houve dois surtos de dengue em
Cuba e 0 aumento da resisténcia aos temefds na cidade de Havana foi uma preocupacéo
dos programas de controle de mosquitos. O estudo também apontou que as aplicagdes
mensais de temefds em Havana podem ndo ser suficientes para controlar a populacéo de
Ae. aegypti. A resisténcia a temefds associada ao aumento da atividade de esterases
também foi descrita na Tailandia (SAELIM et al., 2005), Brasil (MACORIS et al., 2003)
e Malasia (DHANG et al., 2008). No Brasil a resisténcia de Ae. aegypti também foi
associada ao citocromo P450, no gene CYP6N12 e GSTs (GSTil, GSTol e GSTx2)
(STRODE et al., 2012). Também houve registo de resisténcia do Cx. quinquefasciatus a
temefds, em Pernambuco (Brasil) (AMORIM; HELVECIO; AYRES, 2013) e em Ae.
aegypti e Cx. quinquefasciatus, em Campinas (Brasil) (CAMPOS; ANDRADE, 2003).

2.4.2 Ovicidas

Ovicidas sao substancias ou agentes utilizados para impedir a ecloséo de ovos de
insetos, por exemplo. Alguns compostos larvicidas também tem fungdes ovicidas, como
0 caso dos andlogos de hormdnio juvenil e benzoilfeniluréias atuando no
desenvolvimento embrionério ou na supressdo da oviposi¢do, como o Kkinopreno e
buprofezina (DHADIALLA; RETNAKARAN; SMAGGHE, 2005).
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Diversas plantas possuem essa capacidade, mas ovicidas botanicos ainda séo
pouco estudados comparados aos larvicidas e repelentes naturais, apesar de sua
importancia no controle dos danos causados por outras etapas do ciclo de vida de
mosquitos (BENELLI, 2015; SINGH et al., 2021).

Al-mekhlafi et al. (2021) analisaram a atividade ovicida da combinacdo dos
extratos de Foeniculum vulgare e Matricaria chamomilla em Cx. pipens. A eclosdo dos
ovos caiu de 95 % para 15 % com concentracgdes do extrato variando de 62,5 mg/L a 500
mg/L. Kovendan et al. (2013) estudaram o efeito ovicida de extratos de Acalypha alnifolia
contra Ae. aegypti, Anopheles stephensi e Cx. quinquefasciatus. Para as trés espécies a
eclodibilidade atingiu 0 % em concentracOes a partir de 250 mg/L do extrato vegetal em
metanol. Prathibha; Raghavendra; Vijayan, (2014) estudaram as propriedades larvicidas
de Eugenia jambolana, Solidago canadensis, Euodia ridleyi e Spilanthes mauritiana
contra Ae. aegypti, An. stephensi e Cx. quinquefasciatus. Para os ovos do mosquito Ae.
aegypti nenhum dos extratos causou impediu a eclodibilidade, mas o extrato S.
mauritiana a eclosao atingiu 3,2 % na concentracdo de 100 mg/L. No caso dos ovos de
An. stephensi e Cx. quinquefasciatus a eclosdo atingiu 0 % quando tratados com 0s

extratos de E. ridleyi e S. mauritiana.

2.4.3 Repelentes

Repelentes topicos sdo a primeira linha de defesa dos seres humanos contra
artropodes transmissores de arboviroses, pela protecdo das pessoas contra mordidas.
Assim, repelente sdo produtos quimicos volateis que formam uma barreira que anula a
atragdo de um inseto a um hospedeiro. Esses compostos devem ter baixa toxicidade e
permeabilidade, ndo causar irritacdo da pele, mucosa e olhos, ter odor agradavel, possuir
acao repelente de longa duracdo, com ampla acdo aos principais artropodes, ser resistente
a agua e suor, estavel quimicamente, ndo manchar tecidos e ser economicamente viavel
(ISLAM et al., 2017; TAVARES et al., 2018; FRANCES; DEBBOUN, 2022).

Os principais repelentes sintéticos sdo o N, N-dietil-3-metilbenzamida (DEET), o
éster  1-metilpropril do acido  2-(2-hidroetil) -1-piperidina-carboxilico
(picaridina/icaridina) e o etil butilacetilaminopropionato (IR3535) (FRANCES;
DEBBOUN, 2022). O DEET foi sintetizado pelo Departamento de Agricultura dos EUA
em 1956 e tornou-se o ativo mais utilizado como repelente tdpico (padrdo-ouro) contra
moscas, mosquitos, carrapatos e outros artropodes que picam. Esse ativo pode ser
utilizado em aerossois, cremes, logdes, sprays, e geis em concentracdes variando de 5%

a 100% de DEET, sendo de maior eficacia em mosquitos do tipo Culex, Aedes, Mansonia
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e Verralinas em comparacgédo ao Anopheles. Seu modo de acao esta associado a receptores
olfativos (TAVARES et al., 2018; FRANCES; DEBBOUN, 2022).

A picaridina foi desenvolvida pela Bayer AG em 1990 e registrada como Cutter
Advanced em 2005. Esse ativo € comparavel ao DEET em termos de protecdo contra
vetores, sendo mais eficaz em An. gambiae do que o DEET e o IR3535. Seu mecanismo
de acdo em Aedes e Anopheles é desconhecido, porém em Cx. quinquefasciatus espera-
se que 0 modo de agao seja semelhante ao DEET. Ja o IR3535 ¢ derivado da B-alanina,
desenvolvida em 1970, pode ser usado em concentracfes de 5% para mulheres gravidas
e criangas com menos de 6 anos, e 25% para adultos (TAVARES et al., 2018; FRANCES;
DEBBOUN, 2022).

J& os repelentes botanicos mais conhecidos sdo os 6leos de eucalipto-limao e o
o6leo de citronela, cujos principais componentes sdo o 16,4-p-metano-3,8-diol (PMD) e o
geraniol, respectivamente (TAVARES et al., 2018; DA SILVA; RICCI-JUNIOR, 2020).
O PMD é um produto de hidrodestilagdo do 6leo essencial de eucalipto-liméo, utilizado
em sprays com concentracdo de 10% a 40%, e de eficacia semelhante ao DEET. Este € o
unico repelente botanico considerado pelo Centro de Controle de Doencas (CDC) devido
a sua eficacia na prevencdo de malaria (MAIA; MOORE, 2011; DIAZ, 2016; FRANCES;
DEBBOUN, 2022).

2.4.4 Larvicidas

O uso de diferentes estratégias envolvendo o combate aos mosquitos se faz
necessario devido a adaptabilidade, mobilidade dos mosquitos e resisténcia a inseticidas.
Essa resisténcia pode ser associada ao uso intensivo de inseticidas desde a década de 1960
em diversos paises (CHELLAPPANDIAN et al., 2018). Uma estratégia bastante eficaz
é o uso de larvicidas (PEZZI et al., 2019), que impedem o surgimento de insetos adultos
capazes de transmitir patégenos (CHELLAPPANDIAN et al., 2018). Os larvicidas ideais
sdo eficazes, sustentaveis, economicamente viaveis, com baixa toxicidade em mamiferos
e ndo devem alterar as caracteristicas da agua (DIAS; MORAES, 2014).

No entanto, como o controle quimico através de larvicidas é feito em aguas
estagnadas, existem riscos ao meio ambiente, animais e humanos ao introduzir compostos
sintéticos em corpos d"agua. Assim, larvicidas derivados de fontes naturais, tornam-se
uma alternativa promissora (AL-MEKHLAFI et al., 2021). Nesse sentido, diferentes
abordagens, além dos larvicidas convencionais, tém sido exploradas para controlar
vetores (SANTOS; LIMONGI; PEREIRA, 2020).
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Dessa forma, um manejo integrado de larvas é uma estratégica complexa, que

deve abordar os aspectos quimicos, culturais e biologicos de controle, através da alteracéo

do ambiente larval, drenagem de &gua parada e cobertura de recipientes que possam

acumular agua, aplicacao de produtos quimicos (larvicidas) e insercéo de predadores de
larvas no ambiente (CHELLAPPANDIAN et al., 2018).

Figura 1: Esquema de selegdo do larvicida ideal.

Eficacia
assegurada

Sustentdvel e
economicamente
viaveis

LARVICIDA

Baixa toxicidade em
organismos néo-alvo

Nao altera
caracteristicas da
agua

Fonte: Adaptado Dias; Moraes, (2014).

2.4.4.1 Larvicidas quimicos sintéticos

Os larvicidas quimicos sintéticos podem ser divididos em temefds, clorpirifés,

fention e pirimifos-metil (Figura 2), sendo que o temefds pode ser utilizado em aguas

potaveis, enquanto fention pode ser utilizado em &aguas ndo potaveis em recipientes
(GERIS et al., 2012; PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2019).

Figura 2: Estrutura quimica dos larvicidas quimicos sintéticos: a) temefos; b) clorpirifos;

c) fention; d) pirimifos-metil.
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O temefds é um larvicida organofosforados, eficaz, de baixa toxicidade, utilizado
na Asia, América e Europa para o combate de mosquitos transmissores de DENV
(GEORGE et al., 2015; GRIGORAKI et al., 2016; VANI et al., 2018), principalmente o
Ae. aegypti (MOYES et al., 2017). No entanto, atualmente seu uso na Europa foi banido
na maioria dos paises (GRIGORAKI et al., 2016). Seu uso deu-se desde 1965 em
concentracdes de 0,1-0,5 Kg/ha para o controle de vetores e este composto é reportado
como improvavel de causar risco agudo em condigdes corretas de uso, quando a dosagem
nédo excede 1 mg/L (GEORGE et al., 2015).

Esses compostos podem ser depositados em recipientes d’agua proximo a focos
de mosquitos ou fumigacdo (GRIGORAKI et al., 2016; VANI et al., 2018). Apesar de
mosquitos Aedes ja apresentarem resisténcia a este composto (GRIGORAKI et al., 2016),
temefds ainda € uma ferramenta amplamente utilizada devido a facilidade de aplicagdo e
efeito duradouro. Esse produto tem sido utilizado em emulsdes, solugdes, pés, granulos e
sistemas de liberacdo controlada (GEORGE et al., 2015).

A resisténcia a temefos ao mosquito Aedes tem sido maior em regides do Brasil,
Guiana Francesa e Caribe, em menos incidéncia em regides do Oeste Africano e
resultados variados dependendo das regides da Asia. Essa resisténcia pode estar associada
as enzimas desintoxicantes, como citocromo P450, as colinesterases e as GSTs (MOYES
etal., 2017).

Alguns dos genes super expressos envolvendo a resisténcia a temefos foram:
CYP6N12, CCEAE3A e GSTX2 (Brasil), CCEAE3A, CCEAEGA, CYP6Z8, CYPIMO,
CYP6H1 e CYP4H28 (Tailandia) e CCEAEA6A, CCEAEA3A, CYP6M11 e GSTX2
(Grécia) (MOYES etal., 2017). Além disso, os genes CCEAE3A e CCEAEGBA aparentam
estar envolvidos no mecanismo de resisténcia a temefos para Ae. aegypti e Ae. albopictus,
sendo capazes de sequestrar e metabolizar os temefds, pois esses genes podem ligar-se
mais facilmente ao temefds do que a enzima AChE (GRIGORAKI et al., 2016; MOYES
etal., 2017).

O clorpirifos € um larvicida organofosforados clorado, inibidor de AChE, toxico,
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de baixo custo e registrado na maioria dos paises do mundo, desde que comecou a ser
utilizado em 1965 nos EUA pela Dow Chemical Company. Seus metabolitos, o
clorpirifés oxon (3,5,6-tricloro-2-piridinol) e o TPC (3,5,6-tricloro-2-piridinol) s&o mais
perigosos com o composto original (JOHN; MANAKULAMSHAIKE, 2015; HITES,
2021).

O fention  (O,0-dimetil-O-[3-metil-4-metiltilfenil]fosforotioato) é um
organofosforado sistémico mais utilizados em areas agricolas e urbanas. Esse composto
€ um neurotoxico que atua inibindo a atividade de AChE e causa peroxidacao lipidica
(ALTUNTAS; DELIBAS, 2002; BRUN et al., 2004). Devido a sua toxicidade para aves,
humanos e outros organismos ndo-alvo (BRUN et al., 2004), esse composto foi banido
em paises da Europa, EUA, Canadé e Nova Zelandia. Seus produtos de oxidacao, fention-
sulfoxido, fention-sulfona e fenoxo, também podem contaminar o ambiente e devem ter
no maximo 1 mg/kg de residuos no ambiente (BAKAS et al., 2014).

Pirimifos-metil (4-dimetoxifosfinotioiloxi-N,N-dietil-6-metilpirimidin-2-amina)
¢ um organofosforado, que pode induzir danos ao DNA, diminuir atividade de
colinesterase e causar hepatoxicidade, afetando diversos organismos nao-alvo, como
peixes, mamiferos e aves (PATAKIOUTAS; ALBANIS, 2002; BORRAS et al., 2017).

Esses compostos, embora tenham estruturas diferentes, seu modo de acdo é
semelhante e esta relacionado a inibicdo da AChE do sistema nervoso. AChE é uma
enzima, serina hidrolase, com funcdo de catalisar a hidrdlise do neurotransmissor
acetilcolina (ACh) em colina e acetato (Figura 3). Essa funcdo é necessaria para que o
neurdnio retorne ao seu estado de repouso e a taxa de degradacdo de ACh pela enzima
AChE é de 25.000 moléculas por segundo (SATOH, 2006; COLOVI et al., 2013).

Em uma situacdo normal, os aminoacidos envolvidos neste processo sao a serina
(Sera00), a histidina (Hisaoo) € 0 &cido glutamico (Glusz7), chamado de a triade catalitica
(COLOQVI et al., 2013). Porém, em uma situacdo em que essa reagao ocorre na presenca
de organofosforados, ha a fosforilagdo irreversivel de colinesterases, ou seja, a inativacdo
de ACh. Os compostos organofosforados ligam-se covalentemente a serina (Serzo) €
perdem um dos grupos ligantes. O composto formado é a enzima inativa, e como
consequéncia de nao realizar a reacdo de hidrolise, ha o acimulo de ACh, colapsando o
sistema nervoso (Figura 3; COLOVI et al., 2013).
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Figura 3: Mecanismos de inibicdo da acetilcolinesterase na presenca de compostos

organofosforados
His .
A[JN . HI;+H
N j Ser 4@ OJ Ser
o i N i
/H H*O/ — 5 ' I‘D/Q/
4 /H PLIEN
o . )j\ , R,O™ 1 X
Glu o R}
9‘) Glu
RZO—I:I>—X
R4
Composto
organofosforado -X
Hi J Ser
_('E,H %5 His
4 v P7 J Ser +
| ol 7/ ~NH
o 'NJ " ‘\ (F‘),//O ﬁ
A - ROy o A
Glu o o°
Enzima inativa Glu

Fonte: Adaptado de DA SILVA et al. (2013).

2.4.4.2 Larvicidas reguladores de crescimento

2.4.4.2.1 Analogos ao horménio juvenil

Como exemplo de larvicidas reguladores de crescimento ha o metopreno e
piriproxifeno (Figura 4), que podem ser utilizados em aguas potaveis (GERIS et al., 2012;
PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2019). A eficiéncia do larvicida ira
depender da sensibilidade do estagio do organismo, da sua taxa de penetracdo cuticular,
de sua capacidade de ndo ser degradado por enzimas e compatibilidade com o receptor
do organismo (WIJAYARATNE; ARTHUR; WHYARD, 2018).

Figura 4: Estrutura quimica dos larvicidas reguladores de crescimento andlogos ao
horménio juvenil: a) metropeno; b) piriproxifeno.
a) b
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O metopreno, 1-metiletil (E,E)-11-metoxi-3,7,11-trimetil-2,4,dodecadeinoato, é 0
JHA mais parecido com o natural, que foi o primeiro a ser registrado comercialmente em
1975 (JINDRA; BITTOVA, 2020). Esse hormonio esté relacionado ao crescimento e
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desenvolvimento dos insetos, impedindo que estagios larvais de insetos se desenvolvam
em adultos viaveis (SILBERHORN, 2005; WIJAYARATNE; ARTHUR; WHYARD,
2018). Esse composto é muito utilizado nos EUA, Europa e outras regides
economicamente avancas onde podem existir maiores limitaces de compostos sintéticos
(LAWLER, 2017). O composto pode ser utilizado contra insetos, como formigas,
mosquitos, moscas, pulgas, besouros, piolhos e mariposas, desde que ndo estejam em fase
adulta, dispostos em formulacdes de céapsulas, emulsdes, comprimidos, granulos e
aerossois (SILBERHORN, 2005).

Ja o piriproxifeno, 4-fenoxifenil(R,S)-2-(2-piridiloxi) éter propilico, também atua
como um JHA inibindo a metamorfose, apesar de possuir estrutura diferente do JH natural
(WIJAYARATNE; ARTHUR; WHYARD, 2018). Esse composto possui maiores
indicios de toxicidade em organismos ndo-alvo, como invertebrados aquéaticos e pequenos
peixes (LAWLER, 2017; MAOZ et al., 2017), mas sua toxicidade é baixa em seres
humanos e mamiferos, permitindo seu uso no controle de mosquitos Aedes, por exemplo
(YUNTA et al., 2016). O piriproxifeno é mais estavel que o metopreno e ativo contra
mais insetos (JINDRA; BITTOVA, 2020).

Os larvicidas JHAs afetam o comportamento celular (atuacéo a nivel celular) e
regula a expressdo dos genes durante a muda larval e formacéo de pupa (atuagdo a nivel
molecular). O desenvolvimento e crescimento dos insetos sdo coordenados
principalmente pelo JH e ecdisterdide (20-hidroxiecdisona, 20E), cujas concentracbes
irdo interferir no tipo de muda (larva-larva ou larva-pupa). O JH auxilia na manutencao
do estado juvenil do inseto durante a muda larval (larva-larva), prevenindo a metamorfose
do inseto imaturo devido ao aumento de ecdisterdide. No ultimo instar, em que ha
diminuicdo de JH e aumento de ecdisterdide para que haja a mudanca de larva para pupa,
h& repressdo irreversivel dos genes especificos de larva e alteracdo da célula
(WIJAYARATNE; ARTHUR; WHYARD, 2018).

No organismo, o0s receptores ativos de JH sdo duas proteinas: a Metopreno-
tolerante (Met) e Taiman (Tai), que tem fungéo de regular as principais fungdes de JH e
a metamorfose do organismo. O complexo JH-Met-Tai liga-se a regiéo de resposta ao JH
no DNA e ativa a transcricdo do gene alvo. Dentre estes estd o Kruppel homdlogo 1 (Kr-
hl), que traduz a acdo antimetamorfica do JH (ZHU; NORIEGA, 2016;
WIJAYARATNE; ARTHUR; WHYARD, 2018; BELLES, 2020).

Essas alteracfes ndo sdo simultaneas no corpo do organismo, assim, aplicacdes
externas de JH (JHA) produzem um inseto com caracteristicas de larva e pupa. Isso ocorre

porqgue os larvicidas JHAs irdo interagir com os receptores de JH da mesma forma que o
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horménio natural. Os compostos sintéticos podem ser ainda mais potentes em efeito
biologico que o horménio natural, devido a sua estabilidade quimica e resisténcia a
degradacédo dentro do organismo do inseto (WIJAYARATNE; ARTHUR; WHYARD,
2018; JINDRA; BITTOVA, 2020).

2.4.4.2.2 Inibidores da sintese de quitina

Os larvicidas inibidores da sintese de quitina, os benzoilfeniluréias, como o
diflubenzuron e nuvaluron (Figura 5) (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION,
2019), tambem sdo inibidores de crescimento de insetos e vem sendo utilizados como
uma alternativa aos larvicidas neutoroxicos, cujos organismos-alvo vem apresentando
resisténcia (MOYES et al., 2017; WIJAYARATNE; ARTHUR; WHYARD, 2018).

Figura 5: Estrutura quimica dos larvicidas reguladores de crescimento anédlogos ao

hormonio juvenil: a) diflubenzuron; b) nuvaluron

a) b)

O diflubenzuron foi descoberto em 1972, como um regulador de crescimento ndo
sistémico, muito utilizado na Europa, que age na muda dos insetos ou na eclosao dos ovos
em uma ampla variedade de insetos que se alimentam de folhas ou de plantas de interesse
agricola, bem como mosquitos, moscas e gafanhotos. Porém, é ineficiente contra pulgdes
e cochonilhas (MERZENDORFER, 2013; GRIGORAKI et al., 2017). Esse composto €
ecologicamente correto, altamente toxico para larvas de insetos (COHEN, 2010) e ndo ha
indicacdes de resisténcia de mosquitos a este larvicida (GRIGORAKI et al., 2017).

O nuvaluron é muito utilizado em culturas de campo, plantas, frutas e vegetais,
contra insetos Lepidoptera, Coleptera, Hemiptera e Diptera. Nos EUA, o larvicida tem
sido utilizado para controlar pragas de magcas, plantas ornamentais, batata e algodao. Sua
toxicidade é muito baixa para mamiferos, ndo é toxico para aves, minhocas e a microflora
do solo, e de modo geral apresenta um baixo risco para 0 ambiente (XU et al., 2017,
CATCHOT et al., 2020; FIAZ et al., 2021), além de apresentar alta toxicidade contra
larvas de mosquito Ae. aegypti (FARNESI et al., 2012).
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Assim como os JHAs, esses larvicidas ndo matam adultos, mas interferem na
muda dos insetos, impedindo que cheguem a fase adulta, inibindo a ecloséo de ovos ou
causando mortalidade larval. Esses larvicidas sdo menos toxicos para organismos néo-
alvo e ndo tem efeitos adversos em humanos (WIJAYARATNE; ARTHUR; WHYARD,
2018). Neste caso, os larvicidas irdo atuar na prevencdo da sintese de quitina, um
polissacarideo presente na cuticula dos insetos, como seu maior componente (30-60 %).
A cuticula fornece estrutura ao exoesqueleto e sua quebra durante a formagéo pode ser
letal ao organismo (DHADIALLA; RETNAKARAN; SMAGGHE, 2005;
WIJAYARATNE; ARTHUR; WHYARD, 2018).

O modo de acdo desses compostos é diferente dos outros. Esses compostos podem
interferir nos niveis de quitina na cuticula, alterando a sua composic¢éo resultando em uma
deposicdo endocuticular anormal que afeta suas caracteristicas, como perda de seu arranjo
multicamadas, e interferem na muda do inseto (DHADIALLA; RETNAKARAN;
SMAGGHE, 2005; MERZENDORFER, 2013).

Além da alteracdo na producéo de quitina, outros modos de acdo desses larvicidas
sdo comentados, como (1) inibicdo do transporte de UDP-GLcNAC, que é um substrato
para a sintese de quitina; (2) bloqueio da ligacdo entre a quitina e a cuticula; (3) inibicao
das enzimas ligadas ao catabolismo de quitina; (4) acimulo de ecdinosa que estimula a
quebra da quitina (DHADIALLA; RETNAKARAN; SMAGGHE, 2005; REZENDE-
TEIXEIRA et al., 2022). Ainda ndo estd completamente definido seu modo de a¢do, mas
espera-se que esses compostos interfiram na sintese ou transporte de proteinas para a
montagem da quitina polimérica. De modo geral, esses larvicidas interferem na muda do
organismo, a integridade da cuticula, rompimento da ecdise, morte do organismo ou ma-
formacédo de pupas (CATCHOT et al., 2020)

2.4.4.3 Larvicidas Naturais

A busca por estratégias de controle de mosquitos que sejam eficazes e mantenham
a seguranca humana é uma preocupacdo atual. Assim, o uso de produtos naturais baseados
em plantas tem recebido destaque para estes fins. Assim, produtos baseados em extratos
de plantas e 6leos essenciais podem ser utilizados como uma alternativa aos larvicidas
comerciais (CHELLAPPANDIAN et al., 2018). Esses produtos naturais séo compostos
promissores devido a alta eficacia e forte atividade larvicida contra larvas de mosquitos
do género Aedes, Anopheles e Culex (GALVAO et al., 2018; PAVELA et al., 2019).

As plantas produzem compostos bioativos que atuam como defensivos quimicos,

que sdo: acetogeninas, alcaldides, alcamidas, antraquinonas, cumarinas, esterdides,
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fenolico, flavonoides, limondides, poliacetilenos, tiofenos, terpendides, xantonas e 6leos
essenciais. Esses compostos sdo biodegradaveis e desempenham diversas atividades
bioldgicas. As plantas avaliadas quanto a sua eficécia larvicida contra mosquitos vetores,
dividem-se  principalmente  entre as familias  Asteraceae, = Lamiaceae,
Fabaceae e Rutaceae (CHELLAPPANDIAN et al., 2018; PAVELA et al., 2019).

Os 0leos essenciais sdo gerados a partir de misturas de fitoquimicos, geralmente
com mais de 60 compostos, podendo ser extraidos de flores, sementes, raizes, cascas e
folhas, por exemplo (CHELLAPPANDIAN et al., 2018). Podem ser citados alguns
exemplos de Oleos extraidos das partes das plantas: das folhas e galhos podem ser
extraidos eugenol (CAVALCANTI et al., 2004) e timol (CAVALCANTI et al., 2004), e
das partes aereas podem ser extraidos a-pineno (GIATROPOULOQOS et al., 2013) e metil
eugenol (GBOLADE; LOCKWOOQOD, 2007). Das cascas das frutas podem ser extraidos
limoneno (CAVALCANTI et al., 2004) e geraniol (CAVALCANTI et al., 2004); das
raizes podem ser extraidos geraniol (LIU et al., 2013), e, das frutas pode ser extraido o
linalol (BENELLI et al., 2013).

Apesar do potencial destes compostos, sua aplicacdo comercial ainda é limitada
devido a necessidade de estudos direcionados na validacdo da eficacia no campo
(PAVELA et al., 2019), bem como de sua andlise toxicoldgica em organismos néo-alvo
(PIPLANI et al., 2019). Outros desafios sdo a produgdo em massa de 6leos essenciais, a
otimizacdo do processo de extracdo, 0 rendimento deste processo, composi¢ao quimica
dos 6leos, que pode variar conforme época do ano, e, composicdo do solo e organismos
presentes no meio (CHELLAPPANDIAN et al., 2018). Assim, a Organiza¢do Mundial
de Saude (OMS) recomenda que os testes com larvicidas se iniciem em laboratorio,
seguido de testes em campo considerando os efeitos em organismos ndo-alvo, a eficacia
dos larvicidas e seus efeitos em diferentes ambientes (WHO, 2005).

Alguns estudos abordaram 6leos essenciais como agente larvicida de vetores de
arboviroses e consideraram sua eficacia baseados em sua LCsp. Se LCso < 50 mg/L, 0
larvicida € ativo, se 50 mg/L < LCsp < 100 mg/L, o larvicida € moderadamente ativo, se
100 mg/L < LCso < 750 mg/L, o larvicida é efetivo e se LCso > 750 mg/L, o larvicida é
inativo (KOMALAMISRA et al., 2005).

DIAS; MORAES (2014) analisaram os trabalhos reportados na literatura que
utilizaram 6leos essenciais como agentes larvicidas. Dos 361 6leos estudados, 60% foram
considerados ativo (LCso < 100 mg/L) (LCso definida por CHENG et al., 2003),
principalmente os 0leos extraidos da familia Myrtaceae. Dentre os constituintes dos 6leos

essenciais o 9-3-careno, limoneno, o-felandreno, B-pineno, o-terpineno, terpinoleno,
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ascaridol, cis-carveol, (E)-nerolidol, metil cinamato e estragole, por exemplo,
apresentaram LCso < 50 mg/L.

Cheng et al. (2009) estudaram a atividade larvicida de 6leos essenciais a partir de
eucalipto (Eucalyptus camaldelensis e Eucalyptus urophylla) contra Ae. aegypti e Ae.
albopictus. O dleo extraido das folhas de E. camaldelensis mostrou excelente atividade
larvicida contra ambas as espécies, com LCso de 31 e 55,3 mg/L para Ae. aegypti e Ae.
albopictus, respectivamente. Os componentes individuais do Oleo essencial de E.
camaldelensis também mostraram atividade larvicida, sendo a-terpineno o melhor
composto, com LCso de 14,7 mg/L e 25,2 mg/L para Ae. aegypti e Ae. albopictus,
respectivamente.

Maheswaran; Ignacimuthu (2012) utilizaram uma formulacdo a base de 6leo
essencial de Azadirachta indica e Pongamia glabra em Ae. aegypti e Ae. albopictus. Essa
formulacédo apresentou atividade larvicida (100% de mortalidade) em ambas as espécies
de mosquitos em concentragdes de 0,1 mg/L mesmo ap6s 12 meses da fabricacdo em
condigdes com e sem luz solar. Al-mekhlafi et al. (2021) estudaram larvicidas
combinando os extratos de F. vulgare e M. chamomilla em Cx. pipens. Em relacdo a sua
atividade larvicida, a mortalidade variou entre 13,33% e 93,33% em doses de 31,35 mg/L
a 250 mg/L, sendo a LCso e a LCoo de 148,3 mg/L e 242,17 mg/L, respectivamente.
Alguns estudos utilizando extratos vegetais como agentes larvicidas podem ser

observados na Tabela 3.

Tabela 3: Estudos sobre potenciais larvicidas baseados em extratos de plantas.

Planta utilizada Mosquito vetor LCso (mg/L) Referéncia
Aspergillus sp. i
; ) (ARAUJO et al.,
Extraido de Ae. Aegypti 26,86
: 2022)
Bertholletia excelsa
Xylopia aromatica 12,10
Myrcia dictyophylla ) 17,60 (SILVA et al.,
. Ae. Aegypti
Campomanesia 2022)
_ 18,00
adamantium
Machaerium )
o Ae. Aegypti 205,39 (MELO et al., 2021)
acutifolium
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(GRANADOS-

Argemone mexicana  Cx. Quinquefasciatus 18,61 ECHEGOYEN et
al., 2019)

) ) ) (INTIRACH et al.,

Petroselinum crispum Ae. Aegypti 43,22
2019)
Ae. Aegypti 34,22
Ae. Albopictus 45,55
Galinsoga parviflora An. Stephensi 31,04 (GOVINDARAJAN
Anopheles subpictus 40,97 etal., 2018)

Cx. Quinquefasciatus 37,10
Cx. Tritaniorhynchus 49,56

Trachuspermun ammi 17,60*
Smyrnium olusatrum 17,50*
Pimpinella anisum 25,90*
Helosciadium
_ 20,60*
nodiflorum

: : . (BENELLI et al.,
T. ammi + S. olusatrum  Cx. Quinquefasciatus

29,40* 2017)
(2:1)
T. ammi + P. anisum
15,20*
(1:2)
S. olusatrum + P.
: 16,90*
anisum (1:1)
Zanthaoxylum Cx. Pipens 591
— i (KIM; AHN, 2017)
piperitum Ae. Aegypti 3,95
(SANEI-
An. Stephensi 27,72
) ) DEHKORDI;
Bunium persicum
VATANDOOST;
Cx. Pipens 20,61
ABAEI, 2016)
Ae. Aegypti 169,49 (SUSITRA
Clausena dentata An. Stephensi 45,68 MANJARI et al.,
Cx. Quinquefasciatus 150,27 2014)

*LCso representado na concentracdo de ug/L

Entender a relacdo entre a eficicia dos 6leos essenciais e sua acdo larvicida é

complexo. Mas, alguns autores buscam relacionar essa fungdo com as estruturas dos
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compostos. Por exemplo, o fenol, o timol e o carvacrol (Figura 6) apresentaram LCso de
194 mg/L, 81 mg/L e 69 mg/L, respectivamente, para 0 Ae. aegypti. Assim, anéis
aromaticos tem a tendencia a apresentar acdo larvicida, mas a presenca de aldeidos, metil
e ésteres podem aumentar a atividade do composto (SANTOS et al., 2010). Além disso,
a presenca de —OH nas estruturas dos compostos podem reduzir sua acéo larvicida, visto
que o p-cimeno (Figura 6) apresenta LCso de 51 mg/L para o Ae. aegypti (SANTOS et
al., 2010), indicando maior acéo larvicida que o fenol, timol e carvacrol.

As ligacGes duplas exociclicas também foram reportadas como importantes na
acdo larvicida. O B-pineno (Figura 6), que possui ligacdo dupla externa ao ciclo,
apresentou maior toxicidade que o a-pineno (Figura 6) para as espécies de Ae aegypti,
Cx. pipiens e Ochlerotatus togoi, considerando os valores de LCso (PERUMALSAMY;;
KIM; AHN, 2009). Longas cadeias alquilicas, como o &cido oleico e linoleico foram
reportadas como agentes larvicidas em Ae. aegypti, An. stephensi, Cx. quinquefasciatus,
cuja LCsxo foi de 9,79 mg/L, 8,80 mg/L e 7,66 mg/L, respectivamente para o acido oleico
e de 11,49 mg/L, 18,20 mg/L e 27,24 mg/L, respectivamente para o &cido linoleico
(RAHUMAN; VENKATESAN; GOPALAKRISHNAN, 2008).

Figura 6: Estrutura quimico dos componentes de 6leos essenciais utilizados como
agentes larvicidas: a) fenol; b) timol; c) carvacrol; d) p-cimeno; ) a-pineno; f) B-pineno.

CE | gém | éE/OH
© .

a)

d)

Em relagdo ao seu modo de acdo, os larvicidas naturais podem atuar na
desnaturacdo de proteinas, inibicdo enzimatica e desintegracdo da membrana. Os
larvicidas podem ser absorvidos pelo trato digestivo ou sistema respiratério, bem como
atuar em hormdnios dos animais inibindo seu desenvolvimento. A lipofilicidade pode

estar associado ao seu modo de acéo, pois podem penetrar e romper membranas celulares.
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Outro fator é difusdo desses compostos pelos tecidos do animal, causando efeitos
sistémicos (SOUZA et al., 2012; DIAS; MORAES, 2014). A agdo neurotoxica também
foi reportada, cujos larvicidas podem causar excitagcdo, convulsdo, hiperatividade e
paralisia (ISMAN, 2006).

2.4.4.4 Larvicidas bioldgicos
2.4.4.4.1 Predadores de larvas de mosquitos

O controle bioldgico aborda o uso de predadores ou patdgenos para parasitar,
competir ou reduzir a populacdo vetorial (PAN AMERICAN HEALTH
ORGANIZATION, 2019), como uma alternativa aos produtos quimicos sintéticos, cujos
insetos ja tenham se tornado resistentes (DAMBACH, 2020).

O uso se predadores aquaticos naturais, como peixes, anfibios, insetos e crustaceos
tem sido reportado, dependendo de sua preferéncia por habitat, abundancia e dificuldade
de estabilizar as populagdes. Os peixes séo os predadores mais reportados, principalmente
do género Gambusia e Poecilia. Apesar de seu uso, deve-se ter atencdo ao seu
comportamento alimentar agressivo, altas taxas de crescimento e alimentacdo de outros
animais pequenos e aquaticos, além de larvas de mosquitos (DAMBACH, 2020).

As espécies Danio rerio e Oryzias melastigma também tém sido utilizadas na
reducdo de larvas e pupas de mosquitos apos duas semanas de sua introducao no ambiente
(CHANDRA et al., 2008a). O peixe larvivoro Oreochromis niloticus, por exemplo, foi
utilizado na reducdo de mosquitos Anopheles em lagoas tratadas no Quénia, apos 15
semanas da introducéo do predador (HOWARD; ZHOU; OMLIN, 2007).

Em relacdo aos anfibios, as ordens Anura e Cauduta recebem destaque no controle
de larvas (DAMBACH, 2020). Nos EUA, as larvas da salamandra Ambystoma maculatum
podem predar as larvas de mosquitos Culex e os girinos da ra Lithobates sylvaticus podem
competir com as larvas de mosquitos Culex pelos recursos alimentares (RUBBO et al.,
2011). O anfibio Notophthalmus viridescens e as larvas de salamandra Ambystoma
talpoideum também foram testadas no consumo de larvas de mosquitos Culex, que foi de
439 mosquitos/dia e 316 mosquitos/dia (DURANT; HOPKINS, 2008). A ra
Hoplobatrachus tigerinus também foi reportada no controle de Aedes (MURUGAN et
al., 2015), e larvas de mosquito Culidae também foram controladas por girinos
Phyllodytes luteolus (SALINAS et al., 2018).

Os crustaceos podem ser copépode e notostraca. Os copépodas sdo pequenos
crustaceos aquaticos (alguns milimetros) que podem atacar animais com até o dobro de

seu tamanho. As espécies ndo parasitarias podem se alimentar de larvas de mosquitos,

39



como os da familia Cyclopidae (Cyclops, Megacyclops e Mesocyclops). Além disso, esses
organismos podem habitar diversos habitats de 4gua doce ou salgada, areas rasas e com
vegetacdo densa. Essas espécies também podem resistir a variagdes de temperatura da
agua (0-43 °C). Notostraca sdo pequenos crustaceos (< 10 cm) que podem reduzir larvas
de mosquitos. No entanto, essas espécies podem ser consideradas pragas em alguns
campos de cultivo de arroz (DAMBACH, 2020).

Os insetos também podem atuar como agente larvicidas. As larvas de mosquitos
do género Toxorchynchites (Culicidae) podem predar mosquitos Aedes (FOCKS, 2007),
sendo que essas espécies podem consumir de 300 a 5000 larvas durante seu
desenvolvimento (DAMBACH, 2020). No caso da ordem Hemiptera h4 a predacéo de
larvas de mosquitos Diplonychus spp. (SHAALAN et al., 2007) e Sphaerodema
annulatum (ADITYA et al., 2004), ja a ordem Coleoptera ha predacdo das larvas Acilius
sulcatus (CHANDRA et al., 2008b) e Rhantus spp. (OHBA; TAKAGI, 2010). As
libélulas (Odonata) sdo insetos voadores, cujas ninfa predadoras de mosquitos (Aedes,
Anopheles e Culex) podem existir em na maioria dos criadouros, como piscinas abertas e
corregos (DAMBACH, 2020).

2.4.4.4.2 Larvicidas bacterianos

Outro método promissor é o uso de bactérias, como exemplo, Bacillus thuringiensis
israelenses (Bti) e Bacillus (Lysinibacillus) sphaericus (Bs), que sdo larvicidas
microbianos, eficazes e seguros para organismos nao-alvo (ZHOU et al., 2020). Bti e Bs vem
sendo utilizados desde 1980 como agentes bioldgicos contra larvas de mosquitos e
moscas, como alternativa ao temefds, devido a sua atual resisténcia em alguns mosquitos
Aedes e legislacdo proibitiva em alguns paises europeus quanto ao temefds
(MARCOMBE et al., 2011; SILVA-FILHA et al., 2021).

Essas bactérias sdo Gram-positivas aerdbias e esporulantes (SILVA-FILHA et al.,
2021). Elas agem inibindo a digest&o dos alimentos das larvas, e, como consequéncia, seu
crescimento, agindo de forma seletiva como larvicida contra Diptera, incluindo mosquitos
dos géneros Aedes, Anopheles, Culex e Simulium (ZHOU et al., 2020; SILVA-FILHA et
al., 2021). De modo geral, essas bactérias geram protoxinas durante a esporulacédo, que
agem nas células epiteliais do intestino médio das larvas ap6s a ingestdo, ligando-se em
receptores da membrana celular e formando poros (SILVA-FILHA et al., 2021).

O esporo da Bti é seletivo para larvas das espécies Culicidae, Simuliidae e
Chironomidae, agindo de forma eficiente e sem registros de resisténcia até 0 momento
(SILVA-FILHA et al., 2021). A Bti produz dois tipos de proteinas, a Cry e a Cyt
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(DAHMANA; MEDIANNIKOQV, 2020), sendo que as principais protoxinas séo Cry4Aa,
Cry4Bb, Cryl1Aa e CytlAa (SILVA-FILHA et al., 2021).

A acéo desses larvicidas comega com a sua ingestéo, seguido de sua solubilizacdo
no intestino das larvas, ativacdo das protoxinas pelas proteases do intestino, e, por fim,
formacéo de poros nas células do intestino, que irdo destruir as células do seu epitélio. As
toxinas de Cry necessitam de receptores para podem agir, enquanto Cyt liga-se
diretamente a membrana da célula. Ap6s a ingestdo, Cry liga-se a proteinas
glicosifosfatidilinositol, sendo inicialmente a caderina (CAD), que é uma proteina de
maior afinidade a toxina, causando a formacéo de oligbmeros. Essa etapa de Cry-CAD é
necessaria para seu efeito toxico, exceto para a toxina Cry4Bb, que pode oligomerizar
apos a ativacdo com proteases. Além disso, a CytlAa também ird agir como um receptor
adicional de Cry. Assim, Cry liga-se aos receptores da membrana, aminopeptidades
(APN) e fosfatases alcalina (ALP), causando a interacdo entre membrana e oligdmeros,
formagé&o de poros, e, como consequéncia morte das larvas, conforme Figura 7 (SILVA-
FILHA et al., 2021).

Diferente de Cry, a Cyt age de forma inespecifica, ndo ligando-se a receptores,
mas sim diretamente com os lipidios da membrana, destruindo a membrana celular e
causando a lise da célula. Cry e Cyt atuam de forma sinérgica como agentes larvicidas, o
que pode contribuir para a auséncia de toxicidade de Bti. O modo de ac¢do de Cyt mais
convencional é formacéo de poros apds a oligomerizacdo de Cyt através do seu contato
com a membrana (COHEN et al., 2011).

Figura 7: Representacdo do mecanismo de toxicidade causada pelas protoxinas de

Bacillus thuringiensis israelenses (Cry e Cyt) em larvas de mosquitos.

Inge.-;o\'\ “ : #

~

ra

Bti

Cry

\
oyt ‘ Agio das

proteases
V@ o

i 6ligﬁmero
o = @ N *TT"
APN ALP

Fonte: Adaptado de SILVA-FILHA et al. (2021).

Pore

41



Para a Bs, seu principal agente larvicida, seletivo para as larvas Culicidae se da
principalmente pela formacé&o da protoxina binaria (Bin). Bin é uma proteina constituida
de BinA e BinB, que se combinam em um heterodimero e atuam de modo sinérgico para
gerar efeito toxico. Assim como o caso de Cry e Cyt, Bin precisa ser ingerido pela larva
e solubilizado no intestino para se tornar ativo. Porém, sua atividade larvicida é muito
especifica, dependendo de uma ligacdo de alta afinidade com o receptor a-glicosidades,
que varia conforme a espécie (Cpm1 para Cx. pipiens e Cx. quinquefasciatus, Agm3 para
An. gambiae e Aaml para Ae. aegypti). Esses genes estdo ancorados na proteina
glicosifosfatidilinositol e sua expressédo ird conferir a toxicidade de Bin. As células do
intestino tém perda de microvilosidade, inchago mitocondrial, danos a membrana,
vacuolizagdo e quebra de reticulo endoplasméatico (TANGSONGCHAROEN et al., 2015;
SILVA-FILHA et al., 2021).

Saccharopolyspora spinosa € uma bactéria que vive no solo e tem sido utilizada
no controle de vetores através do larvicida Spinosad. Esse composto é formado por dois
fatores inseticidas (Spinosyn A — Cs1HessNO1o e Spinosyn B — C42He7NO10), cOmo uma
nova classe de inseticidas policetideos-macrélidos. Spinosad atua nos receptores
nicotinicos de acetilcolina, sendo ativo no controle de diversas pragas, incluindo
mosquitos (DAHMANA; MEDIANNIKOQOV, 2020). Esse composto vem sendo utilizado
como larvicida no controle de mosquitos em recipientes de dgua potavel. Spinosad DT,
que € a mistura dos compostos A e B, na concentracdo de 7,48 % tem sido usado no
combate de Ae. aegypti em fontes de dgua potavel, de acordo com a OMS (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010).

O modo de acdo de Spinosad é Unico, com alta taxa de atividade para organismos-
alvo e baixa toxicidade em organismos ndo-alvos (THOMPSON; SPARKS, 2002). Seu
mecanismo envolve a ruptura de ambos os receptores nicotinicos pds-sinapticos de
acetilcolina e dos canais i6nicos controlados pelo acido y-aminobutirico (GABA),
causando excitagéo do sistema nervoso, contragcdes musculares e paralisia (THOMPSON;
SPARKS, 2002; MARCOMBE et al., 2011).

Assim, Spinosad excita o sistema nervoso do organismo, interrompendo atividade
neural por excitar os neurénios motores, causando contracdes involuntarias, paralisia, e,
por fim, a morte. Spinosyn liga-se a um receptor no canal de cloreto glutamato de modo
semelhante a ivermectina, apesar do mecanismo de Spinosad néo ser bem definido ainda.
Além disso, sabe que Spinosyn atua nos receptores nicoticos acetilcolina (nAChR), que
é seletivo de cations, sendo a ativacdo deste receptor o inicio da cascata de eventos

causando a morte do organismo (BACCI et al., 2016)
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Alguns estudos buscaram comparar os resultados dos larvicidas quimicos com os
ndo-quimicos. Por exemplo, Spinosad, Bti e temefds foram usados no controle de An.
albimanus, Culex spp. e Uranotaenia lowii em piscinas temporérias no sul do México
(MARINA et al., 2014). Spinosad, seguido de temefos foram os larvicidas mais eficazes,
enquanto Bti ndo apresentou resultados consistentes ou significativos na reducédo das
larvas dessas espécies. Esses larvicidas também foram analisados quanto aos efeitos em
organismos ndo-alvo. Spinosad e temefds afetaram severamente insetos Coleoptera,
Hemiopetera e Odonata, e Bti mostrou pouco efeitos nesses organismos.

Marcombe et al. (2011) estudaram a resisténcia de mosquitos Ae. aegypti na regido
de Matinica (Franga) a Bti, temefos, piriproxifeno e spinosad. Os mosquitos foram
resistentes a temefds, tolerantes ao piriproxifeno e suscetiveis a Bti e spinosad. As toxinas
Bti possuem estruturas complexas, que podem retardar sua resisténcia aos organismos-
alvo, enguanto spinosad atua em dois receptores pos-sindpticos, dificultando o

aparecimento de resisténcia em relagdo aos métodos classicos.

2.4.45 Larvicidas mecanicos

O controle mecéanico inclui praticas para eliminar vetores e criadores, assim
como a reducdo do contato entre mosquito e homem, sendo o uso de telas o principal
exemplo (ZARA et al., 2016). As armadilhas fazem parte dos métodos mecéanicos de
controle e que auxiliam na pesquisa, identificacdo e controle dos mosquitos. E
importante ressaltar a importancia das ferramentas de controle de criadouros, eficazes
em diminuir a reproducdo dos mosquitos em recipientes artificiais. Esta estratégia é
baseada na remocédo ou viragem de recipientes de dgua temporarios e cobertura de
recipientes de agua permanentes (BALDACCHINO et al., 2015)

2.5 Novas tecnologias para larvicidas

Os métodos convencionais de aplicacdo de pesticidas, envolvendo quimicos
sintéticos com aplicagBes constantes tornou-se uma ameaga ao ambiente devido a sua
persisténcia e acimulo de compostos tdxicos ndo biodegradaveis no ambiente. Dessa
forma, a busca por compostos mais naturais, biodegradaveis, ou que causem menor
impacto no ambiente € necessaria (BHAN; MOHAN; SRIVASTAVA, 2014).

Assim, 0 uso de nanotecnologia para o controle de mosquitos tem sido reportado.
Essa tecnologia explora as propriedades Unicas que os materiais com tamanho

nanométrico tém a oferecer, considerando caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas.
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Esses materiais possuem tamanho na faixa de nandmetros e apresentam grande area
superficial em relacdo ao seu volume, conferindo maior reatividade aos sistemas do que
se comparado as particulas maiores (FOLDBJERG et al., 2015; JOSHUA ASHAOLU,
2021).

As vantagens dessas tecnologias consistem numa producdo rapida e barata, com
maior estabilidade, baixa demanda de pressao, energia e temperatura (RONI et al., 2015).
Esses materiais nano podem ser nanoparticulas metélicas, nanocépsulas, nanoesferas,
nanoemulsdes e nanogéis (KONAPPA et al., 2021).

Esses materiais podem ser utilizados para a encapsulacdo de ativos em sistemas
de liberacéo controlada como uma tecnologia atrativa, devido a prote¢cdo do composto em
uma matriz, aumento da eficacia do ativo, reducdo de aplicacGes, alta especificidade,
melhor penetrabilidade e estabilidade. Dessa forma, o agente larvicida fica retido em uma
matriz, que permite a liberacdo lenta do ativo com melhor absorcdo do composto pelo
organismo-alvo (BHAN; MOHAN; SRIVASTAVA, 2014; KONAPPA et al., 2021).

2.5.1 Nanoparticulas metalicas

Diversos materiais a base de plantas tém disso utilizados para fins de producéo de
nanoparticulas metalicas, com beneficios de custo, pouca requisicao de energia e produtos
quimicos altamente toxicos (BENELLI; CASELLI; CANALE, 2017).

Arasu et al. (2019) estudaram nanoparticulas de 6xido de ferro (FeEONP) e dxido
de manganés (MnNP) utilizando extrato de Acorus calamus como larvicidas de Cx.
quinquefasciatus. MnNP apresentou mortalidade variando de 35% a 100% conforme
variacdo de concentracdo das nanoparticulas de 5 mg/L a 80 mg/L, sendo que 100% de
mortalidade foi alcancada em apenas 20 mg/L de MnNP. J& FEONP apresentou um
méaximo de 10% de mortalidade em contraces de 80 mg/L.

Hajra; Dutta; Mondal (2016) produziram nanoparticulas de cadmio (CdNP) a
partir de extrato de caléndula (Tagetes erecta) e rosa (Rosa sp.) como agentes larvicidas
de Ae. albopictus. A mortalidade das larvas foi de 43,5% com 10 mg/L de nanoparticulas
(CdNP-rosa) e de 68,9% na mesma concentracdo de CANP de caléndula.

Roni et al. (2015) desenvolveram nanoparticulas de prata (AgNP) a partir de
extrato de alga (Hypnea musciformis), que € um material barato, atoxico e ecologicamente
correto. As AgNPs se mostraram toxicas para larvas e pupas dos mosquitos Ae. aegypti e
para a praga de repolho P. xylostella. Para 0 mosquito a LCso foi de 18,14-27,99 mg/L e
30,79 mg/L para larvas e pupa, respectivamente, enquanto, para a praga de repolho esse
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valor foi de 24,51 mg/L e 38,23 mg/L, respectivamente, para larvas e pupa. As AgNPs
também afetaram a longevidade e fecundidade de ambas as espécies.

Ainda néo foi esclarecido os mecanismos de atividade larvicida que levam a morte
de pupas e larvas de mosquitos. Acredita-se que essa toxicidade pode estar relacionada a
penetracdo dessas particulas no exoesqueleto dos organismos, que ao penetrar no espaco
intracelular pode interagir com o DNA, causar desnaturacdo de organelas e enzimas,
alterar a permeabilidade da membrana, e perda de funcéo celular (BENELLI; CASELLLI;
CANALE, 2017). HAJRA; DUTTA; MONDAL (2016), por exemplo, realizaram
microscopias que comprovam que CdNPs podem aderir no corpo de larvas de mosquitos,

embora ndo tenham estudado o mecanismo de toxicidade.

2.5.2 Nanocapsulas e nanoesferas

As nanoparticulas sdo utilizadas para melhorar a biodisponibilidade de diversos
ativos com baixa ou nenhuma solubilidade em &gua, melhorando a eficacia do ativo, sua
especificidade, estabilidade, protecdo do ativo, penetracdo intracelular e reduzindo a
quantidade de aplicacGes. Essas caracteristicas dependem do sistema polimérico
escolhido, tamanho da particula, carga superficial e hidrofobicidade do sistema. O
tamanho das particulas ird influenciar em quais barreiras biolégicas o material pode
penetrar, dependendo do tecido e local-alvo, enquanto a carga influencia na interacdo do
sistema com as células (KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010).

As nanoparticulas funcionam como reservatorios de ativos, que podem ser
divididas em nanocépsulas e nanoesferas. As nanocapsulas sdo formadas por um ntcleo,
onde o ativo pode estar encapsulado, cercado por uma casca polimérica, onde o ativo
pode estar adsorvido. J& as nanoesferas sdo formadas por uma matriz polimérica que pode
encapsular o ativo ou este pode estar adsorvido em sua superficie, conforme uso de
surfactante e caracteristicas anfifilica (ZIELI NSKA et al., 2020), conforme pode-se
observar na Figura 8.
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Figura 8: Representacdo das nanoparticulas: nanocapsulas e nanoesferas, com ativos

encapsulados ou adsorvidos.

Nanocesfera Nanocapsula

Ativo adsorvido Ativo Ativo adsorvido Ativo
na matriz encapsulado na na parede encapsulado
polimérica matriz polimérica polimérica no nicelo

BHAN; MOHAN; SRIVASTAVA (2014) encapsularam os larvicidas temefos e
imidaclopride em nanoparticulas de polietilenoglicol (PEG), que foram usados contra as
larvas de Cx. quinquefasciatus. Os larvicidas ndo encapsulados apresentaram LCso de
0,006 mg/L e 0,027 mg/L para temefos e imidaclopride, respectivamente. Temefds
encapsulado apresentou LCsg de 2,304 mg/L, 0,592 mg/L, 0,495 mg/L e 0,164 mg/L, em
formulacBes com 1%, 2%, 4% e 8% de temefds, respectivamente. Imidaclopride
encapsulado apresentou LCso de 21,376 mg/L, 4,642 mg/L, 1,220 mg/L e 1,357 mg/L,

em formulagbes com 1%, 2%, 4% e 8% de imidaclopride, respectivamente.

2.5.3 Nanoemulsdes

Nanoemulsdes sdo produzidas atraves de diversos aditivos, que podem influenciar
em aparéncia, textura, fortificacdo e estabilidade. Esses sistemas sdo formados por dgua
em 6leo (A/O) ou 6leo em &gua (O/A), cujos tamanhos de goticulas variam de inferior a
100 nm (Figura 9). Esses liquidos sdo imisciveis, sendo emulsionados por um surfactante
ou co-surfactante para formar suspensdes estaveis. Nesse caso, a estabilidade cinética
ocorre quando o movimento browniano das nanoparticulas € maior do que a forca
gravitacional da emulsdo (JOSHUA ASHAOLU, 2021).
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Figura 9: NanoemulsGes formadas por goticulas de 6leo em agua e agua em 0Oleo

— N g
Agua Oleo

2.5.4 Nanogeéis

Nanogeéis sdo materiais tridimensionais (3D), com estrutura core-shell,
biocompativeis, formados por uma rede polimérica hidrofilica expansivel, capaz de reter
agua sem se dissolver no meio, cujas caracteristicas dos sistemas (tamanho, carga,
porosidade, anfifilicidade e degradabilidade) irdo variar conforme a composi¢do quimica
dos nanogéis. Esses materiais além de proteger os ativos encapsulados, também
participam do processo de liberagcdo controlada, j& que sdo responsivos a estimulos.
Nanogéis sdo versateis e podem encapsular macromoléculas (SONI; DESALE;
BRONICH, 2016).

Alguns trabalhos desenvolvidos através de nanotecnologia para fins de controle
de mosquitos transmissores de arboviroses, neste caso, agentes larvicidas, podem ser

observados na Tabela 4.

Tabela 4: Dados de biotoxicidade de novos materiais para controle de mosquitos

transmissores de arboviroses.

Caracteristicas Ativo LCso/ECso

Material Organismo Referéncia

do material encapsulado (mg/L)

Nanoparticulas metalicas

FeNP

Cassia auriculata

Particula
esférica,
monodispersa e - Ae. aegypti 63,56
com tamanho
de 15a35nm
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Aglomerados

FeONP _
esféricos de 20 10,00*
Acorus calamus Cx. (ARASU et al.,
a30nm ) )
quinquefasciatus 2019)
MnNP
- 100,00*
Acorus calamus
Particulas
AgNP esféricas com _ (PARTHIBAN et
] Ae. aegypti 4,43
Annona reticulata tamanho al., 2019)
de 8 nm
CdNP
45,70*
Rosa sp. Particulas ) (HAJRA; DUTTA,;
. Ae. albopictus
CdNP esféricas MONDAL, 2016)
43,50*
Tagetes erecta
Particulas An. subpictus 17,24
AgNP .
esféricas com (SUMAN et al.,
Hybanthus Cx.
tamanho de ) _ 13,12 2016)
enneaspermus quinquefasciatus
25,2 nm
Particulas
AgNP esféricas com Cx. 808 (KUMAR et al.,
Morinda tinctoria ~ tamanho de 60 quinguefasciatus ’ 2015)
a95nm
18,14
A . (larva)
e. aegypti
Particulas P 30,79
AgNP esféricas com (pupa)
) _ (RONI et al., 2015)
H. musciformis tamanho de 40 24,51
a65nm Plutella (larva)
xylostella 38,23
(pupa)
AUNP Tamanho de 10 Ae. aegypti 24,00 (PRAKASH; SONI,
Aspergillus niger a 30 nm An. stephensi 1,69 2012)
Nanoparticulas poliméricas
) _ (DE OLIVEIRA et
Eudragit L100 Tamanho de Ae. aegypti 35,37

al., 2022)
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CS/TPP

Zeina NP

Pectina

CS/TPP

CS

PEG

CS

187 nm, PDI de

0,116
Particulas com
160 nm
Particulas com
158 nm
Particulas com
381,6 nm e PDI
0,057
Particulas
esféricas de 40
a 80 nm
eficiéncia de
encapsulacao
de 60%
Particulas com
8 nm e 80 nm
Tamanho de
438 nm,
PDI 0,358,
eficiéncia de
encapsulacao
de 38%
Tamanho de
253 nm,
PDI 0,268,
eficiéncia de
encapsulacao
de 77%
Tamanho de

535 nm,
PDI 0,379,
eficiéncia de
encapsulacao
de 22%

T. ammi
An. stephensi
Laurus
nobilis
Acido A .
e. ae i
Anacardico 2
Cedrus Anopheles
deodara culicifacies
- Ae. aegypti
Geranium
maculatum
Cx. pipiens
Citrus
bergania

13,67

26,51

11,70**

70,00*

66,42

22,63

35,64

38,52

(ZARENEZHAD et
al., 2022)

(PINTO et al., 2021)

(KALA et al., 2020)

(ANAND et al.,

2018)

(GONZALEZ et al.,

2017)
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Tamanho de

239 nm,
PDI 0,198,
PEG . 72,24
eficiéncia de
encapsulacao
de 68%
Particulas com
tamanho de ; (BHAN; MOHAN;
Temefos Cx. 0,16
PEG 129,5 nm _ _ SRIVASTAVA,
) quinquefasciatus
(8% de ativo) 2014)
- Imidaclopride 1,22
Nanoemulsdes
Particulas com
Policaprolactona tamanho de ) _ (DE OLIVEIRA et
) Piper spp. Ae. aegypti 21,26
-triol 129,5 nm e PDI al., 2022)
de 0,197
Artemisia Particulas com _ (OSANLOOQO et al.,
- An. stephensi 13,53
dracunculus 152 nm 2022)
_ Particulas com
Cinnamomum _ (FIROOZIYAN et
) tamanho de 200 — An. stephensi 37,00
zeylanicum al., 2021)
a 400 nm
Carlina acaulis — Distribuigéo 076
6leo essencial monomodal Cx. ’ (PAVELA et al.,
- ) com tamanho quinquefasciatus 2021)
Oxido de carlina 0,89
de 140-145 nm
o ) Particulas de - (SOGAN et al.,
Ricinus communis - An. culicifacies 8,90
114 nm 2018)
36,53
) o Particulas )
Ocimum basilicum _ Cx. (2°instar) (SUNDARARAJAN
esfericas de - ) )
L. quinquefasciatus 38,89 etal., 2018)
200 nm )
(3% instar)
) Tamanho de
Baccharis ) (DA BOTAS et al.,
) ) 92,9 nm, - Ae. aegypti 221,27
reticularia 2017)
PDI1 0,412,
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Potencial zeta
de
-20,4 mV
Tamanho de
136 nm,
PDI 0,728,
D-Limoneno _ 91,25
Potencial zeta
de
-15,4 mV
Tamanho de
31,03 nm, PDI 11,75
de 0,262
Tamanho de
) o Cx. (ANJALI et al.,
Azadirachtaindica 93 nm, PDI de - ) ) 25,99
quinquefasciatus 2012)
0,364
Tamanho de
251 nm, PDI de 62,89

0,211

Nanogéis

o Particulas com Artemisia _ (OSANLOO et al.,
Carboximetilcelulose An. stephensi 6,68
152 nm dracunculus 2022)

*Dado de mortalidade (%), 24 h.

**_Cso em ug/L.

NP, nanoparticula

CS, chitosan (quitosana)

TPP, sodium tripolyphosphate (tripolifosfato de sodio)
PEG, polietilenoglicol

3. CONSIDERACOES FINAIS

Embora existam larvicidas sintéticos com boa performance contra larvas de
mosquitos transmissores de arboviroses, o risco de resisténcia dos insetos a esses
compostos sintéticos, assim como 0s riscos ambientais que algumas classes de pesticidas
apresentam, sugerem a necessidade de buscar novos mecanismos de controle de
mosquitos vetores. O uso de compostos botanicos assim como controle bioldgico surge

como alternativas eficazes, aliado a isso a nanotecnologia ganha destaque, por ser capaz

o1



de formar um novo material com propriedades diferentes, melhorando perfil de
biodisponibilidade, solubilidade, estabilidade, protecdo contra degradacdo dos ativos,
liberacdo controlada e assim possivel reducdo da toxicidade. Desse modo, nanomateriais
podem ser desenvolvidos unindo diferentes mecanismos de controle, encapsulando ativos
naturais, sintéticos e suas combinacgdes, assim como também é possivel realizar
encapsulamentos de microorganismo auxiliando a atividade do controle bioldgico. A
nanoencapsulacdo de compostos quimicos torna-se uma alternativa para a reducdo da
concentracdo e aplicacdo desses compostos. Sistemas baseados em produtos
biodegradaveis é uma proposta ecologicamente interessante, ainda assim seus impactos
devem ser avaliados, contudo, sistemas nanoestruturados, mesmo que formulados a partir
de compostos biodegradaveis, devem ser avaliados quando sua persisténcia no ambiente
e ecotoxicidade em organismos nao-alvo, o escalonamento desses sistemas pode avaliar
sua viabilidade. Embora testes de caracterizacdo e toxicidade devam ser realizados, o uso
da nanotecnologia apresenta boas perspectivas para aplicagdo como larvicidas, auxiliando

no combate ao vetor de arboviroses.
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CAPITULO 2

NANOLARVICIDAS A BASE DE LIGNINA CONTENDO OLEO DE NEEM COMO
UMA ALTERNATIVA DE BAIXA TOXICIDADE PARA CONTROLE DE
PROPAGACAO DO MOSQUITO Aedes aegypti

RESUMO

O aumento nos casos de arboviroses, tais como febre amarela, dengue, chikungunya e a
zika, que possuem o mosquito Aedes aegypti como principal vetor, infectam milhares de
pessoas anualmente, causando sequelas e podendo levar pacientes a Obito. Entre as
alternativas para controle do vetor, encontra-se a classe de larvicidas, porém o uso
excessivo e indiscriminado de produtos sintéticos tem gerado resisténcia juntamente com
efeitos prejudiciais ao ambiente e saude humana. Neste cenario foi proposto uma
formulacdo larvicida, nesse estudo preparamos e caracterizamos nanocapsulas de lignina
contendo 6leo de neem (Azadirachta indica), a média das analises demonstraram boa
estabilidade para o periodo de 120 dias, apresentando distribuicdo de tamanho de 172 +
5 nm, indice de polidispersao 0,132 +0,01 e potencial zeta -46 + 2 mV. Foi observado um
aumento significativo da toxicidade em ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade
proporcionais ao aumento da concentracdo dos larvicidas encapsulados. Os ensaios
indicaram baixa toxicidade para organismos ndo-alvo (Daphnia magna, Danio rerio,
Chironomus riparius e Caenorhabditis elegans). A atividade bioldgica estudada em larvas
de Aedes aegypti descreveu ClLsp em 3000 mg/L. Tais resultados podem estar
relacionados a composicao variada do 6leo de neem usado em teste, além disso o perfil
de liberacdo pode ndo ter sido compativel ao tempo de exposicdo durante os ensaios de
atividade, visto que no decorrer do ensaio de liberacdo foi quantificado 64% apenas apds
120 horas. Estudos complementares e modificages na formulacdo podem tornar esse

sistema uma alternativa para uso em larvicidas.

Keywords: Azadirachta indica; ecotoxicidade; Aedes aegypti, larvicida, nanotecnologia.
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1. INTRODUCAO

Dengue, zika e chikungunya sdo arbovirus emergentes que possuem Aedes
aegypti como vetor e causam condicdo febril aguda, apesar da baixa mortalidade
associada a arboviroses, a alta morbidade gera a consequente sobrecarga de recursos nos
servicos de saude , ainda mais com o grande nimero de casos infectados gerados pela
expansdo geografica ao longo do tempo, e ocorréncia de complicacBes neuroldgicas
graves, principalmente associados a infecgdo por zika (encefalite, mielite, meningite,
sindrome de Guillain-Barré e mas formas congénitas, como microcefalia) (PUCCIONI-
SOHLER et al., 2017; WILDER-SMITH et al., 2017b).

Diversas estratégias sdo utilizadas para assegurar protecdo contra mosquitos
vetores de doencas, sendo fundamental a destruicdo de criadouros e reducdo do contato
entre homem e vetor, com a utilizacdo de telas e repelentes (BALDACCHINO et al.,
2015) Ainda sim o combate ao mosquito exige acdes mais complexas como a utilizacdo
de vacinas para protegio contra febre amarela (JACOME et al., 2019), distribuicio
publica da vacina para protecdo contra dengue (SILVA et al., 2019) e controle quimico
envolvendo o uso de inseticidas, ovicidas e larvicidas.(BALDACCHINO et al., 2015).

A classe de larvicidas ganha destaque por impedir que as larvas e pupas tornem-
se mosquitos adultos, transmissores de patdgenos, aliado ao fato de que as larvas possuem
uma facilidade de manejo por encontrar-se em aguas estagnadas (CHELLAPPANDIAN
etal., 2018).

No entanto, existem riscos ao meio ambiente, animais e humanos ao introduzir
compostos sintéticos em corpos d’agua, desse modo, é essencial avaliar os potenciais
impactos que cada formulacdo pode causar ao ambiente, sendo assim 0 uso de espécies-
chaves pode fornecer dados para compreender o0 mecanismo de interacdo das formulacdes
larvicidas com organismo ndo-alvo no ambiente (AL-MEKHLAFI et al., 2021).

O uso excessivo de agentes quimicos sintéticos na agricultura e controle de
arboviroses e gerou problemas para o ser humano, meio ambiente e todo o ecossistema.
A dificuldade atual esta relacionada a resisténcia fisiol6gica dos vetores, sendo assim
necessario novas tecnologias capazes de controlar os vetores (SHADRACH et al.,2018).
(ABE et al., 2019; DONG et al., 2019; MOE et al., 2019). (FOTAKIS et al., 2020).

O uso de nanoparticulas torna-se uma alternativa promissora para controle de
vetores, uma vez que através desses sistemas é possivel fornecer protecdo desses
compostos de uma degradacédo, aliado liberacdo modificada sendo possivel reduzir a
quantidade de ativo, diminuindo os riscos de gerar resisténcia ou toxicidade a organismos
ndo-alvo (BENELLI et al., 2018; CAMPOS et al., 2020).
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O uso de lignina em nanoformulacdes gera a possibilidade de formulacdes
ambientalmente sustentaveis, pois este biopolimero é um subproduto agricola de baixo
valor agregado (PEREIRA et al., 2022) possui diversas funcionalidades conforme seus
grupos funcionais, aliado ao fato de ser biodegradavel (SCHNEIDER; DILLON;
CAMASSOLA, 2021).

Aliado a isso, 0 uso de substancias naturais apresenta beneficios, uma vez que tais
compostos apresentam diversas propriedades devido a complexidade de sua composi¢do
(muitas vezes derivados do metabolismo secundéario de plantas). Esses produtos ainda
apresentam baixa persisténcia no ambiente e em muitos casos, apresentam menor
toxicidade para organismos ndo-alvo em relagdo aos compostos sintéticos (SOGAN et
al., 2018b).

O 6leo de neem, obtidos a partir de sementes de Azadirachta indica (pertencente
a familia Meliaceae) contém aleloguimicos, como azadirachtina, nimbin e salannim, que
perturbam os processos fisiolégicos do inseto e interrompem seu desenvolvimento, sendo
este um popular pesticida por apresentar eficicia, seguranca, ser biodegradavel,
apresentar acdo antifangico e antioxidante (KALA et al., 2019). Azadirachta indica tem
reconhecidos efeitos contra A. Gambiae, A. Aegypti, C. Quinquefasciatus
(CHANDRAMOHAN et al., 2016; MURUGAN et al., 2011; SHARMA; MOHAN;
SRIVASTAVA, 2009; WACHIRA et al., 2014).

Diante desse cenario, o presente trabalho descreve a preparacdo e caracterizagao
de nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico contendo 6leo de neem, para um possivel
uso como larvicida. Também foram avaliados perfil citotoxico e genotoxico, assim como
a avaliacdo da ecotoxicidade com estudo em organismos ndo-alvo e atividade biol6gica
em organismo alvo, larvas de Aedes aegypti. Sendo o objetivo obter uma formulacdo com

menor impacto ao meio ambiente e satde humana.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

Lignina foi adquirida da Sigma-Aldrich. O éleo de neem (Azamax) contendo 12
g/mL de azadiractina foi adquirido da UPL Brasil. Cloroformio foi obtida Labsynth
(Diadema, Séo Paulo, Brasil). Myritol liquido foi adquirido da BASF. A linhagem celular
HaCaT (queratindcitos humanos) foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro
(Duque de Caxias, Brasil). As sementes de Allium cepa foram adquiridas da Isla sementes
(empresa brasileira). Cordas de ovos de Chironomus riparius, ovos de Danio rerio e

Daphnia magna foram coletadas de culturas de laboratorio estabelecidas na Universidade
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de Aveiro, Portugal. As cepas Caenorhabditis elegans foram adquiridas do Caenorhabitis
Genetics Center, Minnesota, EUA. Larvas de Aedes aegypti linhagem Rockfeller e
colonizados no Laboratério de Genbmica funcional & Microbiologia de
Vetores/[LACEM.

2.2 Preparo e caracterizagdo das nanocépsulas
2.2.1 Preparo das nanocapsulas de lignina

As nanocapsulas de lignina foram preparadas em temperatura ambiente e com
adaptacdes conforme o método de extracdo de solvente descrito por (SCHNEIDER,;
DILLON; CAMASSOLA, 2021). Sendo assim, o método utilizado consistiu em preparar
inicialmente a fase organica, constituida por 1% do lipidio myritol e 0 3% do ativo 6leo
de neem diluidos em cloroférmio. Na sequéncia esta fase organica foi misturada
mecanicamente através de turrax (14.000 rpm) com a fase aquosa, constituida por
5mg/mL de lignina dissolvida em &gua. As formulagdes foram rotaevaporadas ao volume
final de 25 mL, sendo a concentracao final de 6leo de neem 3% (m/v), como descrito por
Gott et al. (2014).

2.2.2 Caracterizacdo fisico-quimica das nanocépsulas

A distribuicdo do tamanho médio e o indice de polidispersidade das nanocapsulas
foram determinados pela técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS). O potencial
zeta foi definido pelo método de microeletroforese. analises foram realizadas usando um
sistema ZetaSizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Reino Unido) em um angulo fixo de
90° e 25°C, apds diluicdo das amostras em agua deionizada (Milli-Q). Todas as medidas
foram realizadas em triplicata em um intervalo de 0,7,15,30,60,90 e 120 dias.

A morfologia das nanoparticulas foi examinada por microscopia forca atbmica
(MFA, Agilent 5500 AFM/SPM). Para as andlises de AFM as suspensfes de
nanoparticulas foram diluidas 15.000 vezes e gotejadas sobre uma placa de silicio. Apds
secagem das amostras, as anélises foram realizadas em um microscopio de forga atbmica
com modo de ndo-contato. As amostras foram analisadas com cantilever TapAl-G
(BudgetSensors®, Bulgaria) com uma taxa de varredura de 90 Hz. As imagens foram

tratadas pelo software Gwyddion.

2.2.3 Eficiéncia de encapsulagéo

A eficiéncia de encapsulagdo do 0leo de neem nas nanocépsulas de lignina foi
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quantificada pelo método de ultrafiltracdo/centrifugacdo, com andlise em
espectrofotometro UV-Vis (Cary 50, Varian). As amostras foram centrifugadas usando
ultrafiltro de celulose regenerada Microcon 10 kDa (Millipore), que permitiram apenas a
passagem do neem nédo encapsulado. A faixa de concentracdo da curva analitica foi de 10
a 100 ug/mL, em um comprimento de onda de 226 nm. Curva Analitica y= 0,007300%*x-
0,0272; R=0,999; Limite de Detecc¢éo 2,30 pg/mL; Limite de Quantificacdo 7,68 pg/mL.

2.2.4 Cinética de liberacéo in vitro

A cinética de liberacdo in vitro foi avaliada empregando sistemas de dois
compartimentos, os quais foram separados por uma membrana de acetato de celulose com
poro de exclusdo de 1 kDa (Millipore ®). Um mL das diferentes formulacbes foi
adicionado no compartimento doador enquanto o compartimento receptor foi preenchido
com agua em condicdo de diluicdo sink. Em tempos pré-determinados aliquotas foram
retiradas e a concentracdo dos ativos liberado foi quantificado por anélise em
espectrofotdmetro UV-Vis (Cary 50, Varian). O mecanismo de liberagdo dos ativos a
partir das nanoparticulas foi avaliado a partir dos modelos matematicos de ordem zero,
Higuchi e Korsmeyer-Peppas (COSTA; LOBO, 2001).

2.3 Avaliagéo da citotoxicidade e genotoxicidade

Os ensaios de toxicidade foram realizados com sistemas contendo nanocapsulas
com 0leo de neem, bem como nanocépsulas controle sem 6leo de neem e para realizar
uma comparagdo com o 6leo de neem, devido a sua baixa solubilidade, foi preparada uma
emulsdo. No entanto, cabe ressaltar que uma emulsdo também é um sistema carreador,
no entanto esta é a Unica opcao de comparacao a ser realizada. Desta forma, os resultados
a serem encontrados com a emulsdo de neem, ndo necessariamente sdo o reflexo apenas
do 6leo e sim do sistema como um todo. Tal estratégia ja foi publicada previamente em
outros estudos (PLACZEK et al., 2019; ROGERIO et al., 2022).

2.3.1 Viabilidade celular de acordo com a atividade mitocondrial (teste MTT)

Os ensaios foram realizados com linhagem celulares de queratinécitos (HaCaT).
Inicialmente, as células foram plaqueadas em placas de 96 pogos numa densidade de 1 x
10* células, e incubadas a 37 °C, a 5% CO2 por 24 horas. Apoés este periodo o meio foi
removido e substituido por meio fresco (200 pL) contendo MTT (brometo de 3-[4,5-
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dimetil-tiazol-2-il]- 2,5-difeniltetrazélio) (20 pL, 5mg.mL?) e a placa foi incubada por 4
horas (37°C, 5% CO2). Imediatamente apds a incubagdo, o sobrenadante foi removido,
os cristais de formazan foram dissolvidos com 0,1M HCI em isopropanol e a absorbancia
foi medida usando leitor de placa(SpectraMax M5) a 570 nm. A viabilidade celular foi
calculada de acordo com a Equacao 1.

% Viabilidade = (AbSamostra/ AbScontrote) X 100 (Equacdo 1).
onde AbSymostra € AbScontrole Fepresentam a absorbancia da cultura celular na presenca e

na auséncia de tratamento, respectivamente. Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.3.2 Genotoxicidade usando ensaio cometa

O ensaio cometa foi realizado de acordo com metodologia adaptada de Singh et
al. (1988). Apobs exposicdo de 1 hora, as células foram homogeneizadas com agarose de
baixo ponto de fusdo a 0,8% e aplicadas em laminas recobertas com agarose comum a
1,5%, as quais foramcobertas com laminulas e refrigeradas por 10 minutos, apos a
solidificacdo as laminas passaram por solugéo de lise por 1 hora, e corrida de eletroforese
por 20 minutos (22V, 10W e 300mA), seguidasde colora¢do cm prata por 35 minutos. As
laminas foram preparadas em triplicatas. A analise das laminas foi realizada por “scoring
visual” classificando-se os danos em categorias de 0 a 4. Foram analisadas aleatoriamente
cerca de 100 células por lamina em microscépio 6tico (aumento 40x). O indice de danos
(ID) foi obtido conforme pela Equacéo 2.

indice de Danos = Total de dano observado/ Total de células analisadas (Equago 2)

2.3.3 Ensaio de aberrag6es cromossdmicas em Allium cepa

Inicialmente, sementes de Allium cepa foram colocadas para germinar e ao
atingirem dois centimetros, as raizes foram expostas por 24 horas. Apos esse periodo, as
raizes foram fixadas com Carnoy - alcool etilico e acido acético (3:1 v:v) e mantidas em
geladeira por 24 horas. Em seguida, foram submetidas a hidrolise com acido cloridrico
(1M) em banho-maria a 60 °C por 9 minutos e coradas com reativo de Schiff, por 2 horas,
na auséncia de luz. As laminas foram preparadas cortando-se a regido meristematica das
raizes, corando com Carmim acético 2% e esmagando sob a laminula. Para as anélises
foram realizadas contagem de cerca de 1000 células por raiz, considerando as fases da
divisdo celular e as alteragcdes cromossdmicas presentes nessas fases. Para a obtengdo dos
indices Mitético (IM) (Equacdo 3) e indice de Alteracdes (I1A) (Equagio 4) e ambos 0s

pardmetros relativos ao controle negativo (Equacdes 5 e 6).
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IM= Total de células em diviséo / Total de células contadas (Equacéo 3)
IA= Total de alteragBes encontradas/ Total de células em divisdo (Equagéo 4)
IM rel= IM do tratamento/ IM do controle negativo (Equacéo 5)

IA rel = 1A do tratamento/ 1A do controle negativo (Equacéo 6)

2.4 Avaliacdo da toxicidade em organismos ndo-alvo
2.4.1 Crustaceo Daphnia magna

Um teste de imobilizacdo aguda foi realizado de acordo com a diretriz da
Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico - OECD 202 (OECD,
2004). Em cada repeticéo, cinco neonatos foram expostos em tubos de ensaio de 10 mL,
em um total de cinco repeti¢cdes por concentragao/tratamento de controle, em uma faixa
de concentrac@es de larvicidas durante 48 horas sem alimentos e sob condicdes de cultura.
Um controle negativo apenas com American Society for Testing and Materials (ASTM)
também foi configurado. A mortalidade foi registrada em 24 e 48 horas, considerados
mortos quando, agitando suavemente o frasco de teste, nenhum movimentode natacao for

visivel.

2.4.2 Embrides Peixe-zebra Danio rerio

O teste de toxicidade aguda de embrides de peixes (FET) foi realizado seguindo a
diretriz OECD 236 (OECD, 2013) e a metodologia descrita por Lammer et al., (2009),
com adaptacdo. Os ovos foram coletados dentro de 30 minutos ap6s oacasalamento
natural de peixes adultos, lavados em Fish System Water (FSW) e selecionados usando
um estereomicroscopio (Stereoscopic Zoom Microscope-SMZ 1500, Nikon Corporation)
para excluir ovos ndo fertilizados, embrides feridos, embriGescom irregularidades durante
a clivagem ou ovos opacos. O teste foi realizado em placasde Petri com 50 mm de
diametro por 96 horas em condi¢des de cultura, contendo ~ 15 mL de cada concentracao
dos larvicidas; com 10 ovos por repeticdo em um total de trés réplicas, 30 ovos por
tratamento. Um controle negativo apenas com FSW também foi configurado. A mortalidade
(falta de batimento cardiaco e embriGes coagulados) e o sucesso da eclosdo foram
verificados a cada 24 horas durante a duracdo do teste. Malformac6es morfoldgicas dos
embrides e larvas, como nédo desprendimento da cauda,auséncia de formacao de somitos
e presenca de edema, tambem foram acompanhadas. Asporcentagens de mortalidade,

eclosdo e desenvolvimento anormal foram calculadas ao final do teste (96 horas).
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2.4.3 Mosquito Chironomus riparius

O teste agudo de imobilizagdo em Chironomus riparius foi realizado seguindo a
diretriz OCDE 235 (OECD, 2011). As culturas foram mantidas a 20 £ 2 °C com
fotoperiodo de 16:8 horas claro/escuro, caixa de acrilico, com as larvas em recipientes
plasticos com 1-2 cm de areia fina inorganica (queimada a 500 °C durante 4 horas) e
meio de American Society for Testing and Materials (ASTM) na proporgéo de 1:4. O
meio foi aerado, trocados a cada semana e 0s organismos foram alimentados trés vezes
por semana com Tetramin® macerado (TetraWerk, Melle, Alemanha). Os ovos de
Chironomus riparius foram separadas para acompanhar garantir a idade correta das
larvas. Para o teste cinco larvas do primeiro instar com <24 horas foram adicionadas por
concentragdo/repeticdo. A mortalidade foi registrada em 24 e 48 horas, considerados
mortos quando, agitando suavemente o frasco de teste, nenhum movimentode natacao for

visivel.

2.4.4 Neomatddeo Caenorhabditis elegans

A cepa N2 (Tipo selvagem) de C. elegans mantida em placas contendo o meio
NGM (nematode growth média) enriquecido com sais e bactérias E. coli OP50, a 20°C
foram utilizadas para a sincronizagdo dos nematdides, aonde estes foram lisados com uma
solucéo de lise (NaOCI 1%, 0,25 M NaOH) para a obtencdo dos ovos. Os ovos foram
lavados e em seguida foram incubados em placas contendo o tampdo M9 (0,02 M
KH,PO,, Na,HPO, 0,04M, NaCl 0,08M e MgSO, 0,001M) sem bactéria por 14 horas,
até a eclosdo das larvas em estagio L1. Os vermes em estagio L1 foram expostos de
maneira cronica as concentragdes de 0,15, 0,3, 0,9, 1,5 e 3mg/mL das formulacdes por
48 horas em meio NGM com E. Coli OP50. Apds 48 horas da exposicdo foi avaliada a
taxa de sobrevivéncia dos animais tratados em relagdo ao grupo controle. A populacdo de
vermes foi estimada através da contagem de uma éarea delimitada por quadrantes,
utilizando o estereomicroscopio. Os resultados da contagem de animais sobreviventes
foram normalizados pelo total de vermes do controle para determinar a taxa de
sobrevivéncia. O numero de animais vivos por tratamento foi normalizado pela
porcentagem de controle e esses valores foram usados em uma regresséo linear-sigmoidal
dose-resposta para construir uma curva de sobrevivéncia. Todos os experimentos foram
realizados trés experimentos independentes em duplicatas.

Os vermes tratados que atingirem o estagio L4 foram coletados e lavados para

retirar o excesso de bactéria e em seguida foram colocados em laminas de microscopio e
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resfriados a -20 °C para paralisa-los. A area corporal dos vermes foi medida com o auxilio
do software ImageJ (Madison, W1, EUA). Os valores obtidos foram normalizados para
porcentagem em relagéo ao grupo controle e utilizados na andlise estatistica. O ensaio foi

realizado em trés experimentos independentes.

2.5 Atividade bioldgica
2.5.1 Atividade larvicida em larvas de Aedes aegypti

Os testes de atividade larvicida foram realizados seguindo o protocolo das
Diretrizes para testes de laboratdério e de campo de larvicidas de mosquitos (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2005). Estes ensaios foram realizados em camaras com
ambiente controlado, mantendo os padrfes de temperatura de 28 +1 °C, com umidade de
80 +5% e fotoperiodo de 12 horas claro/12 horas escuro. Os experimentos ocorreram no
Laboratorio de Genémica Funcional & Microbiologia de Vetores (Vectomics) localizados
na UNESP de Botucatu em colaboracdo com o grupo do Dr. Jayme Souza Neto
(Unesp/Botucatu).

Em cada réplica dos experimentos, foram utilizadas 25 larvas de Aedes aegypti
de 3° Instar tardio em copos plasticos contendo 100 mL de 4gua deionizada e os produtos
testados. A mortalidade larval foi avaliada em 24, 48 e 72 horas ap6s a aplicacdo dos
produtos. As concentracdes dos produtos avaliadas foram de 500, 1000, 1500, 2000, 2500
e 3000 mg/L em 4 réplicas. O grupo controle negativo, contendo apenas as larvas e a
agua, também foi incluso.

Durante os experimentos, algumas larvas foram coletadas e colocadas em
l&aminas de microscdpio para registrar Imagens. As ldminas foram fotografadas usando o
estereomicroscopio optico SteREO Discovery.V12 (Zeiss, Alemanhd) contendo uma
camera acoplada Axiocam 503 color com o auxilio do software ZEN 2 lite. Para as
fotografias de fluorescéncia foi utilizado o equipamento Light Source LQ-HXP 120 -
Leistungselektronik Jena GmbH com o auxilio de um filtro para captar o fluoréforo ds-
RED, as nanocépsulas foram sintetizadas com marcacdo fluorescente, realizada como
descrito no item 2.2.1, sendo que adicionado o fluor6foro rodamina-PE (0,1% m/m

relativo ao polimero) ao 6leo de nem e posteriormente adicionado na solucdo de lignina.

2.6 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism v. 6,
utilizando ANOVA de duas vias seguida do teste post-hoc de Tukey, com nivel de
significancia de p < 0,05.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao fisico-quimica das nanocgpsulas de lignina

Suspensdes aquosas de nanoparticulas poliméricas apresentam boa eficicia para
entrega controlada de farmacos, e podem ser formuladas a partir do processo de
evaporacdo do solvente (WURM; WEISS, 2014), desse modo, com as adaptacdes na
metodologia de preparo é possivel formular nanocépsulas de parede polimérica
(utilizando o biopolimero lignina) contendo um nucleo de 6leo (6leo de neem).

Os parametros fisico-quimicos foram analisados ao longo de 120 dias (0, 7, 15,
30, 60, 90 e 120 dias). A média dos diametros medios (nm) destas formulacGes de NPNL
encapsuladas com 6leo de neem 3% nos respectivos periodos foram: 173 £ 3 nm; 169 £3
nm; 171 £ 2 nm; 174 £ 2 nm, 183 £ 3 nm, 171 + 2 nm, e 164 + 1 nm (Figura 1B).
Analisando-se os dados apresentados as variagdes observadas ndo foram significativas e
tais resultados corroboramcom os dados apresentados por Andeme Ela et al. (2020), que
obteve estabilidade de 8 meses em suas formulagdes, com didmetro médio de 242 + 33
nm, tais formulacdes apresentam caracteristicas de preparo similares e contém lignina
kraft como polimero para nanocéapsulas contendo o fungicida propiconazol.

Da mesma maneira o indice de polidispersdo (PDI) e o potencial zeta (PZ) foram
analisados. Os valores de PDI foram, respectivamente, 0,119 + 0,03; 0,143 + 0,01;
0,136 + 0,01; 0,143 + 0,03; 0,134 + 0,01; 0,136 + 0,01 e 0,118 £ 0,02 (Figura 1C). Foi
possivel observar os valores baixos de PDI (inferior a 0,2) indicando a homogeneidade
das formulacgdes. Os valores de potencial zeta (PZ mV) foram respectivamente, -43,1 +
2,3mV, -47,7+54mV, -43,8 £4,13 mV, -48,3 £ 2,61 mV, -46,3 + 3,35 mV, -50,3 *
345 mV e -444 = 3,33 mV, destaca-se que ndo ocorreu alteracoes significativas
nesses valores em fungdo do tempo (Figura 1D).

A carga negativa observada no potencial zeta ocorre provavelmente devido a
adsorcdo de ions hidroxila nasuperficie das nanocapsulas quando a superficie hidrofébica
das nanocapsulas de lignina estd em contato com a agua. O alto potencial zeta negativo,
induz repulsdo elétrica entre as particulas, impedindo agregacdo e estabilizando a
formulacéo, sendo que valores em torno de — 40 mV foram relatados anteriormente em
alguns tipos de nanoparticulas de lignina (LIEVONEN et al., 2016).

O pH também foi um dos pardmetros analisados, sendo que o valor médio do
periodo de 120 dias para a formulagdo com combinacgdo de ativos foi de 7,9 + 0,09,
sendo assim n&do foram observadas alteragdes significativas em funcéo do tempo.

A emulsdo desenvolvida nesse trabalho foi caracterizada inicialmente com

diametro médio de 210 £ 2 nm, indice de polidispersédo 0,383 + 0,05 e potencial zeta -
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39,2+0,5 mV. Porém ao passar 15 dias mostrou-se instavel, com sinais de separagéo de
fase e o resultado das anélises mudou para diametro médio de1828 + 480 nm, indice de
polidispersdo 1 + 0,01 e potencial zeta -16,3 + 4 mV. Embora emulséo também seja um
sistema carreador promissor, nesse trabalho ndo mostrou boa estabilidade e
desempenho.

Figura 1: Analise fisico-quimica das formulagGes ao longo de 120 dias (0,7, 15, 30, 60 e
120 dias) atraveés de metodos Microscopia de Forca Atdmica (A) Dynamic Light
Scattering (DLS) (B e C) e Microeletroforese (D). Nanocépsulas poliméricas de ndcleo

lipidico sem ativos (NPNL_CONTROL) e contendo 6leo de neem 3% (NPNL_NEEM).
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A morfologia das nanocapsulas foi analisada por Microscopia de Forca Atémica
(AFM), Easy Scan 2 Basic BT02217-Nanosurf. Através desta analise foi possivel
observar a morfologia esférica dos NPNLs (Figura 1A), os nanocarreadores de lignina
preparados por Mattinen et al. (2018) tambem apresentaram o mesmo perfil em anélise
de AFM, obtendo alteracdes na superficie das nanoparticulas conforme aplicacdo de
revestimentos. A morfologia também corrobora com ao dados de Li et al. (2016), que
analisou nanoparticulas de lignina pelas técnicas de microscopia eletrbnica de

transmissdo (TEM), microscopia eletronica de varredura (SEM), microscopia de forga
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atdbmica (AFM), descrevendo a morfologia oca das particulas que possibilita o
encapsulamento de ativos.

Atraveés do software Gwyddion foi determinado o tamanho da NPNL com 6leo de
neem, foi obtido o didmetro médio de 122 + 53 nm em uma analisede 49 particulas,
indicado na Figura 1A. Neste caso, o tamanho foi menor quando comparamos com
medidas de DLS (figura 1B) devido as condi¢gdes da amostra, pois a analise de AFM ¢é
feita na amostra seca sobre uma superficie de silicio.

A eficiéncia de encapsulamento foi calculada inicialmente pela subtracéo do valor
de background da lignina e pela diferenca entre a quantidade de dleo inicialmente
adicionada e a quantidade obtida no filtrado. A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi
avaliada ao longo de 0, 7, 15, 30, 60, 90 e 120 dias, sendo os valores de EE (%) do 6leo
de neem foi de 99 + 0,21%; 98,3 + 0,08%; 98,2 + 0,49%; 97,9 + 0,3%; 97,7 £ 0,15% e
96,9 + 0,15% respectivamente (Tabela 1S).

O perfil da eficiéncia de encapsulacédo reduzindo em funcdo do tempo demonstra
a liberacdodos 6leos das nanocapsulas para 0 meio, ainda assim é possivel prever boa
estabilidade de prateleira para o periodo estudado. Pascoli et al. (2020) encapsulou 6leo
de neem em nanoparticulas de zeina com eficiéncia de encapsulacdo e 86 + 0,5 % com
uma diminuicdo gradativa para 64 * 0,6 % ap6s 90 dias, indicando a liberagdo do 6leo
ao longo do tempo.

3.2 Cinética de liberacéo in vitro

A caracterizadas em relacdo ao perfil de liberacdo dos larvicidas, realizados de
acordo com Lai et al. (2006), com modificacdes. A quantidade de larvicida liberado foi
quantificada através de espectrofotdmetro UV-Vis (Cary 50, Varian), sendo os resultados
expressos em porcentagem. Os ensaios foram realizados a 25 °C (Figura 2) em triplicata.
O ensaio de liberacdo teve duracdo de 5 dia, alcangcando 120 horas, visando assim
estipularo comportamento das nanocapsulas em contato com a agua e em funcdo do
tempo.

E visivel que o encapsulamento dos ativos auxiliou na reducio da liberagdo em
relacdo as emulsdes, de modo que a formulacdo emulsdo de neem alcangou 100% da

liberacdo enquanto as nanocapsulas atingiram 64 % de liberacao.

64



Figura 2: Ensaio de liberacéo das nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico contendo
6leo de neem 3% (NPNL_NEEM) e emulsdo de neem 3% (EM_NEEM). Ensaio
realizado a 25°C.
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Para avaliar o perfil de dissolucdo/liberacdo foram utilizadas modelagens
baseadas em diferentes modelos mateméticos de Ordem Zero, Primeira Ordem, Higuchi
e Korsmeyer-Peppas. Com base nos valores de coeficiente linear (r?) apresentados, 0
modelo designado por Higuchi foi o que melhor descreveu a liberacéo das nanocapsulas
com o0leo de neem. Por outro lado, emulsdo de 6leo de neem foi mais bem descrita por
Korsmeyer-Peppas, conforme visto na tabela 2S do material suplementar.

O modelo Higuchi descreve que a liberagdo ocorre por difusdo, seguindo a lei de
Fick, o modelo Korsmeyer-Peppas, que melhor se adaptou a liberacdo do 6leo de neem
em emulsdo, apresenta o valor do expoente de liberacdo (n) indicando transporte
supercaso I, pois n > 1(COSTA; SOUSA LOBO, 2001). O modelo Higuchi também
descreveu a liberacdo em agua de azadiractina encapsulada em granulos de alginato, no
estudo de Flores-Céspedes et al. (2015) .

3.3 Avaliacédo da citotoxicidade e genotoxicidade

3.3.1 Viabilidade celular de acordo com a atividade mitocondrial

Ensaios de citotoxicidade s&o essenciais para detectar possiveis efeitos a estrutura,
propriedades, proliferacio e sobrevivéncia celular (AVALOS-SOTO et al., 2014). Desse
modo ao estudar interacdo das nanocépsulas contendo 6leo de neem em células HaCaT
(queratindcitos humanos), pode-se estimar a reacao celular a uma exposi¢do ao composto.

A viabilidade das células expostas a lignina e nanocapsulas controle (sem 6leo)
ndo demonstraram toxicidade significativa com o aumento da concentracdo, sendo que a
lignina apresentou 86 + 4 % da viabilidade celular na maior concentragdo testada,

enquanto nanocapsulas controle foi 96 + 8 %, esse resultado era esperado visto que a
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lignina é amplamente estudada para produtos farmacéuticos e assim demonstra ter seu
uso seguro para humanos (SCHNEIDER; DILLON; CAMASSOLA, 2021).

Com o aumento da concentracgdo ocorreu a diminuicdo da viabilidade das células
expostas as formulacdes com neem sendo 43 + 3 % para nanocapsulas de neem e 44 +

3% para emulsdo neem na ultima concentracdo testada, conforme é visto na figura 3.

Figura 3: A porcentagem de viabilidade celular da linhagem celular HaCaT determinada
pelo ensaio MTT apds sua exposicdo a lignina, nanocapsulas poliméricas de nucleo
lipidico sem ativos (NPNL_CONTROL), nanocépsulas poliméricas de nucleo lipidico

contendo 6leo de neem 3% (NPNL_NEEM), emulséo de neem 3 % (EM_NEEM).
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Um dos fatores que podem ter influenciado na baixa viabilidade celular
demonstrada nas formulacdes com 6leo de neem é que este possui outros fitoconstituintes
além da azadiractina, sendo assim o resultado pode ter sido obtido pela interacéo entre os
demais componentes do 6leo (ISLAS et al., 2020; THAKUR; KUMAR; KUMAR, 2019).

Resultado semelhante é descrito por Pasquoto-Stigliane et al. (2017) em
nanocapsulas de poli(e-caprolactona) carregadas com 0leo de neem apresentaram
viabilidade celular inferior a 50% em células HaCaT conforme concentracdo superior a
4mg/mL. O estudo de Manca et al., (2021) com formulagdes contendo 1, 10 e 20 ug/mL
de 6leo de neem demonstrou maior viabilidade de queratindcitos e fibroblastos quando
carregadas hialurossomos de argan, disperséo, lipossomas e lipossomas de argan também
foram testado apresentando viabilidade superior a 70 %.

Por outro lado, é conhecida as limitacOes dessa técnica, de forma que diversos
fatores podem interferir nos resultados, desse modo é crucial avaliar por outras técnicas
em in vitro e em in vivo (GANAPATHY-KANNIAPPAN et al., 2010; GHASEMI et al.,
2021; JOHNO; TAKAHASHI; KITAMURA, 2010).
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3.3.2 Genotoxicidade usando ensaio cometa

A genotoxicidade pode ser determinada pelo ensaio cometa baseando-se na
anélise da migracdo do DNA fragmentado, pois este migra mais rapidamente sob
eletroforese através de uma matriz de agarose, quando comparado ao DNA gue nao sofreu
danos. Por ser uma andlise individual das células, pode-se observar as caracteristicas
adquiridas apos exposi¢do (CORDELLI; BIGNAMI; PACCHIEROTTI, 2021).

A Figura 4 representa os resultados obtidos em ensaio cometa com células HaCaT.
A exposicdo das formulacGes gerou diferenca significativa, comparada ao controle,
apenas na formulacdo emulsdo com dleo de neem a 0,5 mg/mL, conforme nivel de
significancia de P < 0,05 (two-way ANOVA). As demais formulagdes apresentaram
indice de dano relativo superior ao demonstrado pelo controle, mas sem diferenca

significativa.

Figura 4: indice de dano celular em células HaCaT determinadas pelo ensaio cometa
apos sua exposicao Lignina, nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico sem ativos
(NPNL_CONTROL), nanocéapsulas poliméricas de nucleo lipidico contendo 6leo de
neem 3% (NPNL_NEEM), emulsdo de neem 3 % (EM_NEEM). Nivel de significancia
de P <0,05 (two-way ANOVA) onde a diferenca significativa em relacdo ao controle é
representada por *.
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Ao avaliar os efeitos de nanoemulsdo preparada com 0leo de neem e Tween 20,
em linfocitos humanos, Jerobin et al., (2015) observou um aumento da genotoxicidade

em concentracOes superiores a 2 mg/mL, enquanto concentracGes inferiores néo
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indicaram toxicidade.

No trabalho de Gastelbondo-Pastrana et al. (2019), foi realizado ensaio cometa
afim de avaliar os danos a0 DNA em células do intestino e ovario de Ceraeochrysa claveri
(inseto utilizado como indicador de genotoxicidade) apds exposi¢cdo Azamax™, produto
comercial a base de 6leo de neem. Os resultados indicaram que as células foram sensiveis
a exposicao ao Azamax™ com um aumento significativo de dano ao DNA.

Embora tenha divergéncias quanto a seguranca de produtos a base de neem, é
reportado seus beneficios a saude humana (ISLAS et al., 2020). Estudos demonstram
potencial anticarcinogénico (KASHIF; KIM; KIM, 2018; MOGA et al., 2018), uso em
formulacdo tdpica para atividade anti-inflamatoria e cicatrizante (BANERJEE et al.,
2021), propriedades antimicrobiana e antifangica (ALI et al., 2021).

Estudos indicam boa compatibilidade e seguranca em scaffolds contendo éleo de
neem desenvolvidos para engenharia de tecidos (JAGANATHAN et al., 2020), ndo
apresentando toxicidade em células vermelhas do sangue (RBC), células de fibroblastos
humanos (HDF) e em ensaios hemoliticos (JAGANATHAN et al., 2018).

Portanto caracterizacdes complementares sdo essenciais para a determinacao da
concentracdo de toxicidade dos produtos a base de 6leo de neem, de modo que seja
esclarecido a composicao e concentracdo das substancias presentes no dleo, assim como
avaliar o métodos de extracao e preparo do 6leo, para que se tenha uma padronizagdo dos

produtos desenvolvidos com 6leo de neem (CESA et al., 2019).

3.3.3 Ensaio de aberragdes cromossdomicas em Allium cepa

Plantas possui um nivel complexidade relativamente alto possibilitando estudos
de citotoxicidade em genotoxicidade com dados mais abrangentes sobre danos ao DNA
em organismo multicelular, fornecendo informacgdes sobre mutacdes gendmicas e
morfologia dos cromossomos. Com destaque para Allium cepa, que por possuir
cromossomos grandes facilita a sua observacdo (BONCIU et al., 2018).

Os ensaios com A.cepa mostraram diferenca significativa entre as formulagdes
testadas e o controle, de modo que as formulagfes apresentaram maior indice mitotico
relativo, quando comparadas ao controle. O aumento foi mais significativo nas
formulacGes com 6leo de neem, resultado diferente do encontrado por Pascoli et al.,
(2019) e Pasquoto-Stigliani et al., (2017) que ao realizar estudos com nanoparticulas
carreadas com 6leo de neem, observaram uma tendéncia do 6leo de neem em interferir na
mitose celular gerando diminuicéo do indice mitotico nas raizes de Allium cepa.

O indice de dano relativo diminuiu na presenca das formulagdes em teste, quando
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comparado ao controle, sendo as formulages de lignina e nanocapsula controle que
demonstraram menor impacto em A.cepa, as formulagdes contendo 6leo de neem,
nanocapsula carregada com 6leo de neem e emulsdo com 6leo de neem apresentaram uma
reducdo no indice de dano de 52% e 43% respectivamente, na concentracdo 15 mg/mL
(Figura 5).

Figura 5: Resultados do ensaio de aberracdo Allium cepa: A) Valores relativos do indice
mitotico para os diferentes tratamentos; B) indice de dano relativo de raizes submetidas
a tratamentos Lignina, nanocépsulas poliméricas de ndcleo lipidico sem ativos
(NPNL_CONTROL), nanocéapsulas poliméricas de nucleo lipidico contendo dleo de
neem 3% (NPNL_NEEM), emulsdo de neem 3 % (EM_NEEM). Nivel de significancia
de P <0,05 (two-way ANOVA) onde a diferenca significativa em relagdo ao controle é

representada por *.
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Goetten de Lima et al., (2022) realizou testes com nanossilica a base de 6leo de

neem em A. cepa e ndo observou efeitos cito e genotoxicos, 0s autores relacionam esse
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resultado a concentracdo e composicdo do 6leo de neem utilizado.

O neem é composto por mais de 200 aleloquimicos, que encontram-se em
variaveis concentracfes em diferentes partes da planta, o que promove a diversidade de
propriedades (CHAUDHARY et al., 2017). Desse modo é esperado que a variacao de
concentracdo proporcione diferentes atividades, como € visto no estudo de Micheli et al.,
(2018) em que a adicdo de 6leo de neem em baixa concentracao teve significativo efeito
na regeneracao de plantas in vitro.

Com tudo é provavel que as raizes de A.cepa durante esse estudo, tenham sido
expostas a uma concentracao de 6leo de neem capaz de estimular a divisao celular, visto

que as nanocépsulas possuem uma lenta liberacdo, conforme visto no item 3.2.

3.4 Avaliacéo da toxicidade em organismos ndo-alvo

Os ensaios foram realizados conforme as diretrizes da Organizacdo para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico — OECD 202, 236 e 235, correspondente
aos ensaios com o0s organismos Daphnia magna, Danio rerio e Chironomus riparius,
respectivamente.

Testes iniciais demonstraram, o baixo teor toxico das formulacGes em teste pois
foram testadas concentragdes entre 10 mg/L e 3000 mg/L, para assim definir a melhor
janela de concentragdes, sendo 150 mg/L, 350 mg/L, 550 mg/L, 750 mg/L e 950 mg/L
para Daphnia magna, 45 mg/L, 90 mg/L, 180 mg/L, 360 mg/L e 720 mg/l para
Chironomus riparius e 40 mg/L, 80 mg/L, 120 mg/L, 160 mg/L e 200 mg/L para Danio
rerio. A coloracdo das formulagdes também foi uma das condi¢des para a definicdo das
concentracdes, visto que ao aumentar a concentragdo se intensifica a coloracdo das
formulacGes derivadas de lignina e dificulta a visualizacdo da movimentacdo dos
organismos durante o ensaio.

No decorrer dos testes para determinacao das concentragdes de estudo foi visivel
a baixa toxicidade das nanocapsulas, desse modo, utilizou concentracdes superiores aos
100 mg/L descrito na diretriz como o limite do teste, entdo seguiu-se as recomendagoes
utilizando concentracGes até o limite de solubilidade do meio testes (OECD, 2004). A
determinacdo da concentracdo letal para 50% de organismos em teste (CL50) foi
determinada a partir do programa Minitab, onde foi considerado a concentracdo testada,
0 nimero de organismos em teste e 0 nUmero de organismos sobreviventes.

Conforme é visto na Tabela 1, 0s ensaios apresentaram baixa taxa de mortalidade
para os organismos estudados. No ensaio com Daphnia magna, a formulagdo contendo

nanocapsulas de neem apresentou CLsp 865 + 57 mg/L, enquanto as demais amostras
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tiveram a estimativa de CLsoacima da concentragdo maxima em teste.

Chironomus riparius, O teste foi realizado em larvas do primeiro instar, avaliando
o0 potencial larvicida das formulagGes, visando conhecer a especificidade das formulagoes
visto que este organismo possui semelhanca com o organismo alvo das formulacdes
Aedes aegypti .Embora larvas do primeiro instar sejam mais sensiveis aos demais estagios
do desenvolvimento, as larvas do Chironomus riparius mostrou-se resistente,
apresentando CL 50 acima da Gltima concentra¢do testada para todas as formulagoes (D
etal., 2019; XIE et al., 2019).

Entre os organismos estudados o Danio rerio se mostrou o mais sensivel,
apresentando os maiores indices de mortalidade, este resultado pode estar relacionado ao
tamanho da nanocépsula utilizada. Rizeq et al. (2019), observou a influéncia do tamanho
de nanoparticulas de quitosana no desenvolvimento do zebrafish, as nanoparticulas que
apresentaram tamanho inferior a 100 nm ndo demonstraram efeitos significativos no
desenvolvimento do embrido, por outro lado, as nanoparticulas com o didmetro médio
superior a 200 nm mostraram diminuicao significativa na taxa de ecloséo, e acima de 250
nm foi notdvel o aumento da mortalidade e toxicidade neurocomportamental,
corroborando os resultados obtidos nesse estudo, pois as nanocapsulas apresentam
tamanho médio de aproximadamente 250 nm.

Ainda que o mecanismo de interacdo com o cérion (envelope celular que reveste
0 embrido) ndo esteja bem definido, é provavel que os poros, presentes no corion e que
atuam permitindo a entrada de substancias ao embrido, sofram alteracbes quando
expostos a nanomateriais, sendo o tamanho e propriedades fisico-quimicas responsaveis

por essa interacdo (JIA et al., 2019).

Tabela 1: Comparativo da concentracdo letal 50% (CLso) entre 0s organismos testados
Daphnia magna, Danio rerio e Chironomus riparius para as formulagfes: Lignina,
Nanocépsulas poliméricas de nucleo lipidico sem ativos (NPNL_CONTROL) e Emulséo
contendo 6leo de neem 3% (EM_NEEM), Nanocépsulas poliméricas de nucleo lipidico
contendo 6leo de neem 3% (NPNL_NEEM).

CLso (mg/L)
Daphnia magna Danio rerio Chironomus riparius
LIGNIN >950 >200 >720
NPNL_CONTROL >950 120.3+4.98 >720
EM_NEEM >950 102.7 + 4.98 >720
NPNL_NEEM 865 + 57 80 + 4.26 >720
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E essencial avaliar o ambiente aquatico pois este é o principal ponto de entrada e
dispersdo dos nanomateriais para outros recursos ambientais. E estimado que em
condicBes ambientais a concentragdo de nanoparticulas na dgua de superficie se encontre
em uma faixa inferior a ng/L a p/L de acordo com o tipo de particula (TURAN et al.,
2019). Desse modo, os valores encontrados para ClLso das formulacbes testadas
apresentam altas concentracdes de nanocéapsulas, que dificilmente estariam disponiveis
no ambiente.

O banco de dados de ecotoxicidade de pesticidas (OPP- Pesticide Ecotoxicity
Database) apresenta o CLso de 9,3 mg/L para Azadirachta indica (Neem) em estudo com
Daphnia magna. Outros estudos indicam que produtos comerciais que contém
Azadirachta indica possuem menor toxicidade quando comparado a produtos sintéticos,
como por exemplo no caso do produto Bioneem ™ que foi testado para toxicidade aguda
contra D. magnae D. rerio, por 48 e 96 horas de exposicdo, respectivamente. A
concentracdo efetiva para imobilidade em Daphnia foi de 0,17 mL/L enquanto para
Danio rerio foi 0,22 mg/L (BRAGA et al., 2021). Outro estudo em Daphnia magna
avaliou a toxicidade de Neemark ™ e Tafgor™ apresentaram CLso de 522,8 mg/L e
439,4 mg/L respectivamente (KAKKA; HERLEKAR; AWALE, 2021).

E notavel que o mesmo piretroide (classe de pesticidas sintéticos altamente
eficazes para controle de vetores como insetos e amplamente utilizados) tem toxicidade
diferente para diferentes organismos aquaticos, e diferentes tipos de piretroides tém
toxicidade diferente para 0 mesmo organismo aquético, estudos em Danio rerio
apresentaram CLso de 5,20 pg/L e 78,20 pg/L, para Permetrina e Tetrametrina,
respectivamente; Daphnia magna CL50 4,70 pg/L e 0,36 pg/L para Metoflutrina e A-
cialotrina, respectivamente e Metoflutrina apresentou CLsg de 2,40 pg/L em estudos com
Chironomus riparius (ZHU et al., 2020). Desse modo, as nanocapsulas desenvolvidas
nesse projeto assim como as emulsdes indicam ser menos toxicas aos organismos
aquaticos.

Apesar dos resultados obtidos apresentarem baixa toxicidade nos organismos é
importante avaliar os fatores que os determinaram. As caracteristicas dos nanomateriais
podem ser influenciadas pelo tipo de &gua, componentes organicos, salinidade, pH e
compostos formadores coloidais, gerando agregagdo do material ou modificando seu
perfil de liberagcdo (SALEH, 2020). A avaliacdo por microeletroforese, demonstrou que
ocorreu uma diminuigo de 50% no valor do potencial zeta no periodo dos testes, quando
as nanocapsulas ficaram em contato com agua do sistema dos peixes ou ASTM, sendo

assim, € previsto que ocorreu agregacao de particulas durante o0s ensaios.
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Algumas possibilidades sdo observadas ao avaliar toxicidade de nanomateriais em
organismos, tais como danificacdo dos citoesqueleto, perturbando o transporte
intracelular e divisdo celular, perturbacdes na transcricdo e danificacdo de DNA,
acelerando mutagénese, perfuracdo ou obstrucdo de poros e membranas, alteracdo no
transporte de substancias, interferéncia na degradacdo de macromoléculas e
desencadeamento de apoptose (SUKHANOVA et al., 2018). Além desses fatores, é
observado que nanoparticulas possuem uma tendéncia maior a gerar quantidades
excessivas de espécies reativas de oxigénio, sendo esse um fator preocupante pois o forte
potencial de oxidacdo pode gerar danos causando apoptose ou mesmo mutagénese (YU
et al., 2020a). Para compreender o processo de interagdo entre as NPNL e 0s organismos
aquaticos estudos complementares devem ser avaliados.

Ressaltando que desenvolver nanocapsulas utilizando polimeros naturais, como é
0 caso da lignina, torna-se uma estratégia interessante pois a biocompatibilidade e
biodegradabilidade auxilia que esse material apresente menor toxicidade e diminuicao
dos riscos de persisténcia no meio ambiente. Estudos apontam que a toxicidade de
nanoparticulas poliméricas em ensaios com zebrafish dependem em grande parte das
propriedades fisico- quimica, com o destaque para a carga superficial, em especial
nanoparticulas cationicas (JIA et al., 2019).

A avaliacdo de organismos de vida livre (encontrados em ambientes aquaticos e
terrestres), permite um maior entendimento dos efeitos tdxicos de compostos no
ecossistema. Sendo assim, 0 nematoide Caenorhabditis elegans torna-se uma excelente
ferramenta de pesquisa como organismo ndo-alvo, por possuir facilidade de manejo
devido ao seu pequeno tamanho, vida curta, alta taxa de reproducdo e genoma
completamente sequenciado, que contém homdlogos para cerca de 60-80% dos genes
humanos (MUDD; LICEAGA, 2022).

O resultado dos ensaios realizados em C. elegans sdo apresentados na figura 6.
Podemos observar que as formulagdes testadas ndo apresentaram mortalidade
significativa aos organismos (Figura 6 A e B), da mesma forma ndo houve alteragdo no
desenvolvimento dos organismos, conforme visto na Figura 6 C e D, pois as formulagdes

ndo alteraram a area corporal dos organismos testados.
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Figura 6: Ensaio de toxicidade usando C. elegans exposto por 48 h a 0,15; 0,3; 0,9;1,5
e 3 mg/mL de Lignina, Nanocépsulas poliméricas de nudcleo lipidico sem ativos
(NPNL_CONTROL) e Emulsdo contendo 6leo de neem 3% (EM_NEEM),
Nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico contendo 6leo de neem 3% (NPNL-
_NEEM). Taxa de sobrevivéncia (A e B). Comprimento do corpo (C e D). Nivel de
significancia de P <0,05 (two-way ANOVA) onde a diferenca significativa em relacao
ao controle é representada por *.
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Resultados semelhantes sdo descritos por Pascoli et al. (2019), em ensaios feitos
com nanoparticulas de zeina contendo 6leo de neem em C.elegans, sendo que também
ndo ocorreram alteracdes significativas na sobrevivéncia, reproducdo e comprimento do
organismo, no entanto ocorreu diminuicdo do bombeamento faringeo, que pode gerar
restricdo alimentar e causar danos futuros.

Os ensaios agudos realizados nesse trabalho apresentam dados sobre a
mortalidade dos organismos néo-alvo, sendo esse um parametro bruto de resposta dos
organismos, poréem é conhecido que a toxidade cronica pode ocorrer mesmo em baixas
concentragfes, mas em um periodo maior de exposicdo e assim 0s organismos podem
sofrer uma ampla variedade de efeitos subletais. (PALMEIRA; OLIVEIRA; DORTA,
2021).

Além de informagbes sobre toxicidade crbnica, € importante avaliar as
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caracteristicas comportamentais de organismo alvo e ndo-alvo. Assim como informacdes
sobre estabilidade, degradacdo e comportamento das nanocépsulas no ambiente. Sendo
assim testes complementares trariam maior realidade ecoldgica a esse trabalho
(BENELLI et al., 2018).

3.5 Atividade bioldgica

As larvas do primeiro instar de Aedes aegypti apresentaram mortalidade a partir
da concentracdo 1000 mg/L das nanocapsulas contendo neem. Os valores de CLso e CLgo
foram 3001 + 153 mg/L e 4688 + 382 mg/L, respectivamente. Emulsdo contendo 6leo de
neem apresentou apenas 5,3 = 1,5% da mortalidade das larvas na maior concentragao
testada, 3000 mg/L, essa baixa mortalidade impediu calcular CLsp com margem de
confiabilidade (Figura 7). Também foram realizados testes com lignina e nanocéapsulas
poliméricas sem ativos, porém ndo apresentaram nenhuma mortalidade e por isso nao

estéo descritas na figura abaixo.

Figura 7: Ensaio de atividade larvicida usando Aedes aegypti exposto por 72 horas a 0;
500; 1000; 1500; 2000; 2500 e 3000 mg/L de Nanocapsulas poliméricas de nucleo
lipidico contendo 6leo de neem 3% (NPNL_NEEM) e Emulséo contendo dleo de neem
3% (EM_NEEM).
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Os resultados diferem do estudo de revisdo de Piplani et al., (2019), que indicou
atividade larvicida para derivados de neem em submicrogramas/mL. Essa diferenca nas
concentragOes letais pode ser devido a diferenca nos metabdlitos secundarios presentes
nos materiais vegetais (YAZHINIPRABHA; VASEEHARAN, 2019).

A atividade inseticida do Oleo de neem € predominantemente atribuida a

azadiractina, composto encontrado em folhas, cascas, madeira, raizes e principalmente
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nas sementes da arvore Azadirachta indica (ZANUNCIO et al., 2016). E conhecido
alteracdes nas concentracdes de azadiractina e nos demais compostos presente em A.
indica, o desenvolvimento da arvore é influenciado por &rea geografica, clima e
variabilidade genética (FERNANDES et al., 2019).

No presente trabalho foi utilizado uma formulacdo comercial de 6leo de neem em
concentragdo de 12 g/mL de azadiractina, sendo assim, na maior concentracdo de
formulacdo usada no ensaio de atividade larvicida, 3000 mg/L, apenas 1,08 mg/L é de
fato o composto ativo azadiractina, visto que a atividade responde a concentracao, esse
pode ser um dos fatores envolvidos no resultado obtido. Além disso, o tempo de
exposicao e taxa de liberacdo do ativo das nanocéapsulas pode ter influenciado , assim
como a interagdo entre os componentes do 6leo e formulacdo (BENELLI et al., 2017).

Entra se na literatura ensaios larvicidas com A. indica que apresentaram atividade
larvicida em menores concentracfes do que a obtida nesse trabalho. Tais resultados
podem estar relacionados ao preparo das formulagdes utilizadas, processo de extragao e
solventes usados (CHAUDHARY et al., 2017).

O estudo de Chandramohan et al., (2016) desenvolveu nanoparticulas de prata
(AgNP) utilizando torta de neem, subproduto obtido na extracdo do éleo das sementes de
A. indica. Os valores do CL50 alcancados pelo extrato de torta de neem variaram de
106,53 (larva 1) a 235,36 ppm (pupa), enquanto AgNP CL 50 variou de 3,969 (larva l) a
8,308 ppm (pupa), indicando que o uso da nanotecnologia pode auxiliar na reducédo da
concentracao.

Tal resultado também € visto no presente trabalho, emulsdo e nanocépsulas de
lignina apresentam a mesma porcentagem de ativo, mas apenas as nanocépsulas
apresentaram atividade larvicida significativa. Supde-se que materiais em nanoescala
possam penetrar através do exoesqueleto de artrépodes, podendo ligar se ao enxofre das
proteinas ou fosforo do DNA, diminuindo permeabilidade da membrana e ocasionando
perda de fungéo e morte celular (BENELLI, 2018).

Em larvas de Aedes aegypti estudos histoldgicos sugerem atividade larvicida de
nanoparticulas de selénio a base de extrato de baga de M. koenigii por dano tecidual,
devido a deposicdo das nanoparticulas na regido da cabeca, torax, intestino médio,
abdémen e sifdo, ressaltando que a deposicdo na regido do sifdo leva a asfixia
(YAZHINIPRABHA; VASEEHARAN, 2019).

A observagdo estereomicroscopica de larvas mortas apOs exposicdo &s
nanocapsulas de neem 3000 mg/L por 72 horas, indica um rompimento na membrana

(figura 8-B), as imagens de larvas expostas a nanocapsula de neem contendo sonda
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fluorescente e sob filtro fluorescente aparenta presenca de nanocapsulas na regido da
cabeca, sifdo e intestino (Figura 8-D), corroborando com outros estudos (DEY et al.,
2020; YAZHINIPRABHA; VASEEHARAN, 2019). Porém estudos histolégicos

complementares sdo necessarios para confirmar essas hipoteses.

Figura 8: Observacgdo estereomicroscopica de larvas. Sendo Controle (A e C), Larva
apos 72 horas de exposicao a nanocapsulas poliméricas de nacleo lipidico contendo 6leo
de neem a 3000 mg/L (B), Larva ap6s exposicdo a nanocapsulas poliméricas de nucleo

lipidico contendo Oleo de neem e sonda fluorescente (D).
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O mecanismo de acdo das nanocépsulas de lignina contendo 6leo de neem nao
esta definido. E conhecido a azadiractina apresenta maior toxicidade por ingesto do que
por contato, desse modo a inibigdo alimentar ocasionada pelo 6leo de neem pode retardar
0 desenvolvimento e crescimento, assim como interferir na fecundidade e fertilidade em
ovos, larvas e insetos adultos (ZANUNCIO et al., 2016).

Essa caracteristica do 0leo de neem foi observada por Ayinde et al. (2020) pois 0s
autores ressaltam que a mortalidade aumentou progressivamente com o tempo de teste
devido a acdo do 6leo de neem , as larvas que ndo morreram sofreram inibicdo na
formacéo de pupas e redugdo do movimento corporal, além disso os efeitos larvicidas de

0leo de neem emulsionado em larvas do terceiro e quarto instar de Anopheles gambiae,
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em ensaio de 120 horas de exposi¢éo, determinou 0 CLso e CLgo em 723 e 1971 mg/L,
respectivamente.

E conhecido a eficacia do 6leo de neem como larvicida e pesticida (BENELLI et
al., 2017; CAMPOS et al., 2016; FERNANDES et al., 2019) assim como a sua baixa
toxicidade em organismos ndo-alvo (BRAGA et al., 2021). Além disso o 6leo de neem
apresenta chances de resisténcia dos insetos reduzia, pois apresenta uma variedade de
constituintes e assim modo maltiplo de acdo (BENELLI et al., 2017).

Contudo, adequacbes a formulacdo desenvolvida nesse projeto, assim como
analises complementares sao necessarios. Estudos histologicos, crénicos e de campo
podem auxiliar as nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico contendo 6leo de neem

em um potencial larvicida.

4. CONCLUSAO

A partir do trabalho realizado é possivel concluir que a escolha da lignina como
polimero para preparo de nanoparticulas contendo 6leo de neem € promissora. Os dados
de caracterizacdo e de estabilidade fisico-quimica, bem como os ensaios de liberacédo
demonstram que as nanoparticulas podem modificar o perfil de liberacdo do neem. As
nanocapsulas poliméricas a base de lignina de nucleo lipidico desenvolvidas e
caracterizadas nesse trabalho, apresentam um potencial sistema carreador para 6leos,
visto que lignina e nanocépsulas sem ativos ndo apresentaram toxicidade significativa nos
organismos (Daphnia magna, Danio rerio e Chironomus riparius). Os resultados obtidos
com as nanocapsulas contendo 6leo de neem abrem perspectivas para seu uso como
possivel larvicida com menos impactos ao ambiente, visto que os dados de citotoxicidade
e ecotoxicidade em organismos ndo-alvo sugerem baixa toxicidade, ensaios cronicos e de
campos sao necessarios para maior realidade ecologica. Embora emulsdo e nanocapsula
contendo 6leo de neem tenham apresentado resultados semelhantes quanto a toxicidade
é importante ressaltar que apenas as nanocapsulas apresentaram maior atividade larvicida,
além disso, a emulsdo ndo apresenta 0 mesmo perfil de estabilidade, sofrendo alteragdes
fisico-quimica significativas em fungdo do tempo, sendo necessario alteragdes na
formulacdo para adequar a estabilidade das emulsdes. A atividade biologica em larvas de
Aedes aegypti deve mais aprofundada a fim de se obter mais informagdes sobre os
mecanismos de acdo em larvas a fim de se desenvolver larvicidas mais eficazes para

controles de vetores.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

NANOLARVICIDAS A BASE DE LIGNINA CONTENDO OLEO DE NEEM COMO
UMA ALTERNATIVA DE BAIXA TOXICIDAADE PARA CONTROLE DE
PROPAGACAO DO MOSQUITO Aedes aegypti

Tabela 1S: Eficiéncia de encapsulacdo ao longo de 120 dias (0,7, 15, 30, 90 e 120 dias)
através do método espectrofotdmetro UV-Vis (Cary 50, Varian). Nanocépsulas

poliméricas de nucleo lipidico sem ativos contendo 6leo de neem 3% (NPNL_NEEM).

0 DIAS 7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS 90 DIAS 120 DIAS
NPLC_NEEM 99+ 0,21 98,3+0,08 98,2+0,49 97,9+0,03 97,7+0,15 96,9+0,15
(%)

Tabela 2S: Coeficientes obtidos como os modelos de ordem zero, primeira ordem,
Higuchi e Korsmeyer -Peppas nas formulagbes de nanocapsulas poliméricas de nucleo
lipidico contendo Oleo de neem 3% (NPNL_NEEM) e emulsdo de neem 3%
(EM_NEEM).

Modelos Matematicos

Ordem-Zero Primeira-Ordem Higuchi Korsmeyer-Peppas

k 2 K 2 k 2 K N 2

() (h) ( ()
1/2)

NPNL_NEEM 0,4924 0,8491 0,002437 0,5535 0,4360 0,9503 2,162 2,184 0,8782

EM- NEEM 0,7224 0,7470 0,001812 0,5931 0,9795 0,8974 3,018 2,707 0,9426
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CAPITULO 3

DESENVOLVIMENTO DE NANOCAPSULAS POLIMERICAS DE NUCLEO
LIPIDICO CARREADAS COM OLEO DE RICINO E COM A COMBINACAO DE
OLEO DE RICINO E OLEO DE NEEM

RESUMO

O mosquito Aedes aegypti é conhecido como vetor de arbovirus como dengue, zika,
chinkungunya e febra amarela, que causam milhares de infec¢des anualmente e torna seu
controle uma questdo de satde publica mundial. E conhecido a atividade larvicida dos
6leos de neem (Azadirachta indica), assim como do 6leo de ricino (Ricinus communis)
Visamos nesse trabalho inovar na combinacgdo de dois diferentes compostos botanicos,
extraidos de diferentes espécies e com propriedades potencialmente sinérgicas. Neste
cenario foi proposto uma formulacdo larvicida, preparamos e caracterizamos
nanocapsulas de lignina contendo 6leo de ricino e também nanocépsulas carregadas com
a combinacdo de 6leo de ricino e 6leo de neem. A média das analises demonstraram boa
estabilidade para o periodo de 120 dias, obtendo os resultados para as nanocapsulas
carregadas com Oleo de ricino e com a combinacdo dos Oleos, respectivamente:
distribuicdo de tamanho de 258 + 13 nm e 24548, indice de polidispersédo 0,140+0,01 e
0,124+0,01, potencial zeta -46 + 2 mV e -47+3. Foi realizado estudos de citotoxicidade e
genotoxicidade (células HaCaT e Allium Cepa ), assim como de ecotoxicidade em
organismos nédo-alvo (Daphnia magna, Danio rerio , Chironomus riparius e Caenorhabditis
elegans), nanocapsulas carregadas com a combinacdo dos dleos foi a formulacdo que
apresentou maior toxicidade nos ensaios. As formulacdes ndo apresentaram atividade
larvicida nas concentracfes estudadas, visto que nao foi observado mortalidade das larvas
de Aedes aegypti durante o ensaio. Ensaios complementares e modificacbes na
composicgdo das formulagbes sdo necessarios, pois assim pode se diminuir a toxicidade e

aumentar a atividade bioldgica.

Keywords: Ricinus communis; Azadirachta indica; Aedes aegypti.
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1. INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti € conhecido como vetor de arbovirus como dengue,
zika, chinkungunya e febra amarela, que causam milhares de infecgdes anualmente e
torna seu controle uma questéo de saude publica mundial (MARTINEZ RODRIGUEZ et
al.,, 2022). A abordagem comumente utilizada para controle do mosquito inclui
adulticidas e larvicidas quimicos, porém o uso excessivo de produtos quimicos tem
gerado resisténcia em Aedes aegypti, assim como efeitos adversos ao meio ambiente.
Estudos recentes buscam alternativas entre os controles biolégico, genético e quimico
(VONTAS et al., 2012; WILDER-SMITH et al., 2017a).

E conhecido a atividade larvicida dos 6leos de neem (Azadirachta indica)
(BENELLI et al., 2017), assim como do 6leo de ricino (Ricinus communis) (KUMAR,
2017), a utilizacdo de compostos naturais torna-se uma alternativa promissora por indicar
menos toxicidade ao meio ambiente, aliado a isso compostos que apresentam diversos
componentes ativos possibilitam diferentes modos de agéo, diminuindo as chances de
resisténcia do vetor (DA SILVA SA et al., 2022).

Destaca-se a formulacdo com a combinacdo dos ativos, pois é esperado que a
mistura de compostos ativos possa aumentar o espectro de controle, reduzindo as
possibilidades de surgimento de insetos resistentes. A utilizacdo de principios quimicos
que atuam através de mecanismos de acao distintos, pode aumentar a efetividade no
controle do inseto (LIU et al., 2021).

Aliado a isso, 0 uso de nanotecnologia apresenta caracteristicas promissores para
controle de pragas, sendo pois com a liberacdo modificada é possivel reduzir a quantidade
de ativo, diminuindo os riscos de gerar toxicidade a organismos ndo-alvo e resisténcia do
vetor (CAMPOS et al., 2020). Sistemas baseados em compostos biodegradaveis é uma
opcao ambientalmente interessante, desse modo, utilizar no preparo de nanocarreadores,
biopolimeros como a lignina, que sdo muitas vezes produtos ou subprodutos de residuos
do processo de producdo do segmento agroindustrial, agrega valor a bioeconomia e
fornece produtos mais sustentaveis (SCHNEIDER; DILLON; CAMASSOLA, 2021).

Apesar de encontrarmos ja algumas patentes e artigos que demonstram a atividade
desses 0Oleos contra Aedes aegypti (DAMIANI et al., 2019; FOO-HURWITZ et al., 2020),
bem como, sistemas baseados em nanotecnologia para aplicaces contra arboviroses
(BERNARDES et al., 2017; NOVAK et al., 2019). Visamos nesse projeto inovar na
combinacdo de dois diferentes compostos boténicos, extraidos de diferentes espécies e
com propriedades potencialmente sinérgicas. Resultados obtidos com nanoencapsulagéo

apenas do 0leo de neem s&o descritas no capitulo 2.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1Materiais

Lignina foi adquirida da Sigma-Aldrich. O 6leo de neem (Azamax) contendo 12
g/mL de azadiractina foi adquirido da UPL Brasil. Oleo de ricino foi adquirido pela Gran
Oils Brasil. Cloroformio foi obtida Labsynth (Diadema, Sdo Paulo, Brasil). Myritol
liquido foi adquirido da BASF. A linhagem celular HaCaT (queratindcitos humanos)
foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (Duque de Caxias, Brasil). As
sementes de Allium cepa foram adquiridas da Isla sementes (empresa brasileira). Cordas
de ovos de Chironomus riparius, ovos de Danio rerio e Daphnia magna foram coletadas
de culturas de laboratério estabelecidas na Universidade de Aveiro, Portugal. As cepas
Caenorhabditis elegans foram adquiridas do Caenorhabitis Genetics Center, Minnesota,
EUA. Larvas de Aedes aegypti linhagem Rockfeller e colonizados no Laboratério de

Gendmica funcional & Microbiologia de Vetores/LACEM.

2.4 Preparo e caracteriza¢do das nanocépsulas

2.4.1 Preparo das nanocapsulas de lignina

As nanocéapsulas de lignina foram preparadas em temperatura ambiente e com
adaptacGes conforme o método de extracdo de solvente descrito por (SCHNEIDER,;
DILLON; CAMASSOLA, 2021). Sendo assim, o método utilizado consistiu em preparar
inicialmente a fase organica, constituida por 1% do lipidio myritol e 3% de 06leo de ricino
e/ou neem diluidos em cloroférmio. Na sequéncia esta fase organica foi misturada
mecanicamente através de turrax (14.000 rpm) com a fase aquosa, constituida por
5mg/mL de lignina dissolvida em &gua. As formulagdes foram rotaevaporadas ao volume

final de 25 mL, sendo a concentracgdo final de 6leo de neem 3% (m/v).

2.4.2 Caracterizacdo fisico-quimica das nanocépsulas

A distribuicdo do tamanho meédio e o indice de polidispersidade das nanocapsulas
foram determinados pela técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS). O potencial
zeta foi definido pelo método de microeletroforese. analises foram realizadas usando um
sistema ZetaSizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Reino Unido) em um angulo fixo de
90° e 25°C, apos diluicdo das amostras em agua deionizada (Milli-Q). Todas as medidas

foram realizadas em triplicata em um intervalo de 0,7,15,30,60,90 e 120 dias.

82



2.4.3 Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacdo do 6leo de ricino e/ou neem nas nanocapsulas de
lignina foi quantificada pelo método de ultrafiltracdo/centrifugacdo, com analise em
espectrofotdmetro UV-Vis (Cary 50, Varian). As amostras foram centrifugadas usando
ultrafiltro de celulose regenerada Microcon 10 kDa (Millipore), que permitiram apenas a

passagem do 6leo ndo encapsulado.

2.4.4 Cinética de liberacéo in vitro

A cinética de liberacdo in vitro foi avaliada empregando sistemas de dois
compartimentos, os quais foram separados por uma membrana de acetato de celulose com
poro de exclusdo de 1 kDa (Millipore ®). Um mL das diferentes formulacbes foi
adicionado no compartimento doador enquanto o compartimento receptor foi preenchido
com agua em condicdo de diluicdo sink. Em tempos pré-determinados aliquotas foram
retiradas e a concentracdo dos ativos liberado foi quantificado por anélise em
espectrofotometro UV-Vis (Cary 50, Varian). O mecanismo de liberagdo dos ativos a
partir das nanoparticulas foi avaliado a partir dos modelos matematicos de ordem zero,
Higuchi e Korsmeyer-Peppas (COSTA; LOBO, 2001).

2.5 Avaliagéo da citotoxicidade e genotoxicidade

Os ensaios de toxicidade foram realizados com sistemas contendo nanocapsulas
com 6leo de ricino e/ou neem, para realizar uma comparacao com o 6leo de ricino e/ou
neem, devido a sua baixa solubilidade, foi preparada uma emulsdo. No entanto, cabe
ressaltar que uma emulsdo também é um sistema carreador, no entanto esta € a Unica
opcao de comparacdo a ser realizada. Desta forma, os resultados a serem encontrados com
a emulsdo de ricino/neem, ndo necessariamente sdo o reflexo apenas do 6leo e sim do
sistema como um todo. Tal estratégia ja foi publicada previamente em outros estudos
(PLACZEK et al., 2019; ROGERIO et al., 2022).

2.3.1 Viabilidade celular de acordo com a atividade mitocondrial (teste MTT)

Os ensaios foram realizados com linhagem celulares de queratindcitos (HaCaT).
Inicialmente, as células foram plaqueadas em placas de 96 pogos numa densidade de 1 x
10* células, e incubadas a 37 °C, a 5% CO2 por 24 horas. Apds este periodo o meio foi
removido e substituido por meio fresco (200 pL) contendo MTT (brometo de 3-[4,5-

dimetil-tiazol-2-il]- 2,5-difeniltetrazélio) (20 pL, 5mg.mL?) e a placa foi incubada por 4
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horas (37°C, 5% CO2). Imediatamente apds a incubacgéo, o sobrenadante foi removido,
os cristais de formazan foram dissolvidos com 0,1M HCI em isopropanol e a absorbancia
foi medida usando leitor de placa SpectraMax M5) a 570 nm. A viabilidade celular foi
calculada de acordo com a Equacéo 1.

% Viabilidade = (AbSamostra/ AbScontrote) X 100 (Equacao 1).

onde AbS;mostra € AbScontrole F€Presentam a absorbancia da cultura celular na presenca e

na auséncia de tratamento, respectivamente. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.3.1 Genotoxicidade usando ensaio cometa

O ensaio cometa foi realizado de acordo com metodologia adaptada de Singh et
al. (1988). Apds exposicdo de 1 hora, as células foram homogeneizadas com agarose de
baixo pontode fusdo a 0,8% e aplicadas em laminas recobertas com agarose comum a
1,5%, as quais foramcobertas com laminulas e refrigeradas por 10 minutos, apos a
solidificacdo as laminas passaram por solucéo de lise por 1hora, e corrida de eletroforese
por 20 minutos (22V, 10W e 300mA), seguidasde colora¢do cm prata por 35 minutos. As
laminas foram preparadas em triplicatas. A anélise das ldminas foi realizada por “scoring
visual” classificando-se os danos em categorias de 0 a 4. Foram analisadas aleatoriamente
cerca de 100 células por lamina em microscopio 6tico (aumento 40x). O indice de danos
(ID) foi obtido conforme pela Equacéo 2.

indice de Danos = Total de dano observado/ Total de células analisadas (Equago 2)

2.3.3 Ensaio de aberrac6es cromossdmicas em Allium cepa

Inicialmente, sementes de Allium cepa foram colocadas para germinar e ao
atingirem dois centimetros, as raizes foram expostas por 24 horas. Apds esse periodo, as
raizes foram fixadas com Carnoy - lcool etilico e &cido acético (3:1 v:v) e mantidas em
geladeira por 24 horas. Em seguida, foram submetidas a hidrolise com &cido cloridrico
(1M) em banho-maria a 60 °C por 9 minutos e coradas com reativo de Schiff, por 2 horas,
na auséncia de luz. As laminas foram preparadas cortando-se a regido meristematica das
raizes, corando com Carmim acético 2% e esmagando sob a laminula. Para as anélises
foram realizadas contagem de cerca de 1000 células por raiz, considerando as fases da
divisdo celular e as alteracGes cromossdmicas presentes nessas fases. Para a obtencéo dos
indices Mitético (IM) (Equacdo 3) e Indice de Alteragbes (1A) (Equacio 4) e ambos 0s
parametros relativos ao controle negativo (Equacdes 5 e 6).

IM= Total de células em diviséo / Total de células contadas (Equacéo 3)
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IA= Total de alteracdes encontradas/ Total de células em divisdo (Equacdo 4)
IM rel= IM do tratamento/ IM do controle negativo (Equacéo 5)
IA rel = 1A do tratamento/ 1A do controle negativo (Equacéo 6)

3.4 Avaliacéo da toxicidade em organismos nao-alvo

2.4.1 Crustaceo Daphnia magna

Um teste de imobilizagdo aguda foi realizado de acordo com a diretriz da
Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico - OECD 202 (OECD,
2004). Em cada repeticdo, cinco neonatos foram expostos em tubos de ensaio de 10 mL,
em um total de cinco repeti¢cdes por concentragao/tratamento de controle, em uma faixa
de concentrages de larvicidas durante 48 horas sem alimentos e sob condigdes de cultura.
Um controle negativo apenas com American Society for Testing and Materials (ASTM)
também foi configurado. A mortalidade foi registrada em 24 e 48 horas, considerados
mortos quando, agitando suavemente o frasco de teste, nenhum movimentode natacao for

visivel.

3.4.1 Embrides Peixe-zebra Danio rerio

O teste de toxicidade aguda de embrides de peixes (FET) foi realizado seguindo a
diretriz OECD 236 (OECD, 2013) e a metodologia descrita por Lammer et al., (2009),
com adaptacdo. Os ovos foram coletados dentro de 30 minutos ap6s oacasalamento
natural de peixes adultos, lavados em Fish System Water (FSW) e selecionados usando
um estereomicroscopio (Stereoscopic Zoom Microscope-SMZ 1500, Nikon Corporation)
para excluir ovos ndo fertilizados, embrides feridos, embridescom irregularidades durante
a clivagem ou ovos opacos. O teste foi realizado em placasde Petri com 50 mm de
didametro por 96 horas em condi¢des de cultura, contendo ~ 15 mL de cada concentracao
dos larvicidas; com 10 ovos por repeticdo em um total de trés réplicas, 30 ovos por
tratamento. Um controle negativo apenas com FSW também foi configurado. A mortalidade
(falta de batimento cardiaco e embriBes coagulados) e o sucesso da eclosdo foram
verificados a cada 24 horas durante a duracdo do teste. Malformac6es morfologicas dos
embrides e larvas, como nédo desprendimento da cauda,auséncia de formacao de somitos
e presenca de edema, também foram acompanhadas. As porcentagens de mortalidade,

eclosdo e desenvolvimento anormal foram calculadas ao final do teste (96 horas).
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3.4.2 Mosquito Chironomus riparius

O teste agudo de imobilizagdo em Chironomus riparius foi realizado seguindo a
diretriz OCDE 235 (OECD, 2011). As culturas foram mantidas a 20 £ 2 °C com
fotoperiodo de 16:8 horas claro/escuro, caixa de acrilico, com as larvas em recipientes
plasticos com 1-2 cm de areia fina inorganica (queimada a 500 °C durante 4 horas) e
meio de American Society for Testing and Materials (ASTM) na proporgéo de 1:4. O
meio foi aerado, trocados a cada semana e 0s organismos foram alimentados trés vezes
por semana com Tetramin® macerado (TetraWerk, Melle, Alemanha). Os ovos de
Chironomus riparius foram separadas para acompanhar garantir a idade correta das
larvas. Para o teste cinco larvas do primeiro instar com <24 horas foram adicionadas por
concentragdo/repeticdo. A mortalidade foi registrada em 24 e 48 horas, considerados
mortos quando, agitando suavemente o frasco de teste, nenhum movimentode natacao for

visivel.

3.4.3 Neomatddeo Caenorhabditis elegans

A cepa N2 (Tipo selvagem) de C. elegans mantida em placas contendo o meio
NGM (nematode growth média) enriquecido com sais e bactérias E. coli OP50, a 20°C
foram utilizadas para a sincronizagdo dos nematdides, aonde estes foram lisados com uma
solucéo de lise (NaOCI 1%, 0,25 M NaOH) para a obtencdo dos ovos. Os ovos foram
lavados e em seguida foram incubados em placas contendo o tampdo M9 (0,02 M
KH,PO,, Na,HPO, 0,04M, NaCl 0,08M e MgSO, 0,001M) sem bactéria por 14 horas,
até a eclosdo das larvas em estagio L1. Os vermes em estagio L1 foram expostos de
maneira cronica as concentragdes de 0,15, 0,3, 0,9, 1,5 e 3mg/mL das formulacdes por
48 horas em meio NGM com E. Coli OP50. Apds 48 horas da exposicdo foi avaliada a
taxa de sobrevivéncia dos animais tratados em relagdo ao grupo controle. A populagéo de
vermes foi estimada através da contagem de uma éarea delimitada por quadrantes,
utilizando o estereomicroscopio. Os resultados da contagem de animais sobreviventes
foram normalizados pelo total de vermes do controle para determinar a taxa de
sobrevivéncia. O numero de animais vivos por tratamento foi normalizado pela
porcentagem de controle e esses valores foram usados em uma regresséo linear-sigmoidal
dose-resposta para construir uma curva de sobrevivéncia. Todos 0s experimentos foram
realizados trés experimentos independentes em duplicatas.

Os vermes tratados que atingirem o estagio L4 foram coletados e lavados para

retirar 0 excesso de bactéria e em seguida foram colocados em laminas de microscopio e
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resfriados a -20 °C para paralisa-los. A area corporal dos vermes foi medida com o auxilio
do software ImageJ (Madison, W1, EUA). Os valores obtidos foram normalizados para
porcentagem em relacdo ao grupo controle e utilizados na anélise estatistica. O ensaio foi

realizado em trés experimentos independentes.

3.5 Atividade bioldgica
2.5.1 Atividade larvicida em larvas de Aedes aegypti

Os testes de atividade larvicida foram realizados seguindo o protocolo das
Diretrizes para testes de laboratdério e de campo de larvicidas de mosquitos (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2005). Estes ensaios foram realizados em camaras com
ambiente controlado, mantendo os padrfes de temperatura de 28 +1 °C, com umidade de
80 +5% e fotoperiodo de 12 horas claro/12 horas escuro. Os experimentos ocorreram no
Laboratorio de Genémica Funcional & Microbiologia de Vetores (Vectomics) localizados
na UNESP de Botucatu em colaboracdo com o grupo do Dr. Jayme Souza Neto
(Unesp/Botucatu).

Em cada réplica dos experimentos, foram utilizadas 25 larvas de Aedes aegypti
de 3° instar tardio em copos plasticos contendo 100 mL de 4gua deionizada e os produtos
testados. A mortalidade larval foi avaliada em 24, 48 e 72 horas ap6s a aplicacdo dos
produtos. As concentracdes dos produtos avaliadas foram de 500, 1000, 1500, 2000, 2500
e 3000 mg/L em 4 réplicas. O grupo controle negativo, contendo apenas as larvas e a

agua, também foi incluso.

2.6 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism v. 6,
utilizando ANOVA de duas vias seguida do teste post-hoc de Tukey, com nivel de

significancia de p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Desenvolvimento de Nanocapsulas Poliméricas de Nucleo Lipidico (NPNL) e
sua caracterizacao

Visando uma formulacéo alternativa para uso larvicida contra Aedes aegypti se
desenvolveu nanocépsulas poliméricas de nucleo lipidico (NPNL), pelo método de
emulsificagdo - evaporacdo do solvente, desse modo, com as adaptacbes na

metodologia de preparo foi possivel formular nanocéapsulas de parede polimérica
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(utilizando o biopolimero lignina) contendo um ndcleo de 6leo (6leo de ricino e 6leo
de neem) (SCHNEIDER; DILLON; CAMASSOLA, 2021).

A eficiéncia de encapsulagdo do 6leo de neem nas nanocépsulas de lignina foi
quantificada pelo método de ultrafiltracdo/centrifugacdo, com analise em
espectrofotdmetro UV-Vis (Cary 50, Varian). A faixa de concentracdo da curva analitica
foi de 10 a 100 pg/mL, ap6s uma varredura entre 200 e 800 nm deteccdo empregou um
comprimento de onda de 226 nm, valor proximo ao descrito por Pascoli et al. (2020), de
225 nm. Apos a varredura entre 200 e 800 nm do 6leo de ricino, foi realizada uma curva
analitica foi de 10 a 100 pg /mL em 206 nm, sendo aqui quantificado a presenca do 0leo,
que por ser um produto comercial e com outros componentes, interferiu no comprimento

de onda caracteristico do acido ricinoleico.

Figura 1: Curva Analitica dos 6leos de neem e ricino com concentracdes variando entre
10 pg/mL e100 pg/mL, os valores correspondem a média e desvio padrdo (n=3) de 3
curvas diferentes. A) Curva do 6leo de neem realizada em solugdo hidroalcoolica 70%,
leitura em 226 nm. B) Curva do 6leo de ricino realizada em solucéo hidroalcéolica 90%,
leitura em 206 nm.
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Os parametros fisico-quimicos foram analisados ao longo de 120 dias (0, 7, 15,
30, 60, 90 e 120 dias). Desse modo, o diametro médio e o indice de Polidisperséo (PDI)
foram avaliados pelo méetodo de Dinamic Light Scattering (DLS) e o Potencial Zeta (PZ)
foi avaliado por microeletroforese.

A média dos didmetros médios (nm) destas formulacdes de NPNL encapsuladas
com 6leo de neem 3% mais 0Oleo de ricino 3% nos respectivos periodos foram: 237 + 2
nm; 240 £0,1 nm; 245 £ 1 nm; 243 £ 6 nm, 244 £ 2 nm, 264 £ 2 nm, e 241 £ 5 (Figura
2A). Da mesma maneira o indice de polidispersao (PDI) e o potencial zeta (PZ) foram
analisados. A média das analises obtidas no periodo apresentaram polidispersao 0,125
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+0,01 e potencial zeta -47,1 £ 3,5, indicando boa estabilidade e homogeneidade das
formulagdes contendo a combinag&o dos 6leos.

Os resultados corroboram com as informagdes descritas na literatura a respeito de
nanoparticulas de ligninas, conforme visto no estudo de Zikeli et al., (2020), que realizou
0 encapsulamento dos 6leos esséncias em nanoparticulas de lignina, sendo os 6leos de
casca de canela, tomilho comum e tomilho selvagem, seus didmetros médio foram 346 +
5nm, 244 £ 3 nm e 369 + 3 nm, respectivamente. O indice de polidispersdo dessas
formulacGes também se apresentaram inferior a 0,2.

Yaqoob et al., (2021) avaliou o potencial zeta de nanoparticulas de lignina a partir
de 6leo de palma, de modo que manteve- se o perfil de carga negativa da lignina, devido
aos seus grupos funcionais, mas apresentou variagao na estabilidade conforme a diferenca
na velocidade do homogeneizador no preparo, sendo mais estaveis as que tiveram

potencial zeta igual ou superior a 30 mV.

Figura 2: Analise das formula¢des ao longo de 120 dias (0,7, 15, 30, 60 e 120 dias)
através de metodos Dynamic Light Scattering (DLS) (A e B), e Microeletroforese (C).
Nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico carregada com oOleo de ricino 3%
(NPNL_RICINO) e combinacéo 6leo de neem 3% + 06leo de ricino 3% (NPNL_NEEM+
RICINO).
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Além disso, foi feita uma analise comparando todos os parametros citados acima
entre 0s NPNLs com a combinag&o dos ativos 6leo de neem + ricino e sem ativo (Tabela
1). A distribuicdo de tamanho foi avaliada tanto em relagcdo a concentracdo de
nanocapsulas (particulas/mL) através do Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) quanto
a intensidade (%) por Dynamic Light Scattering DLS (Figura 3). O diametro médio dos
NPNLs com a combinacao dos ativos neem+ricino apresentou-se maior comparados aos
NPNLs sem ativos, indicando a presenca dos 6leos no interior das nanocapsulas. No
geral, todos os parametros foram parecidos e ambas as particulas se mostraram estaveis

quando avaliadas durante 60 dias.

Tabela 1: Parametros fisico-quimicos dos nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico
(NPNLs)com combinacéo ativos (Neem 3% + Ricino 3%) e sem ativos. As analises foram
feitas por Dinamic Light Scattering (DLS), Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) e

microletroforese.

NPNLs Diametro Médio PDI PZ (mV) Concentracéao
(nm) (particulas/mL)

Sem ativos 194+1 0,130+0,003 -39,6+1,9 2,65x101+7,41x10%

Com ativos 240+ 5 0,149+0,02 -49,1+1,0 3,45x10%%+3,56x10%

Figura 3: Distribuicdo do diametro médio das nanocapsulas em relacdo a concentracdo
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) e em relacdo a intensidade Dinamic Light
Scattering (DLS). A) Nanocépsulas poliméricas de nucleo lipidico (NPNLs) sem ativos;
B) Nanocépsulas poliméricas de nucleo lipidico (NPNLs) com a combinacdo dos ativos

6leo neem 3%+ 6leo de ricino 3%.
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A eficiéncia de encapsulamento foi calculada inicialmente pela subtracdo do
valor de background da lignina e pela diferenca entre a quantidade de dleo inicialmente
adicionada e a quantidade obtida no filtrado. A eficiéncia de encapsulacdo (EE) dos
6leos neem e ricino foi avaliada ao longo de 0, 7, 15, 30, 60, 90 e 120 dias, sendo 0s
valores de EE (%) do 6leo de neem na formula¢do com a combinacao dos 6leos foram
de 99,7 + 0,06%; 99,2 + 0,40%; 98,7 £ 0,12%; 98,6 + 0,22%; 98,0+£0,19 e 89,4+ 0,38
respectivamente. Ja para o 6leo de ricino os valores de EE (%) foram de 95,9 + 0,89%;
94,8 + 0,04%; 944 + 0,83%; 93,8 + 0,29%; 93,0+0,04% e 84,59+1,67%,
respectivamente para cada tempo (Tabela 2).

Derivados de Ricinus communis sdo amplamente estudados como percussores
de nanoparticulas metalicas (SHOBHA et al., 2019; SINGH et al.,, 2012; SONI;
DHIMAN, 2017), outros estudos reportam o encapsulamento do acido ricinoléico
provenientes da extracdo do 6leo de ricino com alta eficiéncia de encapsulacéo
alcancando 90% com boa estabilidade (AZEEM; NADA, 2015; NADA et al., 2016).

Tabela 2: Eficiéncia de encapsulacdo (%) ao longo de 120 dias (0,7, 15, 30, 90 e 120
dias) atraves do metodo espectrofotdmetro UV-Vis (Cary 50, Varian). Nanocapsulas
poliméricas de nucleo lipidico sem ativos contendo 6leo de ricino 3% (NPLC_RICINO)
e combinag&o dleo de neem 3% + 6leo de ricino 3% (NPLC_NEEM+ RICINO).

0 DIAS 7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS 90 DIAS 120 DIAS
NPLC_RICINO 96,4+ 0,09 95,3+0,49 92,4+3,12 90,7+0,87 89,0+1,0 88,3+0,47
(%)
NPLC_NEEM 99,7+0,06 99,2+0,40 98,7+0,12 98,6+0,22 98,0+0,19 89,4+0,38
+
RICINO 95,9+0,89 94,8+0,04 94,4+0,83 93,8+0,29 93,0+0,04 84,59+1,67
(%)

3.2 Cinética de liberacéo in vitro

As formulacGes foram também caracterizadas em relacdo ao perfil de liberacéo
dos larvicidas, realizados de acordo com Lai et al. (2006), com modificagdes. A
guantidade de larvicida liberado foi quantificada através de espectrofotbmetro UV-Vis
(Cary 50, Varian), sendo os resultados expressos em porcentagem. O ensaio foi
realizado a 25 °C e em triplicata. O ensaio de liberacdo teve duracdo de 5 dias,
alcancando 120 horas, visando assim estipular o comportamento das nanocapsulas em

contato com a agua e em funcéo do tempo. A formulagdo com a combinagdo dos ativos
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foi a que manteve a liberagdo mais estavel, mantendo-se abaixo de 20 % até o final do
ensaio, Figura 4.

E notavel que a liberagdo dos 6leos separados apresentou perfis diferentes, o 6leo
de ricino apresentou valores de liberacdo parecidos para as formulacdes emulsdo e
nanocapsulas preparadas apernas com 6leo de ricino, sendo 34,1 + 7,8 % e 31,0 + 4,7%.
Por outro lado, a combinagdo com o 6leo de neem alterou esse perfil, a emulsdo com a
combinacdo dos ativos proporcionou a liberacdo de 72,1 £3,6 % do 6leo de ricino no
periodo total do ensaio, enquanto as nanocapsulas com a combinacdo dos 6leos
apresentou uma reducdo para 17,3 = 0,86 %, indicando que potencialmente as
nanocapsulas poliméricas com ndcleo lipidico pode proporcionar uma retengdo dos
6leos em seu nlcleo, no entanto cabe destacar que tal hipoGtese precisa ser melhor
investigada.

Figura 4: Ensaio de liberacdo das nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico contendo
6leo de ricino 3% (NPNL_RICINO) e combinagéo 6leo de neem 3% + 6leo de ricino
3% (NPNL_NEEM+ RICINO), emulsdo de ricino 3 % (EM_RICINO) e emulsio
6leo de neem 3% + 6leo de ricino 3% (EM_NEEM+ RICINO). Sendo A) quantificacio

pela curva analitica do 6leo de neem e B) quantificacdo pela curva analitica do 6leo de
ricino.
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Para avaliar o perfil de dissolugdo/liberacdo foram utilizadas modelagens

baseadas em diferentes modelos matematicos de Ordem Zero, Primeira Ordem Higuchi e
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Korsmeyer-Peppas. Com base nos valores de coeficiente linear (r2) apresentados, o
modelo designado por Higuchi foi o que melhor descreveu a liberagdo das formulacoes
estudadas, com excecdo das formulagGes contendo emulsdo de éleo de neem, pois esta
foi mais bem descrita por Korsmeyer-Peppas, conforme visto na tabela 3. O modelo
Higuchi descreve que a liberacdo ocorre por difusdo, seguindo a lei de Fick (COSTA,;
SOUSA LOBO, 2001).

Tabela 3: Coeficientes obtidos como 0s modelos de ordem zero, primeira ordem, Higuchi
e Korsmeyer -Peppas nas formulacdes de nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico
contendo 6leo de ricino 3% (NPNL_RICINO) e combinag&o 6leo de neem 3% + 6leo de
ricino 3% (NPNL_NEEM+ RICINO), emulsio de ricino 3 % (EM_RICINO) e emulséo
6leo de neem 3% + 6leo de ricino 3% (EM_NEEM+ RICINO).

Modelos Matematicos

Ordem-Zero Primeira-Ordem Higuchi Korsmeyer-Peppas
k r K r k r K N r2
(h™) (h™) (h?) (h™)

NPNL-NEEM+RICINO 0,1017 06752 0,002522 03930  0,2017 0,8016 1219 2650 0,7570
EM- NEEM+RICINO 0,6162 07795  0,001332 05730  0,7953 0,9030 3477 3,842 0,9001
NPNL-RICINO 0,1602 09638  0,0004065 0,9066  0,1086 0,9669 2421 5792 0,9395
EM-RICINO 0,2163 09097  0,001312 06501  0,2150 0,9329 2154 3,604 0,8719
NPNL-NEEM+RICINO  0,1071 06838  0,002898 03580  0,2034 0,8144 1139 2434 0,7192
EM-NEEM+RICINO 0,4650 08139 0,001375 05962 05175 0,9247 3058 3,600 0,9184

3.3 Avaliagéo da citotoxicidade e genotoxicidade

Ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade foram realizados. O ensaio de
viabilidade celular utilizando a técnica de reducdo do sal de tetrazolium (MTT) foi feito
com ceélulas HaCaT (queratinocitos humanos), assim como o estudo de genotoxicidade
pelo ensaio cometa. Para complementar a avaliagdo da toxicidade a nivel multicelular

também foi trabalhado com Allium cepa.
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3.3.1 Viabilidade celular de acordo com a atividade mitocondrial

As formulagdes contendo apenas 6leo de ricino, nanocédpsulas e emulsdo, ndo
apresentaram reducéo da viabilidade celular em nenhuma das concentragdes usadas no
ensaio. Por outro lado, as formulacdes com a combinagdo dos 6leos (neem e ricino),
apresentaram diminuicdo na viabilidade celular conforme aumento da concentracdo, com
destaque para as nanocépsulas que apresentaram apenas 40% da viabilidade celular na
concentragcdo 7 mg/mL, figura 5.

Tais resultados podem estar relacionados ao aumento na concentracdo de 6leo,
visto que a formula¢do com combinacao de ativos apresenta o dobro de 6leo, pois contém
3% de cada 6leo, totalizando 6%. Os resultados obtidos no ensaio de liberacéo descrevem
uma baixa liberacdo do 6leo de ricino quando sozinho, o que pode ter colaborado para
gue ndo apresentasse alteracdo significativa na viabilidade celular.

Ensaios de viabilidade celular com nanoemulsdes as nanoemulsdes do 6leo
de Ricinus communis L. indicaram possivel acdo antioxidante e reducdo significativa da
apoptose, assim como distin¢cdo entre a linhagem celular cancerosa, desse modo ocorreu
reducdo da viabilidade celular para 4,25% ap0s exposi¢do a 125 ug/mL em ceélulas
cancerigenas HepG2 e 55,85% ap0ds exposicdo a 125 ug/mL em células normais L929
(JAVANSHIR et al., 2020).

Figura 5: A porcentagem de viabilidade celular da linhagem celular HaCaT determinada
pelo ensaio MTT apds sua exposicao as nanocapsulas poliméricas de ndcleo lipidico
contendo 6leo de ricino 3% (NPNL_RICINO) e combinagéo 6leo de neem 3% + 6leo de
ricino 3% (NPNL_NEEM+ RICINO), emulsio de ricino 3 % (EM_RICINO) e emulséo
6leo de neem 3% + 6leo de ricino 3% (EM_NEEM+ RICINO).
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3.3.2 Genotoxicidade usando ensaio cometa

No ensaio cometa as formulagdes de nanocépsulas contendo 6leo de neem e ricino
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0,5 mg/mL e emulsdo oleo de ricino 0,5 mg/mL geraram diferenca significativa,
comparada ao controle, conforme nivel de significancia de P <0,05 (two-way ANOVA).
As demais formulagdes apresentaram indice de dano relativo superior ao demonstrado

pelo controle, mas sem diferenca significativa.

Figura 6: Indice de dano celular em células HaCaT determinadas pelo ensaio cometa
apos sua exposicdo as nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico contendo dleo de
ricino 3% (NPNL_RICINO) e combinacio 6leo de neem 3% + 6leo de ricino 3%
(NPNL_NEEM+ RICINO), emulséo de ricino 3 % (EM_RICINO) e emulsdo 6leo de
neem 3% + 6leo de ricino 3% (EM_NEEM+ RICINO). Nivel de significancia de P <0,05
(two-way ANOVA) onde a diferenca significativa em relacéo ao controle é representada
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Amostras/Concentracoes

O o6leo de ricino é considerado biodegradavel e ndo toxico, por isso € utilizado em
setores como agricultura, alimentos, téxtil, papel plastico, borracha, cosméticos,
perfumarias, eletrdnicos, tintas, tintas, aditivos, lubrificantes , biocombustiveis e
farmacéuticos (MUBOFU, 2016).

Desse modo, ndo é esperado que apresente efeitos toxicos significativos, estudos
avaliam o uso de 6leo de ricino em dispositivos biomédicos, os ensaios realizados por
Uscategui; Diaz; Valero, (2019) observaram que 0s materiais ndo tiveram efeito toxico e
promoveram a proliferacdo celular nas células de fibroblasto de camundongo L929,
fibroblasto humano MRC-5 e células de fibroblasto dérmico humano adulto (HDFa),
além disso, a resposta biologica avaliada ap6s implantagdo em ratos Wistar indicou que
ndo houve interferéncia no processo de cicatrizacdo de feridas nem causaram efeitos

adversos ou lesBes graves no tecido ou érgaos.
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3.3.3 Ensaio de aberragdes cromossdmicas em Allium cepa

Os ensaios com A.cepa mostraram diferenca significativa entre as formulagoes
testadas e o controle, de modo que as formulagfes apresentaram maior indice mitotico
relativo, quando comparadas ao controle. O indice de dano relativo diminuiu na presenca
das formulacGes em teste, quando comparado ao controle, sendo as formulacBes de
lignina e nanocépsula controle (sem ativos) que demonstraram menor impacto em A.cepa
(figura 7 B).

E possivel que as formulag@es utilizadas nesse ensaio tenham atuado estimulando
a divisdo celular, os 6leos possuem diversos fotoquimicos em sua composicdo e estes
podem ter gerado tal resultado (YEBOAH et al., 2020)

Estudos também sugerem a presenca de 6leo de ricino em pesticidas, pois sdo
seguros para as plantas em uso agricola. Poliuretanos a base de &gua e 6leo de ricino
serviram como capsulas para o azadiractina e formaram um sistema promissor para
deposicdo de pulverizacédo e retencdo de pesticidas nas superficies das plantas, exibindo

resisténcia a chuva e protecdo (ZHANG et al., 2020).

Figura 7: Resultados do ensaio de aberracdao Allium cepa: A) Valores relativos do indice
mitético para os diferentes tratamentos; B) indice de dano relativo de raizes submetidas
a tratamentos: nanocéapsulas poliméricas de nucleo lipidico contendo éleo de ricino 3%
(NPNL_RICINO) e combinacio 6leo de neem 3% + dleo de ricino 3% (NPNL_NEEM+
RICINO), emulsdo de ricino 3 % (EM_RICINO) e emuls&o 6leo de neem 3% + 6leo de
ricino 3% (EM_NEEM+ RICINO). Nivel de significancia de P <0,05 (two-way ANOVA)
onde a diferenca significativa em relacdo ao controle é representada por *.

A) EM_NEEM+RICINO 10 mg/mL | Fi
EM_NEEM+RICINO 15 mg/mL | : b

NPNL_NEEM+RICINO 10 mg!mL=<*
NPNL_NEEM+RICINO 15 mg/mL :

EM_RICINO 10 mg/mL- Hox

EM_RIGINO 15 mg/mL- h
NPNL_RICINO 10 mg/mL- b

NPNL_RICINO 15 mg/mL : *
CONTROLE :

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
indice mitético relativo
* (controle x tratamento)

Amostras/Concentragoes
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B) EM_NEEM+RICINO 10 mg/mL{————H=
EM_NEEM+RICINO 15 mg/mL {0
NPNL_NEEM+RICINO 10 mg/mL -{E
NPNL_NEEM+RICINO 15 mg/mL

EM_RICINO 10 mg/mL{—— h=
EM_RICINO 15 mgimL{———H=
NPNL_RICINO 10 mg/imL{———— =
NPNL_RICINO 15 mg/mL
CONTROLE ]
0:0 0:5 1:0 1I.5
Indice de dano relativo

Amostras/Concentragoes

* (controle x tratamento)
3.4 Avaliagéo da toxicidade em organismos nédo-alvo

Desse modo, é essencial avaliar os potenciais impactos que cada formulacao pode
causar a0 ambiente, sendo assim o uso de espécies-chaves pode fornecer dados para
compreender o mecanismo de interacdo das formulacGes larvicidas com organismo néo-
alvo no ambiente (KAHRU; DUBOURGUIER, 2010).

Os ensaios foram realizados conforme as diretrizes da Organizacdo para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico — OECD 202, 236 e 235, correspondente
aos ensaios com o0s organismos Daphnia magna, Danio rerio e Chironomus riparius,
respectivamente.

A determinacdo da concentracédo letal para 50% de organismos em teste (CL50)
foi obtida a partir do programa Minitab, onde foi considerado a concentracéo testada, o
namero de organismos em teste e 0 nimero de organismos sobreviventes.

O teste de imobilizacdo aguda em Daphnia magna foi realizado conforme a
diretriz de nimero 202 publicada no ano de 2004 pela Organizacao para a Cooperacao do
Desenvolvimento Econémico (OCDE). As formula¢bes ndo apresentaram mortalidade
significativa nas concentracOes estudadas, sendo assim estimado que o CLso Seja superior
a 950 mg/mL maior concentracdo em teste, com excecdo da formulacdo de nanocapsula
contendo a combinacdo dos 6leos neem + ricino que apresentou CLso de 233 £ 21 mg/L,
sendo consideravel a quantidade de 6leo em combinagdo nessa nanocépsula, um dos
fatores para este resultado.

O teste de toxicidade embrionaria de peixes (FET) usando zebrafish (Danio rerio)
seguiram a diretriz OECD 236, a mortalidade (falta de batimento cardiaco e embrifes
coagulados) e o sucesso da eclosdo foram verificados a cada 24 horas durante a duragéo
do teste (96 horas). Malformacgdes morfologicas dos embrides e larvas, como néo
desprendimento da cauda, auséncia de formacéo de somitos e presenca de edema, também
foram acompanhadas (OECD, 2013).
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Os testes apresentaram apenas taxa de mortalidade, ndo houve alteracGes
significativas no desenvolvimento ou morfologia do embrido. E estimado que o CL 50 da
emulsdo ricino seja superior a maior concentragdo testada, 200 mg/L, visto que durante o
ensaio ndo foi obtido dados suficientes para a determinacéo da concentracao letal.

Entre os organismos estudados o Danio rerio se mostrou o mais sensivel,
apresentando os menores valores de CLso sendo 104 + 6,7 mg/mL para NPNL ricino, 197
+ 33 mg/mL para emulsdo neem+ ricino e 14 £1 7 mg/mL para NPNL neem + ricino,
conforme tabela 4. E visto que o tamanho de nanomateriais podem interferir no
desenvolvimento de mortalidade de Danio rerio, sendo esses efeitos mais intensos em
nanomateriais acima de 200 nm (RIZEQ et al., 2019), corroborando com os dados obtidos
nesse estudo.

Estima-se que a interacdo dos nanomateriais com coérion esteja relacionado com
os efeitos tdxicos, pois 0s poros presentes no cérion podem sofrer alteracbes e
consequentemente modificando a entrada de substancias ao embrido (JIA et al., 2019).

O teste de imobilizagdo agudo (OECD, 2011) foi realizado em larvas do primeiro
instar do mosquito Chironomus riparius, sendo essa avaliacdo da atividade larvicida um
comparativo como organismo alvo, Aedes aegypti.

E esperado que larvas do primeiro instar sejam mais sensiveis aos demais estagios
do desenvolvimento, porém nesse estudo, as larvas do Chironomus riparius mostrou-se
0 organismo mais resistente entre 0s ensaios realizados, visto que ndo apresentou
mortalidade significativa entre as concentracdes estudadas, de modo que é estimado que

0 CLso seja superior a maior concentragédo estudada, 720 mg/L.

Tabela 4: Comparativo da concentracdo letal 50% (CLso) entre 0s organismos testados
Daphnia magna, Danio rerio e Chironomus riparius para as formulacBes: nanocapsulas
poliméricas de nucleo lipidico contendo 6leo de ricino 3% (NPNL_RICINO) e
combinac&o 6leo de neem 3% + 6leo de ricino 3% (NPNL_NEEM+ RICINO), emulséo
de ricino 3 % (EM_RICINO) e emulsdo 6leo de neem 3% + 6leo de ricino 3%
(EM_NEEM+ RICINO).

CLso (mg/L)
Daphnia magna Danio rerio Chironomus riparius
Emulsdo Ricino >950 >200 >720
NPNL Ricino >950 104+6,76 >720
Emulsdo Neem+ Ricino >950 197+33 >720
NPNL Neem + Ricino 233421 14417 >720
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Os resultados obtidos apresentam CLso em altas concentragdes, que dificilmente
estariam disponivel em condicBes ambientais (TURAN et al., 2019). E provével que o
tempo de exposicdo tenha sido um fator importante para esses resultados, visto que 0s
valores de CLso para Danio rerio foram menores que para os demais organismos, de modo
que, também foi o teste mais longo, com 96 horas de avaliacao.

E conhecido aumento da atividade larvicida de extratos de Ricinus communis com
aumento do tempo de exposicdo e consequentemente aumento da concentracdo (WAFA
et al., 2014). A toxicidade aguda de trés biodieseis a base de plantas foi investigada
usando Daphnia magna durante um periodo de 96 horas. Durante o estudo verificou-se
que 6leo de ricino teve a toxicidade crescente em fator do tempo, com CLso de 189 pg/mL
em 48 h e 509 pg/mL em 96 h (BAMGBOSE; ANDERSON, 2018).

Por outro lado, é observado que nanoparticulas possuem uma tendéncia maior a
gerar quantidades excessivas de espécies reativas de oxigénio, que consequentemente
podem gerar danos causando apoptose ou mesmo mutagénese (YU et al., 2020b). Para
confirmar as hipoOteses do mecanismo de toxicidade e compreender o processo de
interacdo entre as NPNL e os organismos aquaticos estudos complementares devem ser
avaliados.

O nematoide Caenorhabditis elegans também foi estudado como organismo néo-
alvo, o resultado dos ensaios realizados em C. elegans sdo apresentados na figura 8.
Podemos observar que as formulacdes testadas ndo apresentaram mortalidade
significativa aos organismos (figura 8 A e B), da mesma forma ndo houve alteragéo no
desenvolvimento dos organismos, conforme visto na figura 8 C e D, pois as formulagdes
ndo alteraram a area corporal dos organismos testados.

Tais resultados abordam apenas os parametros agudos das respostas dos
organismos, sendo necessario avaliar a toxicidade cronica, assim como estabilidade,
degradacdo e comportamento das nanocapsulas no ambiente, para entdo obter maior
compreensdo sobre os sistemas desenvolvidos (BENELLI et al., 2018).

Estudos sugerem que compostos naturais sejam menos tOXicos para organismos
ndo-alvo. O cinamaldeido, principal componente da canela Cinnamomum cassia Presl,
indicou mortalidade de C. elegans dependente da concentragdo, sendo necessario 800
mg/L por 4 horas para alcancar 100% de mortalidade (LU et al., 2020).

Ensaios com o 6leo volatio de ginseng inseridos a dieta de C. elegans do tipo
selvagem N2, indicaram potencial capacidade antioxidante, prolongando a vida util e a
satde dos nematoides (WANG et al., 2022)
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Figura 8: Ensaio de toxicidade usando C. elegans exposto por 48 h a 0,15; 0,3; 0,9;1,5 e
3 mg/mL de nanocépsulas poliméricas de nucleo lipidico contendo 6leo de ricino 3%
(NPNL_RICINO) e combinagio 6leo de neem 3% + dleo de ricino 3% (NPNL_NEEM+
RICINO), emulsdo de ricino 3 % (EM_RICINO) e emuls&o 6leo de neem 3% + 6leo de
ricino 3% (EM_NEEM+ RICINO). Taxa de sobrevivéncia (A e B). Tamanho corporal
(C e D). Nivel de significancia de P <0,05 (two-way ANOVA) onde a diferenca

significativa em relacéo ao controle é representada por *.
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3.5 Atividade biologica

Testes de atividade larvicida foram realizados seguindo o protocolo das Diretrizes
para testes de laboratério e de campo de larvicidas de mosquitos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2005). Os ensaios foram realizados em colaboracdo com o grupo do
Dr. Jayme Souza Neto (Unesp/Botucatu).

As formulagdes de nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico contendo 6leo de
ricino 3% e contendo combinagdo 6leo de neem 3% + 6leo de ricino 3%, emulsdo de
ricino 3 % e emulsdo 6leo de neem 3% + 6leo de ricino 3%, ndo apresentaram atividade
larvicida nas concentracfes estudadas, visto que nao foi observado mortalidade das larvas

durante o ensaio.
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Né&o foi viavel aumento da concentracdo para a realizacdo de novos testes, visto
que ao aumentar a concentracédo se intensifica a coloracao das formulagdes derivadas de
lignina e dificulta a visualizagdo da movimentagéo dos organismos durante o ensaio.

A literatura descreve o uso de derivados de Ricinus communis em concentracdes
inferiores as que foram utilizadas nesse estudo. Sogan et al., (2018) avaliou Ricinus
communis como larvicida para larvas do mosquito vetor da maléria Anopheles
culicifacies, foram avaliadas a nanoemulséo de 6leo de ricino e emulsdo de ricino a
granel, obtendo CLso de 3,4 e 52,31 ppm, respectivamente. Wamaket et al., (2018)
realizou ensaios com larvas Aedes aegypti, determinando CLso de 51,38 ppm para ensaios
com 6leo de ricino. O estudo de Waris et al., (2020) com larvas de Aedes aegypti (2° e 3°
instar), determinou CLsp 106,24 ppm para extratos foliares de Ricinus communis e CLso
de 46,22 ppm para nanoparticulas de prata sintetizadas a partir do extrato.

A diferenca entre os dados da literatura e os obtidos nesse estudo pode estar
relacionado ao perfil de liberacdo dos ativos das nanoparticulas, assim como a
porcentagem dos constituintes ativos do 6leo, de modo que as formulacdes foram
desenvolvidas a partir de um produto comercial e ndo foi possivel determinar sua exata
composicao, ensaios complementares sdo necessarios, visto que a composic¢do do 6leo de
mamona é influenciada pela &rea de producdo e método de extracdo adotado (YEBOAH
et al., 2020).Wafa et al., (2014) realizou ensaio estudo fitoquimico de cinco populagdes
tunisianas de Ricinus communis L. Analises de GC-MS indicou variacdo na porcentagem
de é&cido ricinoleico presente na composicdo entre os 6leos obtidos pelas cinco
populagdes. Quanto ao extrato de sementes, a populacdo Aouled Amer foi a mais efetiva
contra larvas de C. pipiens L., apresentando CLso de 570 mg/L. E esperado que ajustes na
concentracdo de oOleo utilizado no preparo das formulacbes possam melhorar seu
desempenho como larvicida, porém ensaios complementares Sd0 necessarios para

conhecer o mecanismo de acdo desses produtos e assim elaborar as modificagdes.

4.CONCLUSAO

Embora as nanocapsulas carregadas com o6leo de ricino, assim como as
nanocapsulas contendo a combinagdo do oOleo de ricino e 6leo de neem, ndo tenham
atendido a expectativa de atividade larvicida em larvas de Aedes aegypti, 0 sistema
carreador desenvolvido a partir da lignina mostra-se promissor para carreamento de 6leos,
por apresentar boa estabilidade e alta eficiéncia de encapsulacdo. Ensaios
complementares e modificacdes na composicdo das formulacdes sdo necessarios, pois

assim pode se diminuir a toxicidade e aumentar a atividade bioldgica.
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CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os mosquitos estdo entre as especies de vetores mais comuns e podem
transmitir diversas doencas. O mosquito Aedes aegypti é conhecido como vetor de
arbovirus como dengue, zika, chinkungunya e febra amarela. A dengue é a doenca viral
mais prevalente, com aumento continuo no nimero de casos anuais, a Organizagao
Mundial de Saude indica uma estimativa de 390 milhdes de infec¢des pelo virus da
dengue por ano, embora a maioria dos casos de dengue seja assintomatica ou apresente
sintomas leves, ela pode se manifestar como uma doenca grave.

Desse modo, e imprescindivel o controle do vetor para uma diminuicdo nos
casos de arboviroses, sendo essa uma questdo critica de saude publica em paises
tropicais. Os métodos mais utilizados e eficazes no controle de mosquito séo realizados
com compostos sintéticos, o uso generalizado desses compostos resultou na
persisténcia e acumulo de produtos quimicos ndo biodegradaveis no ecossistema,
desenvolvimento de resisténcia a inseticidas em vetores e efeitos tdxicos em
organismos nao-alvo, com isso surge uma necessidade urgente de desenvolver métodos
de controle de mosquitos novos e aprimorados.

Conforme abordado no capitulo 1, o uso da nanotecnologia é interessante por
proporcionar melhora na biodisponibilidade de diversos ativos com baixa ou nenhuma
solubilidade em agua, melhorando a eficacia do ativo, sua especificidade, estabilidade,
protecdo do ativo, por funcionar como reservatérios de ativos permite liberacéo lenta,
reduzindo a quantidade de aplicacdes e possivelmente a sua toxicidade.

Aliado a isso, 0 uso de materiais biodegradaveis e de origem botanica sao alvo
de estudos por proporcionarem menor toxicidade ambiental e caracteristicas
pertinentes a um larvicida ideal: eficaz, sustentavel, economicamente viavel, com baixa
toxicidade em mamiferos e sem alterar as caracteristicas da agua.

Nos capitulos 2 e 3 desse trabalho, sdo apresentados o desenvolvimento de
nanocapsulas poliméricas contendo 6leo de neem (Azadirachta indica), 6leo de ricino
(Ricinus communis) assim como a combinacgéo desses ativos, de modo geral, todas as
nanocapsulas desenvolvidas apresentaram 6tima estabilidade no periodo de 120 dias,
indicando esse sistema como um bom carreador de dleos, a constancias nos resultados
do indice de polidisperséo abaixo de 0,2 e o alto potencial zeta colaboram para a
homogeneidade das formulagdes, que ndo apresentaram diviséo de fase em nenhum
momento do estudo, conforme observado na figura 1. Por outro lado, as emulsdes
desenvolvidas para realizar uma compara¢do nos ensaios, mostrou-se instavel ao

decorrer de 15 dias, as emulsdes também sdo um sistema carreador, mas nesse estudo
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apresentaram baixo desempenho em comparacao as nanocapsulas, que apresentaram
estabilidade mesmo em temperatura ambiente.

O uso de larvicidas é feito em &guas estagnadas, com isso existem riscos ao
meio ambiente, animais e humanos ao introduzir compostos em corpos d"agua, sendo
necessario uma avaliacdo da ecotoxicidade dos larvicidas.

Para isso, as formulagdes desenvolvidas nesse trabalho foram avaliadas
conforme os testes agudos presentes nas diretrizes da Organizacdo para a Cooperagao
e Desenvolvimento Econémico, para 0s organismos aquaticos Daphnia magna, Danio
rerio e Chironomus riparius, dentre esses o Danio rerio, popularmente conhecido
como zebrafish, foi o organismo mais sensivel a exposi¢do das nanocapsulas, sendo
que nanocépsulas carregadas com a combinacdo dos Oleos foi a formulacdo que
apresentou maior toxicidade nos ensaios. Ensaios com o organismo de solo
Caenorhabditis elegans ndo apresentaram toxicidade significativa para as
concentracdes avaliadas.

Figura 1: Resumo dos resultados e representacdo esquematicas das nanoparticulas
desenvolvidas.

Capitulo 2

Capitulo 3

Capitulo 3

= Nanocapsula Polimerica
de Nucleo Lipido contendo
¥ Oleo de Neem ®

Estabilidade fisico-quimica:120 dias
Diametro médio: 172 + 5 nm

indice de polidispersao: 0,132 + 0,01
Potencial Zeta: - 46 + 2 mV

Eficiéncia de encapsulagao: 97:0,7%

Toxicidade em organismos ndo-alvo
CL 50 mg/L

Daphnia magna: 865 + 57
Danio rerio: 80 + 4
Chironomus riparius: > 720

Caenorhabditis elegans: nao
significativo

Atividade larvicida em larvas de
Aedes aegypli
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Perfil de toxicidade em ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade (células
HaCaT e Allium Cepa) também foram estudados, observando que os resultados mais
significativos foi das nanocépsulas carregadas com a combinacdo dos 6leos, que
apresentou diminuicdo de 60% na viabilidade celular, assim como das nanocapsulas
carregadas apenas com 6leo de neem com diminuicdo de 56% na viabilidade celular,
indicando que a presenca do 6leo de neem pode alterar a viabilidade celular, porém
estudos demonstram que a técnica de MTT possui limitagdes sem seu método e por
isso a comparacdo com demais técnicas torna-se essencial. Sendo assim, observando
os demais ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade realizados nesse estudo, assim
COMO 0S ensaios em organismos ndo- alvo, é visivel que as nanocapsulas possuem um
perfil de baixa toxicidade.

Os ensaios de atividade larvicida realizados com larvas de Aedes aegypti,
demonstraram necessidade de alteragdes nas formulacdes, visto que apenas a
formulagdo nanocapsulas contendo 6leo de neem apresentaram atividade larvicida e
ainda assim em uma alta concentragédo CL50 3000 mg/L.

Com tudo, as formulacGes desenvolvidas nesse trabalho abrem perspectivas
para um larvicida sustentavel, ambientalmente interessante e potencialmente seguro,
visto que as nanocapsulas possuem didmetro médio em uma faixa de tamanho seguro,
que dificulta permeabilidade por membranas, foram desenvolvidas a partir de materiais
biodegradaveis, 0 que evita provaveis acumulacGes no ambiente e reaproveitando
biomassa, sendo uma proposta em beneficio do meio ambiente e valorizacdo de
subprodutos. Ensaios crénicos em organismos ndo-alvo sdo necessarios para uma
maior realidade ecoldgica, assim como ensaios histologicos e de interacdo larva-
nanocapsula sdo indispensaveis para compreender o mecanismo de acdo desses
sistemas em seu organismo alvo. Por tanto, ensaios complementares e modificacfes
nas formulacbes sdo fundamentais para que as nanocéapsulas poliméricas de nucleo

lipidico desenvolvidas nesse trabalho possam atender aos requisitos de larvicida ideal.
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