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RESUMO

A reemergéncia de doencas como a dengue, a febre amarela, a Chikungunya e a Zika,
transmitidas principalmente pelo mosquito Aedes aegypti, apresenta significativo
impacto na saude publica do pais. A principal forma de controlar a transmisséo dessas
doencas é o combate ao mosquito, realizado com o uso de pesticidas sintéticos e
manejo ambiental para remocéao dos criadouros das larvas. Porém, o uso frequente
de pesticidas sintéticos pode levar a contaminacdo ambiental e/ou humana e a
emergéncia de insetos resistentes. O linalol e o cinamato de metila, comumente
encontrados em 0leos essenciais de diversas espécies de plantas, sdo tidos como
alternativa aos pesticidas sintéticos, uma vez que apresentam atividade larvicida,
repelente e/ou inseticida e sdo considerados seguros para utilizacdo. Neste contexto,
0 objetivo deste estudo foi desenvolver, caracterizar e avaliar microparticulas
flutuantes contendo uma mistura de cinamato de metila e linalol (CM-L), na propor¢ao
1:4, para utilizagédo no controle populacional das larvas de Aedes aegypti. Inicialmente,
foram realizados ensaios de toxicidade in vitro com o cinamato de metila, o linalol e a
mistura CM-L através do bioensaio com Artemia salina, da atividade hemolitica, do
potencial fitotéxico e da atividade larvicida. As microparticulas flutuantes contendo a
mistura CM-L foram caracterizadas por meio de estudos morfolégicos e
espectroscopicos e avaliadas quanto a sua flotabilidade e perfil de liberacdo. O
método analitico para a determinacédo do cinamato de metila e do linalol incorporado
nas microparticulas foi validado conforme o preconizado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria e The International Conference on Harmonization. Foi investigada
também a atividade larvicida das microparticulas flutuantes contra as larvas de Aedes
aegypti. O cinamato de metila apresentou atividade larvicida significativa quando
comparado ao linalol (valores de ClLso de 354 pg.mL?!' e 2752 pg.mL7?,
respectivamente) e ao CM-L (CLso 138,0 upg.mL?). As principais alteracdes
morfologicas nas larvas submetidas ao tratamento com as trés substancias incluem
inundacao do sistema traqueal e lesdo do intestino médio, fatores que dificultam o
desenvolvimento e sobrevivéncia das larvas. O bioensaio com A. salina mostrou a alta
bioatividade do cinamato de metila (CLso 35,5 ug.mL™), do linalol (CLso 96,1 ug.mL™?)
e da mistura CM-L (CLso 57,7 ug.mL?). As microparticulas flutuantes apresentaram
tamanho médio de 1,73 mm; eficiéncia de encapsulacédo de 85,2% para o cinamato
de metila e de 66,7% para o linalol e flotabilidade média de 88,9% em sete dias e de
42,2% em 15 dias. Na avaliacdo da atividade larvicida, as microparticulas foram
capazes de promover a reducéo dos valores de CLso do cinamato de metila e do linalol,
além de propiciar a mortalidade das larvas por um periodo de até 72 horas. Assim, 0s
resultados indicam que, apesar da maior atividade larvicida do cinamato de metila, o
uso da mistura CM-L como larvicida parece ser mais apropriado devido a sua
significativa atividade larvicida e baixa toxicidade, e que a utilizacdo de microparticulas
flutuantes como carreador da mistura CM-L é uma proposta viavel para o controle
populacional das larvas de Aedes aegypti.

Palavras-chaves: Aedes aegypti. Cinamato de metila. Fitolarvicida. Linalol.
Microparticulas flutuantes.



ABSTRACT

Dengue, yellow fever, Chikungunya and Zika are reemerging infectious diseases
transmitted to humans mainly by infected Aedes aegypti mosquitoes. Despite of the
significant impact on the public health, there are no specific therapeutics and
prevention is limited to vector control measures, as the use of synthetic pesticides and
environmental management to remove the breeding sites of the larvae. However,
frequent use of these insecticides can result in phytotoxicity, human poisoning and
emerging of resistant insects. Linalool and methyl cinnamate are communly used in
pharmaceutical, cosmetic and food industries and some authors have reported their
repellent, insecticidal and larvicidal activities. In this context, the purpose of this study
was to develop, characterize and evaluate floating microparticles containing a mixture
of methyl cinnamate and linalool (MC-L), ratio 1: 4, for Aedes aegypti population
control. Previously, in vitro toxicity tests were performed with methyl cinnamate, linalool
and a MC-L mixture through the bioassay with Artemia salina, hemolytic activity,
phytotoxic potential and larvicidal activity. Floating microparticles containing a MC-L
mixture were characterized by morphological and spectroscopic studies, and
according their buoyancy and release profile. The analytical method for the
determination of the methyl cinnamate and linalool in the microparticles was validated
according to the Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria and the International
Conference on Harmonization. It was also investigated the larvicidal activity of the
floating microparticles against Aedes aegypti. The highest larvicidal activity was
observed with methyl cinnamate, and the lowest one with linalool (LCso values of 35.4
pug.mL? and 275.2 uyg.mL™?, respectively) and MC-L mixture (LCso 138.0 ug.mL™1). Gut
damage and flooding tracheal system were the major mechanisms involved in the
larvicidal activity, interfering with survival and development of Aedes aegypti larvae.
Preliminary in vitro toxicity through brine shrimp showed the high bioactivity of methyl
cinnamate (LCso 35.5 pg.mL1), linalool (LCso 96.1ug.mL1) and the mixture MC-L (LCso
57.7 yg.mL1). The floating microparticles presented an average size of 1.73 mm;
encapsulation efficiency of 85.2% for methyl cinnamate and 66.7% for linalool and
buoyancy of 88.9% in seven days and 42.2% in 15 days. In the larvicidal bioassay, the
floating microparticles were able to promote a reduction of the methyl cinnamate and
linalool LCso values. In addition, they promoted larval mortality for up to 72 hours. Thus,
the results indicate that, despite the greater larvicidal activity of methyl cinnamate, the
use of the MC-L mixture as larvicide seems to be more appropriate due to its larvicidal
activity and low toxicity, and that the use of floating microparticles as MC-L mixture
carrier is a viable proposal for the population control of Aedes aegypti larvae.

Keywords: Aedes aegypti. Floating microparticles. Linalool. Methyl cinnamate.
Phytolarvicide.
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1 INTRODUCAO

A proliferacdo nas &reas urbanas do mosquito Aedes aegypti (Linnaeus,
1972), conhecido popularmente como o mosquito da dengue, é considerado um grave
problema de saude publica. (SENHORINI, 2010).

O Aedes aegypti € também o principal vetor dos virus da febre amarela,
Chikungunya e Zika, doencgas originarias do continente africano e reemergentes no
Brasil. (BRASIL, 2015a, 2015b, SANYAOLU et al., 2016).

Desde julho de 2014, o Brasil tem vivenciado o aumento de casos de febre
amarela silvestre em areas fora da regido amazénica, como Minas Gerais, Espirito
Santo e Rio de Janeiro, 0 que preocupa as autoridades sanitarias devido a
possibilidade de transmissdo urbana do virus, ocasionada pelo mosquito Aedes
aegypti. (BRASIL, 2015b, 2016a, 2017b).

Segundo dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2017a), no ano de 2016
foram registrados mais de um milhdao e 500 mil casos provaveis de dengue no Brasil,
com uma incidéncia de 733,4 casos para cada 100 mil habitantes. Em 2017, no
periodo de janeiro a abril, foram registrados 113.381 casos provaveis. (BRASIL,
2017e). No Parana, de agosto de 2016 a maio de 2017, foram confirmados mais de
705 casos de dengue, 59 casos de Chikungunya e quatro casos de Zika virus.
(PARANA, 2017).

Até 0 momento apenas uma vacina contra a dengue, desenvolvida pelo
laboratério Sanofi Pasteur (Dengvaxia®) possui registro na ANVISA, sendo que esta
néo é eficaz contra os virus da Chikungunya e Zika. (ANVISA, 2016).

O mosquito possui habitos domiciliares, sendo essencialmente urbano. Seu
desenvolvimento é classificado como holometabolo, pois faz metamorfose completa e
seu ciclo de vida é composto por quatro estagios: ovo, larva, pupa e adultos. O ciclo
de vida desse inseto depende diretamente da presenca de agua parada, pois 0s ovos
necessitam da mesma para ecloséo. O controle populacional do mosquito transmissor
€ a principal forma de combate a dengue. (FUNASA, 2001).

A principal forma de combate ao mosquito € a educacao da populagéo quanto
a eliminacao dos locais onde ocorre a oviposicéo e o desenvolvimento de suas larvas
(criadouros) e a aplicacdo de inseticidas sintéticos, como os organofosforados.
(TELES, 2009; PAULA et al., 2011).
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Os pesticidas sintéticos sdo amplamente utilizados no Brasil para controle de
endemias como a dengue, porém a utilizacdo frequente pode levar a contaminagéo
ambiental e/ ou humana e ao surgimento de espécies resistentes. Neste sentido, 0s
Oleos essenciais apresentam-se como alternativa de uso, uma vez que demonstraram
acOes repelente, inseticida, fungicida e antimicrobiana. (ISMAN, 2000; SILVA et al.,
2008).

Diversos 6leos essenciais tém apresentado atividade larvicida contra o Aedes
aegypti, como os de Cymbopogon citratus Stapf. (CAVALCANTI et al., 2004), Lippia
sidoides Cham. (CARVALHO et al, 2003) e Ocimum basilicum Linn.
(GOVINDARAJAN et al., 2013). Além disso, compostos isolados dos 6leos essenciais,
como o timol, o cinamato de metila e o linalol também demonstraram atividade
repelente, inseticida ou larvicida. (CARVALHO et al.,, 2003; SIMAS et al.,, 2004;
JANTAN et al., 2005; BENELLI et al., 2013).

No entanto, os 6leos essenciais sdo volateis e apresentam instabilidade
guimica na presenca de ar, luz, umidade e altas temperaturas. Estas caracteristicas
dificultam a utilizacdo em sua forma pura, pois haveria a necessidade de constantes
reaplicacbes para manutencao da sua atividade. (MENEZES, 2005; SANTOS, 2014).
Assim, estudos sugerem a veiculacao dos 6leos essenciais em diferentes sistemas,
como 0s micro e nanoestruturados, com a finalidade de aumentar sua protecao contra
as condicBes ambientais, reduzir o numero de aplicacdes e prolongar sua acéao.
(PAULA et al., 2012; SANTOS, 2014; FERREIRA et al., 2015; DURAN et al., 2016).

De modo amplo, podemos definir a tecnologia das microparticulas como um
processo de englobamento de diferentes substancias em pequenas particulas pela
formacdo de uma fina camada protetora ao seu redor. (ANDREO FILHO; OLIVEIRA,
1999; SANTOS; FERREIRA; GROSSO, 2000; ALLEN JUNIOR; POPOVICH; ANSEL,
2007).

A microencapsulacdo permite separar incompatibilidades, aumentar a
estabilidade de produtos, converter liquidos em solidos, diminuir a volatilidade ou
inflamabilidade de liquidos, mascarar gosto e odor e reduzir a toxicidade de
substancias. (MAGILL, 1991; SILVA et al., 2003).

As microparticulas flutuantes surgiram com a finalidade de melhorar a
liberacdo géstrica de farmacos. (MUKUND; KANTILAL; SUDHAKAR, 2012). No

emprego como carreadores de larvicidas, objetivam manter o produto por mais tempo
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na superficie da agua, pois as larvas submergem constantemente para respirar e se
alimentar, entrando frequentemente em contato com o produto. (PAULA et al., 2012).

Neste contexto, visando empregar uma mistura de cinamato de metila e linalol
(mistura CM-L) no controle populacional do mosquito Aedes aegypti, este trabalho
teve por objetivo principal desenvolver, caracterizar e avaliar microparticulas
flutuantes contendo a mistura CM-L como larvicida para utilizacdo em locais com 4gua

parada, ambientes propicios ao desenvolvimento das larvas.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver e avaliar microparticulas poliméricas flutuantes contendo a

Mistura CM-L, para o controle populacional das larvas de Aedes aegypti.

1.1.2 Objetivos Especificos

Realizar teste de toxicidade in vitro do cinamato de metila, do linalol e da
mistura CM-L, frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach;

Avaliar a atividade hemolitica do cinamato de metila, do linalol e da mistura
CM-L sobre hemacias de carneiro;

Avaliar a atividade alelopatica do cinamato de metila, do linalol e da mistura
CM-L sobre sementes de Lactuca sativa,

Comparar a atividade larvicida do cinamato de metila, do linalol e da mistura
CM-L sobre as larvas de Aedes aegypti;

Avaliar as alteracdes morfologicas das larvas de Aedes aegypti submetidas
ao tratamento com cinamato de metila, linalol e mistura CM-L;

Determinar o valor do Equilibrio Hidrofilo- Lipdéfilo (EHL) da mistura CM-L;

Desenvolver método de obtencdo de microparticulas poliméricas flutuantes
contendo a mistura CM-L;

Caracterizar as microparticulas quanto a flotabilidade;

Desenvolver e validar método de quantificacdo da mistura CM-L por
Cromatogradia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE/DAD-UV);

Determinar a eficiéncia de encapsulacéo das microparticulas flutuantes;

Caracterizar as microparticulas poliméricas contendo mistura CM-L por meio
de analises morfoldgicas e espectroscopicas;

Avaliar o perfil de liberag&o in vitro da mistura CM-L microencapsulada;

Verificar a atividade larvicida das microparticulas poliméricas flutuantes
contendo a mistura CM-L sobre as larvas de Aedes aegypti;

Verificar as alteracbes morfologicas das larvas de Aedes aegpti submetidas

ao tratamento com as microparticulas flutuantes contendo a mistura CM-L.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCAS INFECCIOSAS EMERGENTES

Doencas infecciosas emergentes podem ser definidas como infeccdes
recentemente introduzidas em uma populacdo, ou aquelas ja existentes, mas que
apresentam um rapido aumento na incidéncia e distribuicdo geogréfica. (LUNA, 2002;
PAZ; BERCINI, 2009; LIMA-CAMARA, 2016). Essas doencas impactam tanto na
saude publica como na financeira de um pais devido aos custos relacionados ao
diagnéstico, tratamento e prevencdo, bem como as perdas de produtividade
decorrentes da auséncia de trabalho e o comprometimento da qualidade de vida dos
pacientes. (MURUGAN; SATHISHKUMAR, 2016; MAYER; TESH; VASILAKIS, 2017).

Nas ultimas décadas a populacdo mundial tem vivenciado a emergéncia de
algumas doencas, em especial as arboviroses, como a dengue, a febre amarela, a
Chikungunya e a Zika. (LIMA-CAMARA, 2016; PATTERSON; SAMMON; GARG,
2016). Os arbovirus séo virus transmitidos ao homem e outros animais pela picada de
artropodes hematodfagos, sendo os de interesse a saude publica as familias virais:
Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae (LOPES;
LINHARES; NOZAWA, 2014).

As arboviroses podem ser consideradas uma grande preocupacao em paises
de regides tropicais e sub-tropicais, as quais apresentam condi¢cdes climaticas
favoraveis para o desenvolvimento dos vetores responsaveis pela transmissao dos
virus. Outros fatores que podem contribuir para o surgimento das doencas
emergentes sdo as alteracdes climaticas, do ecossistema pela acdo humana
(desmatamento, poluicdo, migracao de populacéo), crescimento populacional urbano
desordenado e o uso indiscriminado de antimicrobianos. (GRISOTTI, 2010; LOPES;
LINHARES; NOZAWA, 2014; LIMA-CAMARA, 2016; MAYER; TESH; VASILAKIS,
2017).

O Aedes aegypti € o principal vetor dos arbovirus responsaveis pela febre
amarela, dengue, febre Chikungunya e febre Zika, as quais sdo doencas endémicas
em diversos paises, conforme mostrado nas Figuras 1 e 2. (CENTRAL/CIEVS-SP,
2015).



FIGURA 1 - DISTRIBUICGAO GLOBAL ESTIMADA DA DENGUE, ZIKA E CHIKUNGUNYA - 2016
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FIGURA 2 — PAISES OU AREAS EM RISCO DE TRANSMISSAO DA FEBRE AMARELA (2017)
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A febre amarela, dengue, febre Chikungunya e febre Zika apresentam

sintomas semelhantes, cujas principais caracteristicas encontram-se no Quadro 1.

QUADRO 1 - PRINCIPAIS CARACTERISTICAS ASSOCIADAS A FEBRE AMARELA, DENGUE,
CHIKUNGUNYA E ZIKA

I;ri'nrlg'r?g: Febre Amarela Dengue Chikungunya Zika
Febre alta Frebre alta atl):a?iscr)e dzafls)é%,c
Febre Fepre al_ta sempre, acima frequente, quando ’
(e diarreia) de 38°_C acima de_38°C presente
(4 a7 dias) (2 a 3 dias) (1 ou 2 dias)
Geralmente
Dores dores intensas Possibilidade
Geralmente musculares, pre‘_sentesi nas de dores leves
Dor dores possibilidade de articulagges, _has.
musculares dores leves nas | . _menor articulagges,
articulagoes incidéncia de com dores
dores musculares
musculares
Manchas Manchas Manchas
Manchas na vermelhas v%rmelhats vermelhas
pele Pele amarelada pod_em se pgr:srzzr?ésar guase sempre
manifestar a desde o0 2° dia presentes, no 1°
partir do 4° dia . ; e 2° dias
(ou até o 5° dia)
Prurido Ausente Leve, em Leve, em 50 a querado a
alguns casos 80% dos casos intenso
, ~ Geralmente POSS',\.IGL Possi\_/el~
Manifestacéo apresenta cor Rara presenca vermelhid&o vermelhiddo
nos olhos amarelada de conjuntivite (30% dos (50 a 90% dos
casos) casos)

FONTE: Adaptado de http://www.ioc.fiocruz.br/abcnaciencia/html/word/?page_id=154

2.1.1 Febre Chikungunya

E uma doenca causada pelo virus Chikungunya (CHIKV), um RNA virus
pertencente ao género Alfavirus, da familia Togaviridae. O virus é transmitido a partir
da picada de fémeas dos mosquitos Aedes aegypti ou Aedes albopictus, porém a
transmissao vertical ja foi observada em alguns casos. (WHO, 2015; INVIVO, 2015;
SANYAOLU et al., 2016).

O nome Chikungunya significa “aquele que se curva” na lingua Kimakonde, e
descreve um dos sinais mais importantes da doenca, a artralgia intensa. Os primeiros
sintomas surgem entre dois e doze dias ap0s a picada do inseto contaminado e s&o

repentinos: febre alta acompanhada de artralgia, principalmente nos pulsos e
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tornozelos. Também pode ocorrer dores musculares, de cabeca, nausea, cansaco e
manchas vermelhas pelo corpo. Raramente surgem complicagcbes oculares,
neuroldgicas e cardiacas. O risco de morte é baixo e ocorre principalmente em
pessoas idosas ou debilitadas. (WHO, 2015; INVIVO, 2015).

A febre Chikungunya foi primeiramente descrita no ano de 1952, quando um
surto atingiu o sul da Tanzania. Desde entéo, a doenga foi identificada em mais de 60
paises da Asia, Africa, Europa e América, incluindo o Brasil, tendo mais de 1,2 milhdes
de casos suspeitos. (WHO, 2015; INVIVO, 2015).

O nuimero de casos na Africa, Asia e india foi baixo até o ano 2000, quando
um surto atingiu a Republica Democratica do Congo. No ano de 2005, um novo surto
atingiu ilhas do Oceano indico, sendo que em 2006, humerosos casos importados
foram relatados na Europa. No ano de 2007, ocorreu o0 primeiro caso de transmissao
na Europa, em um surto no nordeste da Itélia, quando foi confirmada a transmisséo
pelo mosquito Aedes albopictus. Até o ano de 2013 os casos autdctones ocorriam
apenas em alguns paises da Africa e Asia, onde o virus circulava, porém, ao final do
mesmo ano, 0S casos autdctones ja estavam presentes em varios paises do Caribe
e, em marco de 2014, na Republica Dominicana e Haiti. (WHO, 2015; INVIVO, 2015).

Os primeiros registros de Chikungunya no Brasil ocorreram no ano de 2010,
sendo dois casos importados. No ano de 2012, outro caso importado foi diagnosticado
no Rio de Janeiro. Em junho de 2014, cinco militares que voltavam de missdes no
Haiti manifestaram a doenca no Brasil. Outros 37 casos importados surgiram nos
meses seguintes. Ainda em 2014, surgiram oS primeiros casos autoctones no pais,
principalmente na Bahia. (WHO, 2015; INVIVO, 2015).

Segundo dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2016b), de setembro a
dezembro de 2014 foram notificados 3.657 casos autéctones suspeitos de febre de
Chikungunya em oito municipios brasileiros, nos estados da Bahia, Amapéa, Roraima,
Mato Grosso do Sul e Distrito Federal. No ano de 2016, foram registrados 271.824
casos provaveis de febre de Chikungunya no pais, sendo confirmados 151.318 casos
e 196 o6bitos. (BRASIL, 2017a). De janeiro a abril de 2017, foram confirmados 13.239
casos de Chikungunya e registrados nove 6Obitos em decorréncia da infeccéo pelo
virus. (BRASIL, 2017e).
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2.1.2 Febre Zika

O virus Zika (ZIKV) é um arbovirus do género Flavivirus, familia Flaviviridae,
o qual foi primeiramente isolado na floresta Zika, em Uganda, no ano de 1947, em um
macaco Rhesus, usado como sentinela para a febre amarela. Atualmente a doenca é
endémica a leste e oeste do continente africano e em algumas areas do Sudeste
Asiatico. (DUFFY et al., 2009; BRASIL, 2015a).

O primeiro grande surto de febre Zika fora das areas endémicas ocorreu no
ano de 2007 na ilha de Yap, Micronésia. Em 2013, houve uma epidemia na Polinésia
francesa e em fevereiro de 2014, foi registrado na ilha de Pascoa, o primeiro caso de
febre Zika autdctone nas Américas. (DUFFY et al., 2009; BRASIL, 2015a).

Em funcédo da ampla distribuicdo do mosquito Aedes aegypti no Brasil e do
grande numero de turistas provenientes de diversos paises no periodo da Copa do
Mundo de 2014, a Secretaria de Vigilancia em Saulde passou a monitorar casos de
doencas exantematicas, principalmente na regido nordeste do pais. Em abril de 2015
foram confirmados casos de transmissao autdctone de febre pelo virus Zika no pais,
sendo oito no estado da Bahia e oito no Rio Grande do Sul. (BRASIL, 2015a).

No ano de 2016, foram registrados 215.319 casos provaveis de febre pelo
virus Zika no pais, tendo sido confirmados 130.701 casos e oito 6bitos. Em gestantes,
foram registrados 17.000 casos provaveis, sendo 11.052 confirmados por critério
clinico-epidemiolégico ou laboratorial. (BRASIL, 2017a). De janeiro a abril de 2017
nao foram registrados 6bitos relacionados ao ZIKV, porém, foram confirmados 2.826
casos de onfecc¢des pelo virus. (BRASIL, 2017e).

O ZIKV é transmitido principalmente por picadas das fémeas de mosquitos do
género Aedes (A. africanus e A. aegypti). No entanto, o virus ja foi detectado em
amostras de sangue, urina, semem, saliva, liquor, liquido amni6tico e leite materno de
individuos infectados, podendo ocorrer também transmisséo vertical e sexual. (LONG;
LONG; KOYFMAN, 2016).

A grande maioria dos casos € assintomatica, e estima-se que apenas 18%
dos infectados apresentam manifestacfes clinicas da doenca, como febre de baixa
intensidade (inferior a 38,5°C), normalmente acompanhada de exantema
maculopapular. Outros sintomas incluem artralgia, mialgia, cefaleia, hiperemia
conjuntival e, menos frequentemente, edema, odinofagia, tosse seca e alteracdes
gastrointestinais, principalmente vomitos. (BRASIL, 2015a; WPRO, 2015).
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Uma possivel correlacdo entre a infec¢éo pelo ZIKV e a sindrome de Guillain-
Barré (SGB) foi observada em locais com circulagdo simultanea do virus da dengue.
Em 2013, a Polinésia francesa sofreu epidemias simultdneas de dengue e febre Zika,
sendo que pela primeira vez foram registrados casos graves, com complicacdes
neurolégicas (Sindrome de Guillain Barré e meningoencefalite) ou autoimunes
(leucopenia, purpura trombocitopénica). (I00S et al., 2014; OEHLER et al., 2014). A
sindrome de Guillain-Barré € uma doenc¢a autoimune na qual 0os nervos periféricos
sao afetados, lesionando a bainha de mielina, o que resulta no enfraquecimento dos
musculos e paralisia. (PASSI et al., 2017).

A infeccdo pelo ZIKV de mulheres durante o primeiro trimestre de gestacao
pode acarretar em alteragbes no desenvolvimento do feto, como reducdo do
crescimento, microcefalia e calcificacdes intracranial e placentaria. (LONG; LONG;
KOYFMAN, 2016; PASSI et al., 2017). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, 2016a), a microcefalia € uma malformacao congénita, cujo perimetro cefalico
apresenta-se menor que o esperado para a idade e o sexo. (BRASIL, 2015c).

No final de novembro de 2015, o Ministério da Saude divulgou a correlacéo
entre o surto de microcefalia na regido Nordeste do pais e 0 ZIKV. A confirmacao foi
realizada pelo Instituto Evandro Chagas, o qual conseguiu identificar a presenca do
virus em amostras de sangue e tecidos de um recém-nascido que veio a 6bito no
Ceara. (BRASIL, 2015d).

Até final de dezembro de 2016 foram notificados 10.867 casos de microcefalia
relacionada a infeccdo pelo ZIKV, sendo 2366 confirmados, e desses, 582 evoluiram
para 6bito fetal ou neonatal. (BRASIL, 2017c).

2.1.3 Febre Amarela

A febre amarela € uma doenca infecciosa ndo contagiosa, endémica em areas
de florestas tropicais da América do Sul e da Africa, causada por um virus do género
Flavivirus da familia Flaviviridae. (BRASIL, 2014; WHO, 2016b).

Os sintomas iniciais incluem febre, cefaleia, dores musculares, nauseas,
vomitos e fadiga. (BRASIL, 2009; WHO, 2016b). Uma pequena porcentagem dos
infectados evolui para uma segunda fase, mais toxica, desenvolvendo febre alta,
ictericia (caracteristica relacionada com o nome da doenca), dor abdominal com

vomito, sangramento pela boca, nariz, olhos ou estdbmago e perda das funcbes
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hepética e renal. Metade dos pacientes que entram na fase toxica vao a Obito dentro
de 10 a 14 dias. (ROGERS et al., 2006; BRASIL, 2009). Nao ha tratamento especifico
para a febre amarela, porém, a vacina de virus atenuado é eficaz, segura e
economicamente acessivel. (WHO, 2016b).

O virus da febre amarela é transmitido pelos mosquitos pertencentes aos
géneros Aedes, Haemogogus e Sabethes, os quais vivem em habitats domeésticos,
selvagens ou em ambos o0s habitats. Assim, existem dois tipos de ciclos de
transmissao (Figura 3): a silvestre e a urbana. (ROGERS et al., 2006; BRASIL, 2009;
WHO, 2016b). Nao hé diferenca etioldgica, fisiopatoldgica, imunoldgica e clinica entre
os ciclos, sendo a diferenciacao realizada apenas pelos aspectos geograficos, tipo de
hospedeiro envolvido e participacdo de diferentes espécies de mosquitos
transmissores. (BRASIL, 2009).

FIGURA 3 - CICLOS EPIDEMIOLOGICOS DA FEBRE AMARELA
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No ciclo de transmisséo silvestre, os macacos (primatas ndo humanos - PNH)
sao os principais hospedeiros do virus. Assim, quando mosquitos silvestres, como os
dos géneros Haemagogus e Sabethes, picam macacos infectados, passam a ser
transmissores do virus para macacos sadios e, eventualmente, para o homem,
principalmente em areas rurais. (BRASIL, 2009; GOLDANI, 2017).

O ciclo urbano envolve a transmissao do virus de um homem infectado para

um sadio, tendo como transmissor, mosquitos urbanos como o Aedes aegypti. Assim,
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a introducédo do virus numa area urbana ocorre apds o homem se infectar no ambiente
silvestre. (ROGERS et al., 2006; GOLDANI, 2017).

A introducdo do virus nas Ameéricas ocorreu, provavelmente, através de
navios transportando escravos da Africa Ocidental, sendo que as primeiras epidemias
foram registradas no México no ano de 1648. (BRASIL, 2004; ROGERS et al., 2006).
No Brasil, os primeiros registros da doenca sao do ano de 1685, quando uma primeira
epidemia da doenca foi registrada em Recife (PE). Até o ano de 1961, milhares de
casos foram relatados em Recife e Salvador (BA), até a implementacéo da primeira
campanha profilatica. Nesse periodo, a febre amarela era essencialmente urbana.
(BRASIL, 2004; COSTA et al., 2011).

No entanto, o avanco do conhecimento sobre a doenca, o isolamento viral, a
definicdo do agente etiolégico e a introducéo da vacina direcionaram as medidas de
controle dos vetores e assim, a eliminacdo da doenca nas areas urbanas, sendo os
ultimos casos registrados na cidade de Sena Madureira (AC), no ano de 1942.
(BRASIL, 2004; GOLDANI, 2017). As epizootias (doencas que atacam animais)
passaram também a ser monitoradas pelo Ministério da Saude desde o ano de 1999,
com a finalidade de prever a ocorréncia da doenca e fazer a intervengcdo adequada
para evitar casos humanos. (BRASIL, 2009).

No Brasil, a febre amarela tem comportamento endémico na regido
amazobnica, porém, desde dezembro de 2016 até marco de 2017, foram notificados
ao Ministério da Saude 1.558 casos suspeitos de febre amarela silvestre extra-
amazonica, sendo confirmados 422 (27,08%) casos. No mesmo periodo, ndo houve

evidéncias de transmisséo do virus pelo Aedes aegypti. (BRASIL, 2017d).

2.1.4 Dengue

A dengue € uma doenca viral, causada por um arbovirus, o qual possui quatro
diferentes sorotipos, DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4. Sua transmissao ocorre quando
a fémea do mosquito do género Aedes infectada pelo virus pica o homem. (FUNASA,
2001; GUZMAN, 2010).

A doenca pode se manifestar na forma de dengue classica, de febre da
dengue hemorragica (FDH) e sindrome de choque da dengue (SCD). A dengue na
sua forma classica pode ser assintomatica ou sintomatica, e se inicia com o ciclo de

replicacdo viral nas células estriadas, lisas, fibroblastos e linfonodos locais, ocorrendo
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a chamada viremia, com disseminacdo do virus no organismo do individuo. (WHO,
2009).

Os primeiros sintomas como febre, dor de cabeca e mal-estar surgem apos
um periodo de incubacao que pode variar de dois a dez dias, seguindo com intensas
dores musculares e articulares. Nesta forma a letalidade é baixa, mesmo sem
tratamento especifico, porém normalmente ocorre afastamento das pessoas de suas
atividades diarias. (WHO, 2009; GUZMAN, 2010).

Na dengue hemorragica, a febre é alta, com ocorréncias de vomitos,
manifestacbes hemorragicas, hepatomegalia e insuficiéncia circulatéria. A letalidade
é significativamente maior do que na forma classica, dependendo da capacidade de
atendimento médico-hospitalar da localidade. (WHO, 2009; GUZMAN, 2010).

As primeiras epidemias de dengue datam do ano de 1779-1780 na Asia, Africa
e América do Norte, sendo que a ocorréncia nos trés continentes indica uma
distribuicdo mundial do mosquito nos trépicos ha mais de 200 anos. (MAHMOOD,
2006). Os primeiros casos reconhecidos de dengue grave, antigamente chamada de
dengue hemorragica, foram identificados nas Filipinas e Tailandia durante epidemias
na década de 1950. Nos ultimos anos houve um grande aumento na transmissdo da
doenca, principalmente em areas urbanas e semi-urbanas. (WHO, 2014).

Estudos sugerem que anualmente ocorram 390 milhdes de casos de
infeccbes de dengue, sendo que cerca de 96 milhdes apresentam algum tipo de
manifestacdo clinica. (BHATT et al., 2013). Além disso, estima-se que cerca de 4
bilhdes de pessoas, em 128 paises estdo sujeitas a infeccdo pelo virus. (BRADDY et
al., 2012). No Brasil, durante o ano de 2016 foram registrados mais de 1 milhdo e 500
mil casos provaveis de dengue, com uma incidéncia de mais de 730 casos para cada
100 mil habitantes. (BRASIL, 2017a). De janeiro a abril de 2017, foram registrados
mais de 113 mil casos provaveis de dengue, sendo que a regido Sudeste registrou o
maior numero de casos provaveis (32,9%) em relacdo ao total do pais, seguida das
regides Nordeste (27,5%), Centro-Oeste (22,1%), Norte (14,0%) e Sul (3,6%).
(BRASIL, 2017e).

N&o ha tratamento especifico para a dengue, sendo os cuidados voltados para
a melhora dos sintomas, hidratacdo e repouso. Usualmente os analgésicos, como
paracetamol, sdo utilizados para a reducéo da febre e dores nas articulagdes, porém,
o acido acetilsalicilico e o ibuprofeno sdo desaconselhados devido ao risco de
sangramentos. (BRASIL, 2016c¢).
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No Brasil, a prevencéo da doenga pode ser feita com uma vacina introduzida
no ano de 2016, chamada Dengvaxia®, uma vacina tetravalente recombinada e
atenuada com eficacia de aproximadamente 65% produzida pelo laboratorio Sanofi
Pasteur. Até 0 momento, a vacina esta sendo distribuida pelo Sistema Unico de Salde
(SUS) apenas em cidades brasileiras com alta incidéncia de casos, para criangas e
adultos entre 9 e 45 anos, faixa etaria considerada segura para administracao.
(DENGVAXIA, 2015).

A vacina ndo € recomendada para gestantes, pois ndo ha estudos especificos.
No entanto, durante os ensaios clinicos foram também relatados desfechos adversos
isolados, como casos de natimortos, morte intrauterina e aborto espontaneo.
(DENGVAXIA, 2015).

2.2 Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

O mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) pertence a familia Culicidae, da
ordem Diptera, composta por mosquitos e pernilongos. Esta familia destaca-se pela
presenca de, em sua grande maioria, espécies hematéfagas e transmissoras de
doencas mortais como a dengue e a febre amarela. (FUNASA, 2001; SENHORINI,
2010).

Esta espécie, de habitos doméstico e diurno é originaria da Africa e adapta-
se bem em regibes de clima tropical e subtropical. Ocorre em todo o mundo, com
excecao da Europa, e sua proliferacédo nas areas urbanas esta diretamente associada
a falta de sistemas eficazes no controle e combate do mosquito vetor da dengue.
(TELES, 2009; SENHORINI, 2010).

O controle da disseminacao das doencas relacionadas ao A. aegypti consiste
principalmente na eliminagéo dos criadouros do mosquito, impedindo que 0s ovos
cheguem a fase adulta. (JANSEN; BEEBE, 2010).

Outra estratégia utilizada no pais € o controle quimico, no qual inseticidas,
como organofosforados e piretroides, sdo pulverizados nos locais suspeitos. Porém,
esta estratégia pode levar ndo somente ao surgimento de populacéo resistente, como
também a contaminacdo humana e/ ou ambiental. (ISMAN, 2000; TELES, 2009).
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2.2.1 Ciclo de vida do Aedes aegypti
O Aedes aegypti € uma espécie doméstica que apresenta seu ciclo de vida
em quatro estagios: ovo, larva, pupa e adulto (Figura 4), sendo os trés primeiros

estagios aquaticos. (FUNASA, 2001; DIVE, 2008; BESERRA et al., 2009).

FIGURA 4- CICLO DE VIDA DO Aedes aegypti
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O ciclo aquatico do A. aegypti é influenciado pelo tipo e qualidade dos
reservatorios de agua. Sua reproducédo ocorre preferencialmente em reservatoérios de
aguas limpas e paradas, porém, devido a sua capacidade de adaptacao, podem se
desenvolver em locais com condicdes menos propicias, como 0S esgotos a céu
aberto. (BESERRA et al., 2010).

2.2.1.1 Ovo de Aedes aegypti

Os ovos séo fusiformes e medem aproximadamente 1 mm de comprimento
(Figura 5). As fémeas colocam seus ovos nas paredes dos depositos que servem
como criadouros, proximos a lamina da agua. No momento da postura 0s ovos sao
brancos, porém adquirem cor negra nas primeiras 24 horas. (DIVE, 2008; TELES,
2009).
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Sao capazes de resistir a longos periodos de seca (até 18 meses) e eclodir
apos contato com a agua. Esta condi¢cdo permite que 0s ovos sejam transportados a
grandes distancias, em recipientes secos, tornando-se assim, o principal meio de
disperséo do inseto. (FUNASA, 2001; TELES, 2009).

FIGURA 5 - OVOS DE Aedes aegypti

FONTE: http://www.ioc.fiocruz.br/dengue/galeria/data/images1/65.jpg

2.2.1.2 Larva de Aedes aegypti

As larvas vivem na agua, subindo frequentemente a superficie para respirar e
alimentando-se de substancias organicas, bactérias, fungos e protozoarios. N&o
resistem a longos periodos sem alimentacdo, aguas poluidas e luz intensa. (DIVE,
2008; TELES, 2009).

A duracao da fase larval, em condic¢des favoraveis de temperatura (25 a 29°C)
e alimentacédo, pode chegar a 10 dias, podendo se prolongar por algumas semanas.
Mudam de tamanho quatro vezes, sendo essas mudas consideradas os estagios
larvais. Apos 0 4° estadio as larvas se transformam em pupas (3 a 4 dias). (DIVE,
2008).

A larva é composta de cabeca, térax e abdémen, o qual € dividido em oito
segmentos, sendo que no ultimo encontra-se o segmento anal e o sifdo respiratorio
(Figura 6).


http://www.ioc.fiocruz.br/dengue/galeria/data/images1/65.jpg
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FIGURA 6 - LARVA DE Aedes aegypti
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2.2.1.3 Pupa de Aedes aegypti

Durante esta fase ndo se alimentam, utilizando a energia armazenada na fase
larvaria. A pupa é dividida em cefalotérax e abdémen (Figura 7) tendo o formato de
uma virgula. Tem um par de tubos respiratorios ou trombetas, que atravessam a agua
e permitem a respiracdo. Nesta etapa, sofrem as Ultimas transformacfes para a
formacéo do adulto. Apos 2 a 3 dias, emerge o adulto. (DIVE, 2008).

FIGURA 7 - PUPA DE Aedes aegypti
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2.2.1.4 Adulto de Aedes aegypti

Na fase adulta, 0 mosquito ja formado alimenta-se de néctar e sucos vegetais,
fontes de carboidratos para os processos metabdlicos, até a fase de acasalamento.
Apds o acasalamento, a fémea necessita de sangue (fonte proteica) para a maturacao
dos ovos. Assim, a busca por este alimento ocorre normalmente durante o dia, com
picos de maior atividade ao amanhecer e pouco antes do entardecer. Pode alimentar-
se mais de uma vez entre duas posturas, principalmente quando sdo perturbadas
durante o repasto. (DIVE, 2008; TELES, 2009).

As oviposi¢des ocorrem geralmente no final da tarde. A fémea gravida é
atraida para recipientes escuros, sombreados, Umidos ou com agua limpa, com
superficies asperas nas quais depositam o0s ovos. Em cada postura a fémea distribui
seus ovos em varios recipientes, de preferéncia artificiais como pneus, latas, garrafas
e floreiras, que acumulam agua da chuva. (DIVE, 2008).

O tamanho médio do mosquito adulto € de 5 mm, sendo de coloracéo
amarronzada, com anéis brancos nas pernas e um desenho prateado em forma de
lira na parte dorsal do térax e escamas branco-prateadas no corpo (Figura 8). (DIVE,
2008).

FIGURA 8 - MOSQUITO Aedes aegypti NA FASE ADULTA

FONTE: www.ioc.fiocruz.br
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2.3 PESTICIDAS

Os pesticidas sédo substancias quimicas usadas para controlar ou matar a
populacdo de algumas pragas, como fungos, bactérias, insetos ou plantas
indesejaveis que afetam a area agricola. (GUILHERME et al., 2000; MARASCHIN,
2003).

Devido ao grande numero de compostos quimicos empregados como
pesticidas, podem ser classificados quanto a sua estrutura quimica, como 0s
organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretrinas, triazinas, sulfoniluréias,
benzimidazais, ditiocarbamatos, derivados de glicina e fenoxiacéticos; e quanto ao
organismo-alvo a ser controlado, como os inseticidas para controle de insetos, os
herbicidas para controle de ervas daninhas e os fungicidas para controle de fungos.
(MARASCHIN, 2003).

O uso de pesticidas sintéticos para o controle de pragas teve inicio a partir do
ano de 1939, quando Paul Muller descobriu as propriedades inseticidas do DDT
(Dicloro-Difenil-Tricloroetano), sintetizado em 1874 pelo quimico aleméao Zeidler. Nas
décadas de 1940 e 1950 as industrias quimicas passaram a produzir varias outras
substancias que eram utilizadas principalmente como inseticidas, sendo na sua
maioria organoclorados. (MARASCHIN, 2003).

No Brasil, os pesticidas organofosforados sdo amplamente utilizados no
combate a endemias, como no controle da dengue, febre amarela e doenca de
Chagas. (LIMA et al., 2006). Porém, apesar de promover resultados efetivos, a
utilizacéo continua favorece a intoxicacdo de organismos nao alvos, do homem e do
ambiente, além de propiciar o surgimento de populacdo de insetos resistentes.
(MACORIS et al., 2003; OCAMPO et al., 2011).

Devido a preocupacédo com o potencial toxico dos pesticidas sintéticos e o
surgimento de insetos resistentes, métodos alternativos para o controle de vetores
mais seguros e eficazes tém sido investigados, principalmente utilizando plantas que
possuem bioativos com atividades larvicida e/ou inseticida. (CORREA; SALGADO,
2011).

Uma alternativa ao uso de inseticidas sintéticos seria a utilizacdo de plantas
que apresentam em sua composi¢do quimica metabdlitos secundarios, que compdem
a propria defesa contra, principalmente, os insetos herbivoros. Esses metabdlitos

poderiam ser usados com a proposta de eliminar outros insetos, como os vetores de
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doencas. (KIM et al., 2003; MENEZES, 2005). Dentre os compostos secundarios que
possuem atividade bioldgica, destacam-se os alcaloides, flavonoides, cumarinas,
taninos, quinonas e oOleos essenciais. (CASTRO, 2004).

Diversos 0Oleos essenciais apresentam propriedades antimicrobiana,
antitumoral, fungicida e inseticida. (ALCANTARA; YAMAGUCHI; VEIGA JUNIOR,
2010; DEKKER et al., 2011; BUSHRA; TARIQ, 2014; GALLARDO; PICOLLO;
MOUGABURE-CUETO, 2015). Podem atuar diretamente no controle do Aedes
aegypti promovendo repeléncia, inibicdo da alimentacgéo, inibicdo da oviposicéo,
inibicdo do crescimento, alteracdes morfogenéticas, alteracdes do sistema hormonal,
alteracdes no comportamento sexual, esterilizagdo de adultos, mortalidade na fase
imatura ou adulta, entre outros. (ISMAN, 2000; DIETRICH et al., 2011).

Muitos trabalhos demonstram atividades repelente ou larvicida de Oleos
essenciais de diferentes espécies, como as dos géneros Cymbopogon spp.,
Eucalyptus spp. e Ocimum spp. (FURTADO et al., 2005; MENEZES, 2005; LUCIA et
al., 2009; NERIO; OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2010; GOVINDARAJAN et al.,
2013). Os oleos essenciais sdo misturas complexas de constituintes volateis, como os
terpenoides e os fenilpropanoides, os quais individualmente podem ou ndo apresentar
bioatividade. (PANDEY et al., 2013; DIAS; MORAES, 2014).

No entanto, devido as suas propriedades fisico-quimicas, os 6leos essenciais
apresentam-se como substancias volateis e de facil oxidacdo, caracteristicas que
reduzem seu tempo de acdo quando aplicado em sua forma pura, resultando na
necessidade de varias reaplicacdes do produto. (MENEZES, 2005; GONSALVES et
al., 2009). Assim, a utlizacdo de Oleos essenciais como pesticida exige o
desenvolvimento de formulacdo adequada para sua veiculacdo, com o objetivo de
protegé-los contra condicbes ambientais desfavoraveis e aumentar seu tempo de
acado. (GONSALVES et al., 2009; SOUZA; FERRAZ-FREITAS; OLIVEIRA, 2016).

2.3.1 Formulagdes pesticidas

As substancias com propriedade pesticida hormalmente ndo sao apropriadas
para a aplicacdo na forma pura, pois costumam apresentar imiscibilidade em agua,
instabilidade quimica, podendo ser também de dificil manuseio, armazenamento e
aplicacdo, sendo necessaria sua utilizacdo em formulacdes que melhorem estas
caracteristicas. (HERZFELD; SARGENT, 2011).
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Em geral, uma formulacao de pesticida eficiente deve apresentar ndo apenas
atividade biolégica, mas também ser segura para o ambiente e para quem manuseia
o produto. Sua escolha deve ser fundamentada nos riscos do uso de cada produto,
na praticidade de aplicacdo dependente da praga a ser atingida e na efetividade de
controle da mesma. (HERZFELD; SARGENT, 2011; MASUDA, 2011).

Como exemplos dessas formulagbes podemos citar as emulsdes
concentradas, as suspensdes concentradas, 0os pos secos e molhaveis, as iscas e as
suspensdes de microencapsulados. (MASUDA, 2011).

As emulsbes concentradas sdo formulacbées homogéneas contendo uma
substancia ativa liquida, emulsionante e um ou mais solventes pouco solluveis, que
guando misturados com a agua, formam emulsdes. Apresentam ampla versatilidade
de uso, sendo empregado no controle de pragas agricola, ornamental e de jardim,
silvicultura, processamento de alimentos e pragas da saude publica. (HERZFELD;
SARGENT, 2011).

Nas suspensdes concentradas as particulas solidas estéao finamente divididas
e espalhadas no liquido, sem que haja miscibilidade, sendo necessaria sua agitacao
constante. Estas formulagbes apresentam, devido a utilizacdo de espessantes, uma
elevada viscosidade durante o armazenamento e uma boa fluidez depois de agitadas,
mesmo a baixas temperaturas. (TADROS, 1990).

As suspensfes concentradas apresentam como vantagem a substituicdo de
solventes pela agua, o que reduz os riscos de fitotoxicidade e facilita a sua preparacao.
O principal inconveniente é a impossibilidade de utilizacdo para todas as substancias
ativas, pois € necessario que tenham uma fraca solubilidade e grande estabilidade na
agua. (HERZFELD; SARGENT, 2011).

Os pos secos e os molhaveis sdo compostos de particulas solidas finamente
moidas de um material adsorvente impregnado com a substancia ativa. Os pos secos
séo aplicados por polvilhamento, enquanto os molhaveis sdo dispersos em agua antes
do uso. Apresentam como principais desvantagens a irritagdo cuténea, ocular e
respiratorio do manipulador. (HERZFELD; SARGENT, 2011).

As iscas consistem da mistura de uma substancia ativa com alimento ou outra
substéancia atrativa, destinada a atrair o alvo desejado ou a ser ingerida por ele. S&o
de facil manejo, porém, deve-se ter a precaucdo do uso em ambientes com animais
domésticos e criancas, pela possibilidade de intoxicacdo. (SANTOS, 2000;
HERZFELD; SARGENT, 2011).
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Nas suspensdes de microencapsulados, microparticulas contendo as
substancias ativas estdo suspensas num liquido, para aplicacdo apos diluicdo em
agua. A microencapsulacdo de substancias pesticidas promove a melhora na
liberacdo das mesmas, previne a degradacdo ambiental e reduz a dose de aplicacéao,
a toxicidade aquatica e a volatilizacdo, mostrando-se uma alternativa viavel para o
controle eficiente e econémico de pragas. (SOPENA; MAQUEDA; MORILLO, 2009;
MASUDA, 2011).

2.4 MICROPARTICULAS

A tecnologia de liberacdo modificada de farmacos envolve uma ampla
variedade de sistemas que visam otimizar a velocidade e o sitio de liberacdo dos
farmacos, resultando na reducéo da toxicidade, otimizacdo do beneficio clinico e o
aumento da adesao ao tratamento. Sao exemplos desses sistemas os lipossomas, 0s
revestimentos entéricos, 0s sistemas transdérmicos, as microparticulas e as
nanoparticulas. (LOPES; LOBO; COSTA, 2005; COIMBRA, 2010; NADAL, 2016).

As microparticulas poliméricas sdo muito estudadas devido a sua
versatilidade de uso, disponibilidade dos materiais encapsulantes e variados métodos
de obtencéo, tendo aplicacdo em diversas areas, como a agroquimica, a farmacéutica
e a alimenticia. (SUAVE et al., 2006; NADAL, 2016).

A microencapsulacdo permite separar incompatibilidades entre os
componentes de uma mesma formulagcdo, proteger contra condicdes ambientais
desfavoraveis, mascarar gosto e odor e reduzir a toxicidade das substancias
encapsuladas. Na industria farmacéutica, as microparticulas podem melhorar a
manipulacdo de pds coesivos, dispersar substancias pouco sollveis em agua, reduzir
ou eliminar irritacdo gastrica e programar ou controlar a liberacéo de farmacos. (SILVA
et al., 2003; KUMAR et al., 2011).

No setor agropecuario, as microparticulas séo utilizadas na produgédo de
pesticidas (herbicidas, inseticidas e parasiticidas) com o objetivo de reduzir o risco de
intoxicagéo por parte do usuéario e melhorar sua eficacia, minimizando as perdas do
agrotoxico por degradacéo, evaporacao e lixiviacdo, reducado das taxas de aplicacao
e fitotoxicidade. (BRASILEIRO, 2011; HIRSCH, 2011). Assim, alguns pesticidas
sintéticos foram microencapsulados, como o Diclorvés (PAULA; PAULA; BEZERRA,
2006), o Temefos (BADAWI et al., 2015), cipermetrina (DALL’AGNOL et al., 2016) e 0
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Bacillus thuringiensis (PRABAKARAN; PADMANABHAN; BALARAMAN, 2001), além
de 6Oleos essenciais com atividade larvicida. (PANT et al., 2012; SENHORINI et al.,
2012; LOPEZ et al., 2014).

As microparticulas normalmente sdo solidas e de formato esférico, com
didmetro médio entre 1 e 100 um. (STORPIRTIS et al., 2009; MASCARENHAS, 2010).
De acordo com sua estrutura podem ser classificadas em microesferas e
microcapsulas. As microesferas sdo sistemas matriciais no qual a substancia ativa
(farmaco) esta dispersa na matriz polimérica, enquanto as microcapsulas sao um
sistema reservatorio, no qual a substancia ativa encontra-se envolta por uma parede
polimérica externa (Figura 9). (SUAVE et al., 2006; STORPIRTIS et al., 2009).

FIGURA 9 - MODELOS DE ESTRUTURAS DAS MICROPARTICULAS

microcapsula microcapsula microcapsula microcapsula microesfera
com nucleo comnucleo com microdo- com microdo- com a mistura
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solidos ndo-sblidos rica e do agente
encapsulado
dominio Unico mistura molecular

FONTE: Adaptado de BIRNBAUM; BRANNON-PEPPAS (2003)

Diversos métodos permitem microencapsular um material ativo, e a escolha
do método mais adequado depende do tipo de material a ser encapsulado, de sua
aplicacao e do mecanismo de liberagédo desejado. (SUAVE et al., 2006; STORPIRTIS
et al, 2009). Além disso, para ser considerado ideal, o processo de
microencapsulacédo deve ser simples, rapido, reprodutivel, de baixo custo, facilmente
transponivel para a escala industrial e ser pouco dependente da solubilidade do
farmaco e do material encapsulante. (BRASILEIRO, 2011; NADAL, 2016).

O método de gelificacao idnica € um processo que resulta na formacéo de
microparticulas gelatinosas através da interacdo entre polimeros e polieletrolitos ou
outros polimeros de cargas opostas que se ligam ionicamente, formando um complexo
estavel. (BENAVIDES et al., 2016; DIAS et al., 2017). E uma técnica realizada em
condi¢cbes brandas de temperatura e agitacdo, e que dispensa 0 uso de solventes
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organicos, permitindo o encapsulamento de substancias que degradariam sob outras
condi¢cbes. (NEVES et al., 2014; BENAVIDES et al., 2016).

As microparticulas obtidas pela técnica de gelificacéo ibnica sdo normalmente
produzidas com polimeros naturais como o alginato, a quitosana e a pectina,

resultando em um produto final biocompativel e biodegradavel. (PATEL et al., 2017).

2.4.1 Microparticulas flutuantes

Microparticulas flutuantes foram inicialmente desenvolvidas para melhorar a
liberacdo de farmacos no estdmago. Por serem menos densas que o fluido gastrico,
essas microparticulas mantem-se flutuando no conteudo gastrico, no qual o farmaco
é liberado lentamente durante um maior periodo de tempo. (CHOI et al., 2002; YAO
et al, 2012, MALAKAR et al, 2014). Neste sentido, pesquisas utilizando
microparticulas flutuantes como carreadores de antimicrobianos, antivirais e anti-
inflamatorios foram desenvolvidas nos ultimos anos. (MUKUND; KANTILAL;
SUDHAKAR, 2012; MALAKAR et al., 2014; DEY et al., 2016).

A partir do modelo das microparticulas flutuantes para liberacdo géstrica
controlada, outros estudos foram conduzidos para utilizagcdo desse sistema para
carreamento de  pesticidas, principalmente larvicidas. (PRABAKARAN,;
PADMANABHAN; BALARAMAN, 2001; PAULA et al., 2012). A formulacao de
microparticulas flutuantes contendo larvicidas visa, além da protecdo do ativo e
reducdo do contato humano, a manutencéo do ativo por mais tempo na superficie da
agua, pois as larvas sobem frequentemente para respirar e se alimentar, o que permite
maior exposicao ao produto. (PRABAKARAN; PADMANABHAN; BALARAMAN, 2001,
PAULA et al., 2012).

As microparticulas flutuantes sdo usualmente produzidas utilizando matrizes
lipidicas (ABOUELATTA et al.,, 2015), polimeros hidrofilicos (SELVAKUMARAN;
MUHAMAD, 2014; PANDA et al.,, 2016), 6leos mineral e/ou vegetal (MUKUND;
KANTILAL; SUDHAKAR, 2012; DEY et al.,, 2016) e agentes formadores de gas
carbdnico (CHOI et al., 2002; PANDA et al., 2016), os quais permitem a formacao de
particulas de baixa densidade. (PETCHSOMRIT; SERMKAEW;
WIWATTANAPATAPEE, 2013; KAJALE; CHANDEWAR, 2016).

A obtencdo das microparticulas flutuantes pode ser realizada pelos métodos

de emulsificacdo e evaporacdo do solvente e gelificacédo idnica. (MALAKAR et al.,
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2014). No método de emulsificacdo e evaporacdo de solvente, o farmaco dissolvido
em uma solucdo orgéanica volatil contendo o polimero & emulsionada em uma fase
aguosa, sendo o solvente da fase interna removido posteriormente pelo uso de calor,
resultanto em microparticulas porosas. (YAO et al., 2012; MUKUND; KANTILAL;
SUDHAKAR, 2012; NADAL, 2016).

A técnica de gelificagéo ibnica, por sua vez, utiliza agentes formadores de géas
carbonico dispersos na solucdo polimérica, como o carbonato de célcio e o
bicarbonato de sodio, os quais liberam gas carbénico em meio acido, produzindo
bolhas de ar ou poros na matriz, reduzindo a densidade das particulas. (CHOI et al.,
2002; KRISHNAN et al., 2010; YAO et al., 2012).

2.4.2 Polimeros utilizados para a producdo de microparticulas flutuantes

Diferentes polimeros podem ser utilizados para a producao de microparticulas
flutuantes, como os alginatos, goma arabica, goma de cajueiro, goma xantana,
hidroxipropilmetilceluose (HPMC) e quitosana, os quais séo preferencialmente usados
devido a sua biodegradabilidade e baixa toxicidade. (MUKUND; KANTILAL;
SUDHAKAR, 2012; PANDA et al., 2016).

2.4.2.1 Alginato de sédio

O alginato de sodio é um polimero natural, biodegradavel e biocompativel
formado pela ligacdo de residuos dos acidos p-D-manurénico (M) e a-L-gulurénico
(G). Esses residuos sdo arranjados em blocos ao longo da cadeia, sendo que 0s
residuos podem estar dispostos em diferentes propor¢des ou ordem (Figura 10).
Assim, os blocos podem apresentar-se como sequéncia homopolimérica (MM e GG)
ou como sequéncias alternadas de MG, sendo que a composi¢do e sequéncia de
disposicdo dos blocos sdo responséaveis pelas propriedades fisicas dos alginatos,
parametros importantes na formacao das microparticulas. (CHAN; LEE; HENG, 2002;
SIMPSON et al., 2004; LEE et al., 2006; REIS et al., 2006).
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FIGURA 10- ESTRUTURA QUIMICA DO ALGINATO

FONTE: Adaptado de RACOVITA et al. (2007)

Apresentam comportamento anidbnico em meio aquoso, e em presenca de
cations multivalentes, comumente Ca=ou Ba+, formam hidrogéis pouco sollveis,
devido a ligacdo cruzada destes ions com o0s grupos carboxilicos dos residuos de
acido gulurénico. Esta ligacao forma uma rede tridimensional, num modelo chamado
de “caixa de ovo”, no qual os ions divalentes encontram-se nas cavidades
eletronegativas do alginato (Figura 11). (FUNDUEANU et al., 1998; SIMPSON et al.,
2004; KAWAGUTI; SATO, 2008; DOHNAL; STEPANEK, 2010).

FIGURA 11 - LIGACAO ENTRE AS CADEIAS HOMOPOLIMERICAS ATRAVES DOS IONS CALCIO
SITUADOS ENTRE OS GRUPOS COM CARGA NEGATIVA
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\

FONTE: Adaptado de KAWAGUTI E SATO (2008)

Diferentes substancias ja foram encapsuladas utilizando o alginato de sodio

como matriz polimérica, como 6leos, farmacos, células e proteinas. (SCHOUBBEN et
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al., 2010). Devido a grande porosidade da membrana formada, as microparticulas de
alginato sao utilizadas para encapsular materiais bioativos, pois permitem a passagem
de pequenas moléculas necessarias para manté-los viaveis. (LOPEZ; FERNANDEZ,
2001).

As microparticulas de alginato-calcio apresentam excelente propriedade
bioadesiva, principalmente quando associadas a quitosana, mostrando um grande
potencial para liberacdo de farmacos na mucosa gastrica. (TU et al., 2005; WITTAYA-
AREEKUL; KRUENATE; PRAHSARN, 2006).

No entanto, microparticulas flutuantes de alginato apresentam baixa eficiéncia
de encapsulacédo, menor tempo de flutuacdo e rapida liberagédo do ativo, o que pode
ser ajustado com a incorporacédo de adjuvantes como 0leos e agentes formadores de

gases, ou a utilizacdo de uma mistura de polimeros. (BERA et al., 2015).

2.4.2.2 Quitosana

A quitosana € um biopolimero linear, hidrofilico, de natureza catiénica, obtido
a partir da desacetilacdo da quitina, principal componente do exoesqueleto de
crustaceos e insetos (Figura 12). Pode também ocorrer naturalmente na parede
celular de alguns tipos de fungos, como o0s pertencentes aos géneros Mucor e
Zygomicetes (KUMAR, 2000; KUMIRSKA et al., 2010).

FIGURA 12 - ESTRUTURA QUIMICA DA QUITOSANA

- H20H CH20H

FONTE: Adaptado de KUMAR (2000)

A desacetilacdo da quitina ocorre por alcalinizacdo do meio com utilizacao de
NaOH concentrado ou por hidrolise enzimatica, na presenca de quitina deacetilase
(Figura 13). (KUMAR, 2000; ZARGAR; ASGHARI; DASHTI, 2015). Este processo

muitas vezes nao é completo, resultando em um polimero parcialmente desacetilado
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constituido por unidades que sofreram a reacdo (D-glicosamina) e liberaram os grupos
amino, e de unidades que n&do foram alteradas (N-acetil-D-glicosamina). Estas
unidades variam ao longo da cadeia, tanto em quantidade quanto em distribuicdo
(SIGNINI; CAMPANA-FILHO, 2001).

O grau de desacetilagdo (GD) da quitosana, que € o parametro que indica a
percentagem de unidades monoméricas que contém grupos amino, influencia nas
propriedades fisico-quimicas, como solubilidade, pKa e viscosidade. (KUMAR, 2000;
POKHREL; YADAV; ADHIKARI, 2015).

Devido a sequéncia ndo homogénea de unidades monoméricas, diferentes
amostras de quitosana apresentam diferentes caracteristicas quanto ao grau de
desacetilacéo, viscosidade e massa molar, que podem influenciar nas propriedades
finais do polimero (CANELLA; GARCIA, 2001).

FIGURA 13 - DESACETILACAO DA QUITINA
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FONTE: Adaptado de ZARGAR; ASGHARI; DASHTI (2015)

A quitosana apresenta-se pouco soluvel em agua, porém, na presenca de
solugbes aquosas de acidos organicos, como o0 acético e inorganicos como o
cloridrico, ocorre a protonagédo dos grupos amino, que leva ao aumento da repulsao

eletrostatica entre as cadeias e a solvatacdo em agua, formando solucdes viscosas.
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(SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006; SANTOS et al., 2009). Nestas condicbes, a
quitosana expde sua natureza policationica (RINAUDO, 2006).

A quitosana € um polimero que apresenta biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixa toxicidade e mucoadesividade, sendo utilizada em
diferentes &reas, como na producdo de cosméticos, medicamentos, produtos
alimenticios e no desenvolvimento de biomateriais. (POKHREL; YADAV; ADHIKARI,
2015).

A associacdo alginato-quitosana, na forma de microparticulas, mostrou-se
interessante para utilizacao no transporte de proteinas, farmacos e outras substancias
através da mucosa gastrointestinal ou nasal, atuando como um sistema de liberacéo
especifico nestes locais. (CRCAREVSKA; DODOV; GORACINOVA, 2008; SPIN-
NETO et al., 2008).

Além da associacdo com o alginato, a quitosana também foi utilizada em
outras misturas de polimeros e compostos, como argilas, goma de cajueiro, goma
arabica, Aerosil®, gelatina e etilcelulose para melhorar as caracteristicas fisico-
qguimicas de micro e nanoparticulas. (HUA; YANG; WANG, 2010; KANG; DAI; KIM,
2012; PAULA et al., 2012).

2.4.2.3 Goma Aréabica

A goma ardbica, ou goma acécia é o exsudato gomoso dessecado dos troncos
e dos ramos da Acacia senegal ou de outras espécies africanas de acéacia, como a
Acacia seyal. (ALI; ZIADA; BLUNDEN, 2009; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). E um
heteropolissacarideo complexo, altamente ramificado, contendo subunidades
polissacaridicas e proteicas. Sua cadeia principal é formada por unidades de
galactose e ramificacdes secundarias de arabinose, ramnose, galactose e &acido
glucurénico, sendo a porcdo proteica encontrada ligada covalentemente a esta
estrutura (Figura 14). (McNAMEE; O’'RIORDAN; O’SULLIVAN, 1998; SOUZA, 2014;
CHOPRA et al., 2015).

Pode ser dividida em trés fracbes dependendo do conteudo relativo de
proteina para polissacarideo: fragdo arabinogalactano (AG), fracao glicoproteica (GP)
e fracdo arabinogalactana-proteina (AGP). A fragcdo AG, composta por uma cadeia
principal de B-D-galactopiranose com ligacdo 1— 3 e cadeias laterais compostas por

duas a cinco unidades de B-D-galactopiranose ligadas a cadeia principal por ligacdes
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1— 6 representa cerca de 85% da composicdo total da goma arabica. (ANDRADE,
2013; SILVA, 2014).

A fraccdo AGP é considerada responsavel pelas propriedades emulsionantes
da goma arabica, e € formada por unidades polissacaridicas dispostas ao longo da
cadeia proteica, formando uma estrutura tipo wattle blossom (flor de acéacia) (Figura
15) e confere a macromolécula um caracter anfifilico que favorece sua adsor¢do nas
interfaces Oleo-agua (BOUYER et al., 2012; SILVA, 2014).

FIGURA 14 - ESTRUTURA QUIMICA DA GOMA ARABICA
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FONTE: Adaptado de CORNELSEN et al. (2015)
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FIGURA 15 - MODELO WATTLE BLOSSOM PROPOSTO PARA ESTRUTURA DA AGP
V2 g
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Flor de acacia (Wattle blossom)

FONTE: Adaptado de SILVA (2014)

Usualmente é utilizada como emulsificante, estabilizante e agente suspensor
nas industrias alimenticia e farmacéutica. (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009; NAYAK;
DAS; MAJI, 2012). No entanto, devido as suas caracteristicas de biocompatibilidade,
biodegradabilidade, alta solubilidade em agua, baixa viscosidade e boa
compatibilidade com outras gomas, amidos, carboidratos e proteinas, a goma arabica
tem sido explorada para a encapsulacdo de diferentes substancias, como
aromatizantes, probidticos e O6leos essenciais. (KRISHNAN; KSHIRSAGAR,;
SINGHAL, 2005; MENDES, 2012; PIACENTINI et al., 2013; CHUN, KIM; CHO, 2014).

2.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS DO CINAMATO DE METILA, DO LINALOL E DA
MISTURA CM-L

2.5.1 Cinamato de Metila

O cinamato de metila, também denominado metil-3-fenilpropanoato ou 2-
acido propenoico, 3-fenil, metil éster € um monoterpeno, estruturalmente semelhante
ao acido cinamico e caracteriza-se pelo seu odor forte e aroméatico. (FAHELBUM,;
JAMES, 1977; PARANAGAMA et al., 2001; BATHIA et al., 2007).

Apresenta férmula molecular geral CioH1002 (Figura 16), massa molar de
162,19 g/mol e é encontrado em duas conformacdes isomeéricas: (E)-cinamato de
metila (CAS 1754-62-7) e (Z)-cinamato de metila (CAS 19713-73-6). (PARANAGAMA
et al., 2001; BATHIA et al., 2007).
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FIGURA 16 - ESTRUTURA QUIMICA DO CINAMATO DE METILA
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FONTE: www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov

Possui coloracdo branca quando em forma de cristais, e amarelo claro em
estado liquido, ponto de ebulicdo de 262°C, ponto de fusédo de 33°C e solubilidade em
agua de 387,1 mg/L a temperatura de 25°C. (BATHIA et al., 2007). E uma substancia
hidrofébica, volatil e instdvel, caracteristicas associadas a outros terpenos.
(PARANAGAMA et al., 2001).

O cinamato de metila pode ser encontrado naturalmente em frutas, como o
morango (LUNKENBEIN et al., 2006) e em algumas espécies dos géneros Ocimum
spp. (DEKKER et al., 2011) e Cinnamomum spp. (ALl et al., 2010; PERETTO, 2014).
Devido ao seu aroma e sabor de morango, € comumente utilizado na indUstria
cosmética, em formulagBes de fragrancias, perfumes finos, xampus e sabonetes.
(BHATIA et al., 2007; SHARMA, 2011).

E também utilizado na industria de alimentos, sendo aprovado pelo FDA (Food
and Drug Administration) como agente aromatizante e pelo Conselho Europeu como
produto alimenticio. (BATHIA et al., 2007). Devido a sua acéo inibidora da tirosinase,
enzima parcialmente responsavel pela degradacao dos alimentos, pode ser utilizado
na forma de filmes comestiveis para aumentar a vida de prateleira dos mesmos.
(BATHIA et al., 2007; HUANG et al., 2009), mantendo suas caracteristicas nutricionais
e aspectos sensoriais. (PERETTO et al., 2014).

E uma substancia considerada segura quando avaliada quanto & toxicidade
aguda, irritacéo cutanea e genotoxicidade (BATHIA et al., 2007), sendo excretada pela
urina na forma de &cido hipurico e acido glucurénico. (FAHELBUM; JAMES, 1977).

As atividades biologicas de 6leos essenciais contendo cinamato de metila

como componente majoritario jA foram investigadas, como os trabalhos de Ali e
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colaboradores (2010) e Resende (2013) que verificaram a atividade antimicrobiana
dos Oleos essenciais de Cinnamomun sp. e Lychnophora pinaster, respectivamente,
evidenciando a eficacia na inibicdo do desenvolvimento de bactérias Gram positivo e
Gram negativo, de leveduras e fungos filamentosos. Alguns estudos com espécies
ricas em cinamato de metila estdo descritos no Quadro 2.

A bioatividade do cinamato de metila isolado também ja foi estudada. Lima e
colaboradores (2014), verificaram sua atividade antiespasmoédica com efeito
miorrelaxante, promovida pela inibicao da tirosino quinase. Freitas (2014) demonstrou
as atividades hipoglicémica e hipolipidémica. Além disso, também inibe a sintese de
lipideos e a adipogénese por atenuar fatores de transcricdo adipogénicos. (CHEN et
al., 2012).

QUADRO 2 - BIOATIVIDADE DE ESPECIES RICAS EM CINAMATO DE METILA

Espécie Atividade Referéncia
Alpinia galanga hipoglicemiante AKHTAR; KHAN; MALIK, 2002
Ocotea quixos antioxidante, antibacteriana, | BRUNI et al., 2004

antifingica

Ocimum americanum | larvicida CAVALCANTI et al., 2004
Kaempferia galanga antimicrobiana TEWTRAKUL et al., 2005
Zanthoxylum alatum nematicida KIM; SEO; PARK, 2011
Alpinia nieuwebhuizii antimicrobiano YUSOFF et al., 2011
Alpinia ligulata
Zanthoxylum alatum antifangico PRAKASH et al., 2011a

Ocimum gratissimum | antioxidante, antimicrobiana | PRAKASH et al., 2011b

Ocimum micranthum antinociceptiva, PINHO et al., 2012
anti-espasmadica,

anti-inflamatoéria

Ocimum americanum | antifangico VIEIRA et al., 2014
FONTE: O Autor (2015)

O cinamato de metila apresenta atividades antimicrobiana (HUANG et al.,
2009), antifungica (EL-SHIEKH et al., 2012), anti-inflamatéria (PINHO et al., 2012) e
pesticida, com atividade nematicida contra Bursaphelenchus xylophilus, responsavel
pela doenga da murcha de pinheiros (KONG et al., 2007), inseticida (PETERSON et
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al., 2000) e repelente sobre mosquitos adultos Aedes aegypti, reduzindo o pouso das
fémeas do mosquito. (DEKKER et al., 2011; ANNIES et al., 2012).

2.5.2 Linalol

O linalol (3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol) € um monoterpeno alcodlico de cadeia
aberta muito importante na industria de aromas. Ocorre naturalmente sob a forma de
dois estereoisdbmeros, o0 (3R)-linalol (CAS 126-91-0) e o (3S)-linalol (CAS 126-90-9)
(Figura 17), os quais possuem odores distintos. O isdmero levorrotatério (lincareol)
possui um aroma de lavanda e flores frescas, enquanto o dextrorrotatorio (coriandrol)
possui um cheiro herbaceo, frequentemente descritas como uma nota citrica. (TELES,
2009; RODRIGUES, 2010).

Apresenta-se como um liquido amarelado, com solubilidade em agua de
aproximadamente 1,5 g/L a temperatura de 25 °C, formula molecular geral C10H1s0 e
massa molar de 154,53 g/mol. (OECD, 2002; LAPCZYNSKI et al., 2008). E muito
utilizado na industria cosmética, como fixador de fragrancias, aromatizante em
xampus e sabonetes e também em produtos de limpeza, como detergentes.
(LAPCZYNSKI et al., 2008; CAMARGO; VASCONCELOS, 2014).

FIGURA 17 - ESTRUTURA QUIMICA DO LINALOL

QH3 CH3

(3R)-Linalol (3S)-Linalol

FONTE: www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov

O linalol pode ser encontrado em diversas espécies da flora brasileira, como
0 pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke), a tangerina (Citrus reticulata Blanco), a

bergamota (Citrus bergamia Risso), o jasmim (Jasminum auriculatum Vahl), a lavanda


http://www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

53

(Lavandula dentata L.), o manjericdo (Ocimum gratissimum L.) e o0 coentro
(Coriandrum sativum L.). (CAMARGO; VASCONCELOS, 2014).

Camargo e Vasconcelos (2014) fizeram uma revisdo sobre os efeitos
bioldgicos do linalol, os quais encontram-se dispostos no Quadro 3. O linalol apresenta
atividade sobre o sistema cardiovascular, atuando como agente hipotensor e
vasorrelaxante (RODRIGUES, 2010; ANJOS et al., 2013; SIQUEIRA et al., 2014) e
redutor de colesterol e triglicerideos. (JUN et al., 2014). E utilizado ainda como
ansiolitico, sedativo e anticonvulsivante. (BRUM et al., 2001; HELDWEIN et al., 2014;
CHENG; SHEEN; CHANG, 2015).

O linalol demonstrou também atividades antimicrobiana (PEREIRA, 2009;
AMAZONAS, 2012), anti-inflamatoria (WU et al., 2014), antiespasmaodica (REKHA et
al., 2014), antioxidante, anti-leishmaniana (FABRI et al., 2012), repelente (ANNIES et
al., 2012) e larvicida. (SOUZA et al., 2007; TELES, 2009).

De acordo com Bickers et al. (2003), o linalol apresenta baixa toxicidade
aguda oral (CLso para roedores entre 2200 e 3920 mg/kg) e dermatologica (CLso para
coelhos de 5619 mg/kg), além de ndo demonstrar efeito genotdxico ou mutagénico

em 16 ensaios in vitro separados realizados.
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QUADRO 3 - EFEITOS BIOLOGICOS DO LINALOL

Tecido e/ou espécie

Efeitos

Referéncia

Artéria aorta isolada de ratos

Hipotenséo, bradicardia e
vasorrelaxamento

SIQUEIRA et al. (2014)

Cultura de células de ratos

Hipotrigliceridemia

JUN et al. (2014)

Peixes

Sedacéo e Anestesia

HELDWEIN ET al. (2014)

Pele de seres humanos

Dermatite de contato

BJORKMAN et al. (2014)

Cultura de micro-organismos

Antimicrobiano

YANG; CHAO; LIU (2014)

Células cancerigenas de seres
humanos

Apoptose de células tumorais.
Anticancer

CHANG; SHEN (2014)

Mosquitos vetores da malaria

Controle dos vetores da malaria

NYASEMBE et al. (2014)

Artéria mesentérica isolada de
ratos

Hipotensdo e vasorelaxamento

ANJOS et al. (2013)

Cultura de células e tecido
cerebral de ratos

Antidepressivo. N&o causa protecdo

ou dano ao DNA

COELHO et al. (2013)

Ratos Ansiolitico e sedativo TANKAM; ITO (2013)

Ratos Sedativo e sonifero ZU et al. (2013)

Pele de seres humanos Linalol oxidado causa dermatite de CHRISTENSSON et al.
contato (2012)

Ratos Reduz tolerancia e dependéncia a HOSSEINZADEH et al.
morfina (2012)

Musculo liso da traqueia Antiespasmadico ROCHA (2011)

isolada de ratos

Cultura de neurdnios isolados
de ratos

Antinociceptivo em dor aguda e
cronica

BATISTA (2010)

Cultura de bactérias

Inibe o crescimento bacteriano

SOKOVIC et al. (2010)

Ratos

Diminui ansiedade e agressividade

LINCK et al. (2010)

Artéria aorta, musculo liso
vascular de ratos

Hipotensao, bradicardia e
antiespasmaodico

RODRIGUES (2010)

Neuropatia em nervo ciatico de
ratos

Anti-inflamatério e antinociceptivo

BURGOS (2009)

Frequéncia cardiaca, pressao
arterial de humanos

Modula niveis de cortisol. Alivio do

stress

HOFERL,; KRIST,;
BUCHBAUER (2006)

Células humanas

Antinociceptivo

PEANA et al. (2006)

Saliva de seres humanos

Antibacteriano

ALVIANO et al. (2005)

Seres humanos

Sedativo, calmante e bradicardico

KURODA et al. (2005)

Cerebelo isolado de ratos e
neurdnios da retina de peixes

Atua nas correntes ibnicas

NARUSUYE et al. (2005)

Ratos

Analgésico e antinociceptivo

PEANA et al. (2004)

Pele de ratos

Linalol oxidado causa dermatite de

SKOLD et al. (2004)

contato
Cultura de macroéfagos de ratos | Antileishmanial. Lise celular de ROSA et al. (2003)
com Leishmania amazonensis | macréfago
infectado
Pele de ratos Linalol oxidado tem potencial BASKETTER et al. (2002)
alérgico

Cultura de células do cortex
cerebral de ratos

Anticonvulsivante. Interfere na
transmissao glutamatérgica

BRUM et al. (2001)

FONTE: Adaptado de CAMARGO e VASCONCELOS (2014)
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2.5.3 Mistura CM-L

A mistura CM-L € composta pelo cinamato de metila (CM) e linalol (L) na
proporcao de 1:4. (MARQUES et al., 2014).

Em estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa (ANNIES et al.,
2012), a mistura CM-L demonstrou atividade repelente frente aos mosquitos Aedes
aegypti, bem como atividade inseticida contra aranha-marrom (Loxosceles intermedia)
e escorpido amarelo (Tityus serrulatus), efeitos esses que nao foram observados com
seus componentes separadamente. Os resultados obtidos nesses estudos apontam
para uma possivel acdo aditiva ou sinérgica.

A mistura CM-L encontra-se em depdsito de pedido de patente no Instituto
Nacional da Propriedade Intelectual (INPI) sob o nimero BR 1020130305880, e no
International Bureau PCT/BR2013/000589.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 EQUIPAMENTOS

e Agitador magnético - RCT basic, Ika

e Agitador mecanico - RW20 digital, Ika

e Balanca analitica - AR2140, Ohaus

e Banho-maria - EEQ9074, Edutec

e Centrifuga para tubos - Edutec

e Cromatografo liquido de alta - Varian ProStar, modelo SYS-LC-
eficiéncia dotado de detector de 240-E
arranjo de diodos (CLAE/DAD-
uv)

e Espectrometro infravermelho com - Nicolet iS10, Thermo Fisher
transformada de Fourier Scientific

e Leitor de microplacas - Multiskan FC, Thermo Scientific

e Metalizador - IC-50 lon Coater, Shimadzu

e Microscépico  eletrbnico  de - SSX-550, Shimadzu
varredura

e Centrifuga para microtubos - Minispin Plus, Eppendorf®

e Estufa incubadora B.O.D - NT 708, Novatecnica

e Liofilizador - VirTis, BenchTop Pro com

Omnitronics™, SP Scientific
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3.2 REAGENTES E SOLVENTES

3.2.1 Farmacos

e E-cinamato de metila - Padréo, grau de pureza 99%, Sigma Aldrich,
Brasil

e Linalol - Padréo, grau de pureza > 97%, Sigma
Aldrich, Brasil

3.2.2 Polimeros

e Alginato de sodio - Protanal LF 20/ 40, com viscosidade de 100
a 200 mPas e alto contetdo de residuos G
(65 — 75%), FMC Bio Polymer

e Quitosana - grau de desacetilacdo > 80%, peso
molecular > 40 kDa, Galena

e Dibxido de silicio coloidal - Aerosil® 200, grau farmacéutico, Fagron
3.2.3 Agua purificada
Para o desenvolvimento das microparticulas flutuantes e andlises
cromatograficas foi utilizada agua ultrapura obtida pelo processo de osmose reversa

com microfiltracdo (OS10LX, Gehaka, Brasil).

3.2.4 Outros reagentes e solventes

e Acetonitrila - grau UV/HPLC, Proquimios

e Acido acetico glacial - P.A, Synth

e Carbonato de calcio - grau farmacéutico, Viafarma
e Carbonato de sodio - P.A, Vetec

e Cloreto de célcio - P.A, diidratado, All Chemistry
e Etanol - P.A, Dindmica

e Metanol _ P.A, Vetec
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e Sal marinho - Qingdao

¢ Monoestearato de sorbitano - Span®60, Croda

e Sulfato de quinidina - Merck

e Sulfato de sodio - P.A, anidro, Vetec

e Polissorbato 80 - Tween® 80, Galena

e Sangue de carneiro - Newprov®

e Fosfato de potassio - P.A, Vetec
monobasico

e Fosfato dissédico - P.A, Vetec

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

A pesquisa foi realizada em trés etapas, sendo que na primeira, foi avaliada a
toxicidade do cinamato de metila, do linalol e da mistura CM-L (proporgéo 1:4). Para
tanto foram realizados os ensaios de toxicidade in vitro frente ao microcrustaceo
Artemia salina Leach, a avaliacdo da atividade hemolitica sobre hemécias de carneiro,
a avaliacdo da atividade alelopatica sobre sementes de Lactuca sativa (alface) e a
atividade larvicida contra Aedes aegypti. Foram também observadas as alteracdes
morfologicas nas larvas de A. aegypti submetidas ao tratamento com as amostras.

A segunda etapa da pesquisa consistiu na otimizacdo dos parametros das
formulacbes para obtencdo das microparticulas flutuantes contendo a mistura CM-L.
Foram avaliados o valor de EHL da mistura CM-L e as diferentes concentracdes das
matérias-primas utilizadas no processo de encapsulacgao.

Na terceira etapa, apdés definicho dos parametros da formulacdo, as
microparticulas flutuantes contendo a mistura CM-L foram obtidas por gelificacédo
ibnica e caracterizadas por meio de estudos morfologicos e espectroscopicos, e
guanto a sua flotabilidade e perfil de liberacdo. Para a determinagéo quantitativa da
mistura CM-L microencapsulada foi utilizado um método de cromatografia liquida de
alta  eficiéncia, previamente  validado, avaliando a  eficiéncia de
encapsulacéo/incorporacéo do farmaco.

A avaliagéo da atividade larvicida das microparticulas flutuantes foi conduzida

com larvas de Aedes aegypti, observando-se também as alteragcbes morfoldgicas
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ocasionadas pelas mesmas. As etapas descritas estdo esquematizadas no
fluxograma da Figura 18.
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FIGURA 18 - FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DA PESQUISA
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3.4 TESTES DE TOXICIDADE in vitro

3.4.1 Teste de toxicidade in vitro do cinamato de metila, do linalol e da mistura CM-L

frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach

O ensaio foi conduzido conforme Meyer e colaboradores (1982) e Souza e
colaboradores (2007) com adaptacdes. Foi utilizada agua do mar artificial, preparada
com 38 g de sal marinho e 1000 mL de agua purificada. O pH foi ajustado com Na2CO3
para a faixa de 8-9.

Os ovos de Artemia salina (200 mg/400 mL) foram colocados em contato com
a agua do mar artificial e aerados por uma hora. Apds este periodo, foram incubados
em estufa incubadora B.O.D (Novatécnica), com temperatura entre 27 e 30 °C por 48
horas, com iluminacdo constante. Apds a eclosdo dos ovos, 10 nauplios foram
transferidos para os tubos de ensaio utilizados para o teste.

Solucdes-estoque na concentracdo de 5 mg.mL* de CM, L e CM-L foram
preparadas em agua do mar artificial contendo 0,5% (m/v) de Tween® 80. As
solugcbes-estoque foram transferidas para tubos de ensaio de maneira a obter
amostras diluidas nas concentragées de 25, 50, 75, 100, 125 e 150 pg.mL*. A
concentracéo maxima de Tween® 80 nos tubos foi de 0,1% (m/v). O controle negativo
consistiu de tubos com agua do mar artificial contendo 0,1% (m/v) de Tween® 80. O
controle positivo foi uma solucdo de sulfato de quinidina nas mesmas concentracées
das amostras. O volume de todos os tubos foi ajustado com agua do mar artificial para
5 mL. Apos 24 horas realizou-se a contagem de nauplios mortos e vivos, com auxilio
de lupa e iluminacao incandescente.

Os valores de CLso e CLgo, bem como os seus intervalos de confianga (95%)
e qui-quadrado, foram calculados pelo modelo Probit (FINNEY, 1971), utilizando o
programa estatistico SPSS, verséo 23.0. (IBM, 2015).

3.4.2 Atividade hemolitica do cinamato de metila, do linalol e da mistura CM-L

A atividade hemolitica foi realizada conforme Banerjee e colaboradores (2008)
com adaptacoes. Inicialmente sangue de carneiro foi lavado com solugdo tampéo
fosfato-salino pH 7,4 (PBS) (150 mM NacCl; 0,58 mM KH2PO4 e 3,4 mM NazHPO4) e
centrifugacéo a 3000 rpm por 5 minutos, com descarte do sobrenadante. O processo



62

foi repetido até que o sobrenadante ficasse completamente incolor. Em seguida, a
papa de hemacias obtida foi diluida a 2% (v/v) em PBS para uso no ensaio.

Uma solucdo-estoque de cada amostra foi preparada na concentracdo de
1mg.mL?, utilizando 100 pL de metanol para solubilizar as amostras e PBS para
completar o volume. O controle para hemoélise 100% consistiu de agua deionizada,
enguanto o controle negativo (branco) utilizado foi PBS contendo 100 pyL de metanol.

Para o ensaio, foram utilizadas amostras nas concentracées de 10 pg.mL;
50 pg.mLt; 100 pg.mL* e 1000 pg.mL:, preparadas a partir das solucdes-estoque.
Foram transferindos 200 pL das amostras e dos controles para microtubos para
centrifugacédo tipo Eppendorf® contendo 200 pL de hemécias a 2% (v/v). Os
microtubos foram homogeneizados e incubados por 3 horas em estufa com
temperatura controlada a 37 °C. Apos o periodo de incubacéo, os microtubos foram
centrifugados por 5 minutos a 3000 rpm em centrifuga para microtubos Minispin Plus
(Eppendorf). O sobrenadante foi transferido para microplacas com 96 pogos e a leitura
das absorbancias realizadas em leitor de microplacas Multiskan FC (Thermo
Scientific) em comprimento de onda de 540 nm. O teste foi realizado em triplicata. A
porcentagem de hemdlise (%H) foi calculada utilizando-se a Equacao (1), conforme
Nogueira Sobrinho et al. (2016):

(Abs, — Absg)

%H =
o (AbSH —AbSB) i

100 (1)

onde:

Absa € a absorcao encontrada para as amostras
Absp € a absorc¢ao do controle de salina e

Absk a absorcao do controle 100% hemolise
3.4.3 Atividade alelopatica do cinamato de metila, do linalol e da mistura CM-L
A avaliacédo da atividade alelopatica foi realizada conforme Silva, Overbeck e

Soares (2014) com adaptacfes. Foram verificados parametros iniciais na germinacao

e crescimento em laboratério.
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Solugbes-estoque das amostras foram preparadas na concentragéo de 1%
(m/v) em agua purificada contendo 1% (m/v) de Tween® 80. Para o ensaio, foram
utilizadas amostras nas concentracées de 0,001%; 0,01%; 0,1% e 1% preparadas a
partir das solu¢des-estoque diluidas em agua purificada.

Para os bioensaios de germinacéo, placas de vidro (90 mm de diametro)
esterilizadas, contendo papel filtro Whatman n® 6, receberam 5,0 mL de &gua
purificada. Foram semeadas sobre cada disco de papel filtro, 50 sementes de Lactuca
sativa, variedade Grand rapids, com quatro repeticdes para cada solucao conforme
Brasil (2009). Apos a semeadura, foram distribuidas 3,0 mL da solugcdo de cada
concentracdo das amostras em dois papéis filtro colados no interior da tampa de cada
placa com fita adesiva, evitando o contato direto com as sementes. (SILVA;
OVERBECK; SOARES, 2014; SILVA FILHO et al., 2009).

As placas de vidro contendo as sementes foram fechadas e envolvidas com
filme plastico e levadas para estufa incubadora B.O.D, com umidade relativa (+ 80%),
temperatura de 25 °C e iluminacgéao interna (160 W) constantes.

Diariamente foram contadas as sementes germinadas, tendo como critério a
protusdo radicular com no minimo 2,0 mm de comprimento. O indice de velocidade
de germinacdo (IVG) foi calculado por meio da Equacao (2), conforme Hoffmann
(2007) e Rosado et al. (2009):

Gl G2 G3 Gn
VG = —+

— ... — 2
N1 N2+N3+ Nn @)

Onde:

G1, G2, G3.. Gn € o nUmero de sementes germinadas

N1, N2, N3..Nn é o numero de dias ap0s a semeadura

A porcentagem de germinacéo (%G) é a relacdo entre o numero de sementes
tratadas germinadas e o numero de sementes germinadas do controle.

Para os bioensaios de crescimento, as sementes foram semeadas como no
teste de germinacgdo, porém, somente apos sete dias de germinacdo foram medidas

aradicula e o hipocatilo das pléantulas, conforme Macias, Castellano e Molinillo (2000).
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Os dados obtidos foram sujeitos a analise de variancia, e as médias foram
comparadas pelo teste Scott-Knott (p<0.05), utilizando o programa Sisvar
(FERREIRA, 2011).

3.4.4 Atividade larvicida do cinamato de metila, do linalol e da mistura CM-L contra

larvas de Aedes aegypti

A verificacdo da atividade larvicida da Mistura CM-L nao encapsulada e seus
componentes foi conduzida de acordo com o Guia para testes laboratorias de
larvicidas da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2005) e Silva e colaboradores
(2008).

Para obtencdo das larvas, foram utilizados ovos de A. aegypti, espécie
Rockefeller, providos pela Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. Os ovos foram
colocados em béquer plastico com capacidade de 500 mL contendo agua livre de
cloro, o qual foi levado para a incubadora B.O.D, com temperatura de (27 + 2) °C e
umidade relativa entre (80 + 5) %. As larvas foram alimentadas com racdo para peixes
do periodo entre a eclosdo dos ovos e o terceiro estadio. Para os testes foram
utilizadas larvas no terceiro estadio.

Para o teste, solugcbes-estoque (5 mg.mL') das amostras foram preparadas
em agua livre de cloro contendo 0,5% (m/v) de Tween® 80. As solugdes-estoque foram
transferidas para copos plasticos com capacidade de 120 mL contendo 20 larvas de
Aedes aegypti em terceiro estadio, de maneira a obter 100 mL de amostras nas
seguintes concentracdes: 25 pg.mL?t; 50 pg.mL?; 100 pg.mL?; 150 pg.mL?; 200
ug.mL?; 250 pg.mLt; 300 pg.mL; 350 pg.mL?; 400 pg.mLt e 500 pg.mL1. Os copos
foram levados para incubadora B.O.D, com temperatura de (27 = 2) °C, umidade
relativa entre (80 = 5) % e fotoperiodo de 12 horas. Apos 24 horas, foram contadas o
namero de larvas vivas e mortas. O ensaio foi realizado em quadruplicata, tendo como
branco 100 mL de &gua livre de cloro contendo 0,5% (m/v) de Tween® 80.

Os valores de CLso e Cloo, intervalos de confiangca (95%) e qui-quadrado
foram calculados pelo modelo Probit (FINNEY, 1971), utiizando o programa
estatistico SPSS, versao 23.0. (IBM, 2015).
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3.4.4.1 AlteracBes morfologicas das larvas submetidas ao teste de atividade larvicida

Foram observadas e descritas as alteracdes morfolégicas apresentadas pelas
larvas de A. aegypti em resposta ao tratamento com cinamato de metila, linalol,
mistura CM-L.

As larvas foram observadas em microscépio 6ptico (Olympus) e as imagens

capturadas por camera fotografica (Nikon).

3.5 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DO PROCESSO DE OBTENCAO DAS
MICROPARTICULAS FLUTUANTES

3.5.1 Determinacao do Equilibrio Hidrofilo-Lipofilo (EHL) da mistura CM-L

O ensaio foi realizado segundo Zanin et al. (2002) e Fernandes et al. (2013).
Emulsdes contendo a mistura CM-L foram preparadas para um volume final de 20 mL,
contendo 85% (m/m) de agua purificada, 10% (m/m) da mistura CM-L e 5% (m/m) da
mistura de tensoativos. Os valores das misturas de tensoativos variaram entre 7,79 e
12,94.

Os tensoativos foram colocados nas fases aquosas e oleosa conforme sua
solubilidade. A fase aquosa foi aquecida a (75 + 5) °C e a oleosa a (40 = 1) °C em
banho-maria. A fase aguosa foi vertida sobre a fase oleosa com agitacdo constante
de 400 rpm por 15 minutos em agitador mecanico. As emulsdes foram colocadas em
tubos de ensaio, fechados com filme plastico e mantidas a temperatura ambiente. A
estabilidade das emulsdes foi avaliada apés 24 horas pela analise macroscépica das
mesmas (cor e aspecto visual).

Posteriormente, uma segunda série de emulsbes foi preparada com um
intervalo menor de EHL entre as duas emulsdes mais estaveis da primeira série,
repetindo-se o método. A estabilidade das emulsées foi avaliada no 1°, 30° e 60° dias

apos a manipulacdo por analise macroscépica das mesmas (cor e aspecto visual).
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3.5.2 Avaliacdo dos parametros das formulacdes para obtencdo das microparticulas

flutuantes

Varios parametros das formulacbes para obtencdo das microparticulas
flutuantes foram alterados.

A otimizagdo dos parametros das formulagdes desenvolvidas levou em
consideracdo a estabilidade das emulsdes primarias e a flotabilidade das
microparticulas formadas. Isso permitiu a selecdo dos parametros apropriados para a
obtencdo da formulacdo mais adequada para o carreamento da mistura CM-L
microencapsulada. A concentracdo de mistura CM-L a ser encapsulada foi definida
por revisdo de literatura.

A formulacéo inicial teve por base a proposta de Paula et al. (2012). Para o
preparo das microparticulas, uma fase aquosa foi preparada dispersando o ALG e a
GA em agua purificada contendo Tween® 80. Esta fase foi mantida em aquecimento
em banho-maria a 60 °C até completa hidratacdo dos polimeros. Em seguida, 5 mL
de uma suspensédo de CaCOs foi adicionada a fase aquosa. Em outro frasco foram
pesados a mistura CM-L e o Spam® 60, os quais foram aquecidos em banho-maria a
60 °C por 1 minuto. Adicionou-se a esta fase Aerosil® 200, com homogeneizacado
manual até completa adsorcdo da mistura CM-L. A fase aquosa foi vertida sobre a
oleosa e agitada com auxilio de agitador mecéanico em aproximadamente 750 rpm por
5 minutos. As proporcdes de matérias-prima utilizadas estéo contidas na Tabela 1.

A emulsédo formada foi gotejada sobre uma solugéo de 2% (m/v) de CaCl2
contendo acido acético 5% (v/v) com seringa de vidro (Artglass) e agulha 13 mm x
0,45 mm (Becton-Dickinson), na qual permaneceu por 30 minutos. Quando requerido,
as microparticulas formadas foram transferidas para béquer contendo uma solugao
de quitosana previamente solubilizada em acido acético 1% (v/v), na qual
permaneceram por 30 minutos.

As microparticulas foram lavadas com agua purificada e, apoés retirada do
excesso de agua, foram congeladas com nitrogénio liquido e liofilizadas por 4 horas
em liofilizador Vir Tis BenchTop Pro (SP Scientific) com pressao a vacuo de 39 mm/hg

e temperatura de -77,4°C. (Figura 19).
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F1(%) F2(%) F3(%) F4(%) F5(%) F6(%) F7(%) F8(%)

ALG 1 1 1 1 1 1 1 1
GA - - - - - 1 2 1
CaCoO; 1 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Span® 60 4 4 4 4 4 4 4 4
Tween®80 1 1 1 1 1 1 1 1
CM-L 10 10 10 10 10 10 10 10
Aerosil® 200 - - - - - - - 1
Agua Qs Qs Qs Qs Qs Qs Qs Qs
Quitosana - - 0,5 1 2 0,5 0,5 0,5

FONTE: O Autor (2016)

LEGENDA:

ALG = alginato de sodio

GA = goma arabica

CaCOs = carbonato de calcio

CM-L = cinamato de metila e linalol em combinagao (proporgéo 1:4)

FIGURA 19 - ESQUEMA PARA O PREPARO DE MICROPARTICULAS FLUTUANTES

Recobrimento
com Chi

0 d—g

Emulsédo O/A Formacéo das MP

TROGEN_ NITROGEN I

|
I\

Microparticulas Liofilizagao Congelamento
flutuantes secas

FONTE: O Autor (2016)
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3.6 OBTENCAO DE MICROPARTICULAS POLIMERICAS FLUTUANTES
CONTENDO A MISTURA CM-L

As microparticulas poliméricas flutuantes contendo mistura CM-L foram
preparadas conforme o item 3.5.2. O mesmo procedimento foi adotado para a
obtenc&o de microparticulas sem a mistura CM-L (branco).

As microparticulas produzidas foram caracterizadas por analises morfoldgicas
e espectroscopicas. Foram realizados também ensaios de flotabilidade, quantidade
de mistura CM-L encapsulada, eficiéncia de encapsulagao e perfil de liberagao in vitro.
As microparticulas flutuantes contendo a mistura CM-L foram submetidas ao bioensaio

com as larvas de Aedes aegypti.
3.7 FLOTABILIDADE

A flotabilidade das microparticulas foi avaliada visualmente pela observacgéo
de 20 microparticulas liofilizadas colocadas em um béquer contendo 20 mL de agua
destilada, a temperatura ambiente, com agitacdo ocasional. As microparticulas foram
mantidas no béquer até que todas afundassem, ou por um periodo de 15 dias. O teste
foi realizado em triplicata.

As leituras foram realizadas nos tempos 0, 12, 24, 36, 48 ... n horas até atingir
as condi¢cdes acima mencionadas, utilizando-se da Equacdo (3) para verificar a

porcentagem de microparticulas flutuantes:
F(%) = MF 100 3
(%) = (MT) * ®

Onde:
MF é o numero de microparticulas flutuantes no tempo definido

MT o numero total de microparticulas
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3.8 DETERMINACAO DA QUANTIDADE DE MISTURA CM-L
MICROENCAPSULADA POR CLAE/DAD-UV

A concentracdo de mistura CM-L microencapsulada foi determinada a partir
dos ensaios de quantificagdo desenvolvidos em Cromatografo Liquido de Alta
Eficiéncia (CLAE/DAD-UV) Varian ProStar, modelo SYS-LC-240-E dotado de detector

de arranjo de diodos, conforme os parametros estabelecidos na Tabela 2.

TABELA 2 - PARAMETROS CROMATOGRAFICOS UTILIZADOS PARA A QUANTIFICAGAO DA
MISTURA CM-L POR CLAE/DAD/UV

Caracteristicas Descricéo
Deteccéo UV (A =210 nm)
Fluxo 0,8 mL.min*
Coluna Zorbax Eclipse XDB-C18, 4,6 x 250 mm, 5 ym
Fase movel ACN:H20 (65 : 35 viv)
Volume de injecéo 20 pL

FONTE: O Autor (2016)
NOTA: UV = ultra-violeta
ACN = acetonitrila

Previamente, o método passou pelo processo de validacdo analitica,

conforme descrito a sequir.

3.8.1 Validacdo do método analitico para a quantificacdo da Mistura CM-L

microencapsulada

A validacdo do método de quantificacdo por CLAE/DAD-UV foi realizada
segundo a Resolucdo R.E. n°® 899, de 29 de maio de 2003 (ANVISA, 2003) e a
International Conference on Harmonisation (ICH, 2005). Os parametros avaliados
foram especificidade, linearidade, repetibilidade, precisdo intermediaria, exatiddo e
robustez. Os ensaios foram realizados em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia
dotado de detector de arranjo de diodos (CLAE/DAD-UV) Varian ProStar, modelo
SYS-LC-240-E. O sistema é equipado com um moédulo de liberacdo de solvente
(ProStar 230), um auto-injetor (ProStar 410) e um detector de arranjo de diodos
(ProStar 335). Os dados foram coletados e analisados utilizando um software de
cromatografia Varian Star Workstation (Walnut Creek, CA, USA).
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a) Especificidade

Microparticulas flutuantes preparadas sem a Mistura CM-L (branco) foram
trituradas em gral de vidro e imersas em solvente composto de ACN:Hz20 (65:35 v/v).
O solvente foi filtrado em funil de vidro contendo papel de filtro e, antes de ser injetado
no cromatégramo, filtrado novamente em filtro Chromafil® Xtra com 0,45 ym de
abertura dos poros (Macherey-Nagel). As amostras foram analisadas nas mesmas

circunstancias experimentais das amostras na presenca da Mistura CM-L.

b) Linearidade, Limite de detecc¢éo (LD) e Limite de quantificacéo (LQ)

Para o estudo da linearidade, foram elaboradas curvas analiticas em triplicata,
com sete pontos de concentracdo para os padrdes cinamato de metila e linalol,
utilizando a fase moével ACN:H20 (65:35 v/v) como solvente. A equacgédo da reta e 0
coeficiente de correlacdo (r) foram determinados. Para a constru¢do das curvas de
calibracédo, foram feitas solucdes-padrédo de cinamato de metila e linalol (1 mg.mL?),
as quais foram diluidas sequencialmente para a obtencdo de solugcbes nas
concentrag@es 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 pug.mL* para o cinamato de metila; e 5, 15,
25, 50, 100, 150, 200 e 240 pg.mL* para o linalol.

Os limites de detecc¢éo e quantificagdo foram calculados a partir da inclinacéo
(S) e do desvio padrdo da média de trés curvas de calibracdo (DP), usando os fatores
multiplicadores sugeridos pela norma ICH (2005), conforme demonstrado nas

Equacbes 4 e 5:

DP
LD =33X— (4)

S

DP
LQ=10X— ©))

Onde:
LD é o limite de deteccao
LQé o limite de quantificacéo
DP é o desvio padrao médio

S € o coeficiente angular (inclinacdo da reta)
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c) Preciséao

Para verificar a precisdo do método foram avaliadas a repetibilidade, precisao
interdias e preciséo entre-analistas do método.

Para avaliacdo da repetibilidade, trés concentra¢des diferentes de cada
substancia da mistura CM-L (5, 20 e 60 pg.mL™ para o cinamato de metila; e 15, 50
e 230 pg.mL™t para o linalol) foram analisadas em triplicata em um Unico dia,
totalizando nove determinacdes para cada substancia, sendo o resultado expresso
em termos de desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo percentual
(CV%) intra-dia, calculado conforme Equagéo (6).

DP
v (%) = Z3p

x 100 (6)

Onde:
DP é o desvio padréo

CMD a concentracdo média determinada

A determinagcdo da precisdo intermediaria foi realizada comparando os
resultados obtidos para andlises interdias e entre-analistas. Para a determinacéo da
precisédo interdias foram realizadas analises, em triplicata e em dois dias consecutivos,
de uma amostra contendo concentracdes diferentes das substancias presentes na
mistura CM-L (20 pg.mL™ para o cinamato de metila; e 50 pg.mL™ para o linalol). O
teste foi realizado nas mesmas condi¢des cromatograficas pré-determinadas.

A avaliagdo da precisdo entre-analistas de uma amostra contendo
concentracbes diferentes das substancias presentes na mistura CM-L (20 pg.mL™
para o cinamato de metila; e 50 pg.mL~ para o linalol) foi realizada em triplicata, com
analistas diferentes, e sob as mesmas condi¢gbes cromatograficas previamente

definidas.
d) Exatidao

A exatidao foi determinada por meio do método de recuperacao, no qual uma

quantidade conhecida de solugcbes-padrdo de cinamato de metila (12,5 mg.g?) e
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linalol (50 mg.g?) foram adicionadas a uma emulséo utilizada para o preparo das
microparticulas. Para a recuperacgéo das substancias foram pesados 1 g da emulsao,
sobre a qual foram adicionados 5 mL de etanol. Ap6s homogeneizacdo, a amostra foi
centrifugada a 4000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi filtrado por membrana
0,45 um e recolhido em baldo volumétrico de 10 mL, sendo seu volume completado
com etanol. O sobrenadante foi diluido sucessivamente em bal6es volumétricos de 10
mL para obter solucdes nas concentragées de 12,5; 25 e 50 pg.mL™! para o cinamato
de metila; e 50, 100 e 200 pg.mL™! para o linalol. O volume final foi ajustado com a
fase movel. As solucBes foram elaboradas em triplicata e os resultados expressos
como porcentagem de recuperacao.

e) Robustez

Para a avaliacdo da robustez, as trés concentracdes das substancias foram
submetidas a diferentes condi¢cdes de fluxo da fase mével e de temperatura, e
avaliadas em triplicata. O fluxo foi modificado de 0,8 mL.min=! para 0,75 mL.min"* e a
proporcdo de solventes ACN:H20 de 65:35 (v/v) para 70:30 (v/v). Os resultados de
cada parametro foram analisados por meio do DPR e comparados com os valores

obtidos para a condicdo padréao.

3.8.2 Determinacao da quantidade de Mistura CM-L nas microparticulas

Uma amostra de 25 mg de microparticulas liofilizadas foi triturada em gral de
vidro e adicionada de aproximadamente 10 mL de solvente ACN:H20 (65:35 v/v). O
solvente foi transferido para bal@o volumétrico de 25 mL, com filtracdo prévia em funil
de vidro contendo papel filtro. O volume do baldo foi completado com o mesmo
solvente. Em seguida, a amostra foi filtrada novamente por filtro Chromafil® Xtra com
0,45 pm de abertura dos poros (Macherey-Nagel) e a concentracdo das substancias
determinada por CLAE/DAD-UV em comprimento de ondas de 210 nm. A
quantificacdo foi realizada em triplicata, frente ao método analitico previamente

validado nas faixas de concentragao estabelecidas.
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3.8.3 Eficiéncia de encapsulacao

A Eficiéncia de Encapsulacdo (EE%) foi calculada a partir da diferenca entre
as massas das substancias presentes na Mistura CM-L inicialmente adicionada a
formulagdo e as massas presentes nas microparticulas, conforme Equacéo (7). A
EE% foi calculada separadamente para cada substancia da Mistura CM-L.

EE(%) = massa de CM ou L nas microparticulas 100 .
* = " massade CM ou L na formulagao x (7)

3.9 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS MICROPARTICULAS

3.9.1 Andlises morfologicas e de superficie

As microparticulas flutuantes liofilizadas foram medidas com paquimetro
digital (Jomarca). A avaliacdo morfolégica e de superficie foi realizada no
microscopico eletrénico de varredura SSX-550 Superscan (Shimadzu). As
microparticulas foram levadas a estufa a vacuo TE 395 (Tecnal) e fixadas em suporte
metdlico. Apés, foram submetidas a metalizacdo com ouro no equipamento IC-50 lon
Coater (Shimadzu). As micrografias foram obtidas em diferentes magnificacdes, apés
a visualizacdo das amostras, empregando voltagens de aceleracédo de 10 ou 15 kV.

O registro das imagens ocorreu por meio da utilizacdo do software especifico.

3.9.2 Avaliacéo por espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de

Fourier

As microparticulas flutuantes foram analisadas por espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (IVTF) em equipamento Nicolet iS10, com
cristal de diamante, utilizando 32 varreduras na faixa de 4000 a 400 cm™. As
microparticulas pulverizadas foram colocadas diretamente sobre o leitor Smart Omni-
Sampler. Os espectros obtidos por IVTF das microparticulas flutuantes foram
avaliados frente aos espectros dos padrdes de linalol e cinamato de metila, e dos

polimeros de partida.



74

3.10 ESTUDO DE LIBERACAO in vitro

O estudo de liberacdo in vitro foi realizado de acordo com Paula e
colaboradores (2012) com modificacBes. Uma amostra de 200 mg de microparticulas
liofilizadas foi colocada em béquer contendo 100 mL de agua purificada. O sistema foi
mantido a temperatura ambiente, com agita¢do ocasional. Uma aliquota de 1 mL do
meio (agua purificada) foi retirada em tempos pré-determinados, com reposicédo do
meio em igual quantidade. As amostras foram analisadas em CLAE/DAD-UV em
comprimento de ondas de 210 nm, nas condigbes descritas no item 3.8. O teste foi
realizado em triplicata.

3.11 ATIVIDADE LARVICIDA DA MISTURA CM-L MICROENCAPSULADA

Foi realizado de acordo com Paula e colaboradores (2012). Em recipiente
plastico com capacidade para 120 mL, foram colocados 100 mL de &gua livre de cloro
e 20 larvas de A. aegypti em terceiro estadio. Foram transferidas 10, 30, 60, 100 e 150
mg de microparticulas liofilizadas contendo a Mistura CM-L para 0s copos, 0s quais
foram incubados em B.O.D, com temperatura de (27 £ 2) °C, umidade relativa entre
(80 = 5) % e fotoperiodo de 12 horas. Apds 24 e 72 horas, foram contadas o nimero
de larvas vivas e mortas. O ensaio foi realizado em quadruplicata, tendo como branco
100 mL de agua livre de cloro contendo 150 mg de microparticulas liofilizadas sem a
mistura CM-L.

Foram calculados os valores de CLso e CLgo, 0s intervalos de confianga (95%)
e qui-quadrado pelo modelo Probit (FINNEY, 1971), utilizando o programa estatistico
SPSS, versao 23.0. (IBM, 2015).

3.11.1 Alterac¢des morfologicas das larvas submetidas ao teste de atividade larvicida

Foram observadas e descritas as altera¢des morfolégicas apresentadas pelas
larvas de A. aegypti em resposta ao tratamento com as microparticulas flutuantes
contendo a mistura CM-L.

As larvas foram observadas em microscopio 6ptico (Olympus) e as imagens

capturadas por camera fotografica (Nikon).
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4.1 TESTE DE TOXICIDADE IN VITRO
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4.1.1 Teste de toxicidade in vitro do cinamato de metila, do linalol e da mistura CM-L

frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach

Neste trabalho, o cinamato de metila, o linalol e a mistura CM-L apresentaram

valores de CLso e CLgo abaixo de 1000 pg.mL1, conforme mostrado na Tabela 3.

TABELA 3 - TOXICIDADE DO CINAMATO DE METILA, LINALOL E DA MISTURA CM-L FRENTE AO
MICROSCRUSTACEO Artemia salina

Amosira concentracdo  Mortalidade®  Clso (ug.mL™) ~ Cloo (ug.mL")
(Hg.mL™) (%)+ DP (95% IC) (95% IC) x2 (gl)
25 62,7%58
50 70,0 £17,3
75 933+58 355 65.9
M 100 1000400  (29,5-41,0) (56,4833 1° @ns
125 100,0 + 0,0
150 100,0 0,0
25 33%58
50 13,3 45,8
75 20,0 10,0 96,1 198,9
: 100 5334116  (84,9-1097) (1621-2808) +° ns.
125 70,0 £10,0
150 90,0 + 10,0
25 6,7£5,8
50 30,0 £10,0
75 66,7 5,8 57,7 101,1
ML 100 933458  (505-646)  (888-1211) 8 (NS
125 96,7 45,8
150 100,0 # 0,0

FONTE: O Autor (2015)

NOTA: Nao foi observada mortalidade no grupo controle

LEGENDA:
CM = cinamato de metila
L = linalol

CM-L = CM e L em combinag&o (proporcéo 1:4)

DP = desvio-padréo

CLso = concentragéo capaz de matar 50% dos organismos expostos ao tratamento
CLeo = concentracdo capaz de matar 90% dos organismos expostos ao tratamento

IC = intervalo de confianca
x? = qui-quadrado
gl = graus de liberdade

n.s.= néo significante (a = 0.05)
aValores correspondem a média da triplicata + DP
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De acordo com Meyer et al. (1982), quando se avalia a toxicidade de um extrato
vegetal pelo bioensaio com Artemia salina L., valores encontrados de CLso abaixo de
1000 pg.mL-* sugerem a bioatividade do mesmo, sendo que esta tem sido relacionada
ndo somente a toxicidade, mas também as atividades antifingica, viruscida,
antimicrobiana, tripanossomicida e parasiticida (BEDNARCZUK et al., 2010); o uso do
género Artemia também € importante parametro na avaliacdo da ecotoxicidade.
(NUNES et al., 2006). Ainda, de acordo com Cheng et al. (2003), 6leos essenciais
apresentando valores de CLs< 500 ug.mL* devem ser considerados para os testes
larvicidas contra Aedes aegypti.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com estudos prévios de
Peterson et al. (2000), que realizaram este bioensaio com compostos
monoterpenoides, utilizando a espécie Artemia franciscana Kellog, e concluiram que
os ésteres do acido citronélico e do &cido cindmico eram os mais toxicos, sendo que
0 cinamato de metila apresentou porcentagem de mortalidade de 80% e 100% nas
concentracfes de 10 ppm e 100 ppm, respectivamente.

Satyal et al. (2013) realizaram o teste de toxicidade com Artemia salina L. com
0s Oleos essenciais de Cinnamomum camphora, C. tamala e C. glaucescens e seus
compostos majoritérios, entre eles, linalol e cinamato de metila. Os pesquisadores
encontraram valores de CLso igual a (36,0 + 3,9) ug.mL* para o linalol e (20,7 * 3,1)
ug.mL? para o cinamato de metila. Estes valores diferem dos encontrados neste
trabalho por possiveis variaces nos métodos, como condicBes ambientais, fatores
nao-genéticos (temperatura, pH e composicao quimica do meio, oxigénio, fotoperiodo,
nutrientes, doencas, efeitos de populacdo) e caracteristicas genéticas dos
organismos. (NUNES et al., 2006). Porém, apesar das diferencas, os dois ensaios
apontaram a bioatividades das amostras, apresentando o cinamato de metila como o
agente mais ativo.

Tewtrakul et al. (2005) pesquisaram o Oleo volatil de rizomas secos de
Kaempferia galanga. Dentre seus principais constituintes, foram identificados o etil-p-
metoxicinamato (31,77%) e o cinamato de metila (23,23%). O teste de toxicidade
frente ao microcrustaceo Artemia salina L. do 6leo volatil apresentou um valor de CLso
de 26,84 pg.mL™.

Souza et al. (2007), Fabri et al. (2012) e Soares et al. (2012) demonstraram a
bioatividade dos 6leos volateis de Aniba duckei, Mitracarpus frigidus e Coriandrum

sativum, respectivamente, todos contendo como constituintes majoritario o linalol,
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contra os microcrustaceos A. franciscana ou A. salina. As trés espécies apresentaram
CLso inferior a 100 pg.mL™1, evidenciando a bioatividade dos 6leos.

Portanto, os valores de CLso encontrados para o cinamato de metila e o linalol
correspondem as suas atividades biolégicas ja relatadas, e indicam ainda a

possibilidade de realizagéao do teste larvicida, inclusive com a mistura CM-L.

4.1.2 Atividade hemolitica do cinamato de metila, do linalol e da mistura CM-L

O cinamato de metila, o linalol e a mistura CM-L exibiram atividade hemolitica
na concentracdo de 1000 pg.mL?, sendo que o cinamato de metila demonstrou
aproximadamente 100% de hemdlise nesta concentracdo. Quando comparado com o
cinamato de metila e a mistura CM-L, o linalol exibiu o maior potencial hemolitico na
concentragdo de 100 pg.mLt. O valor de 100% de hemdlise corresponde a
incubacbes feitas com adicdo de &gua destilada, enquanto 0% de hemdlise
corresponde aos valores de hemolise mecéanica ocasionada pela manipulacdo. Os

resultados encontram-se representados no Grafico 1.

GRAFICO 1 - PORCENTAGEM DE HEMOLISE OCASIONADA PELO CINAMATO DE METILA,
LINALOL E MISTURA CM-L EM SUSPENSAO DE HEMACIAS DE CARNEIRO 2% EM
RELACAO AO CONTROLE

100- I
<
[0}
0
‘©  50-
e
[0}
T
c ) ) ) ) ) ) ﬁ ) ) ) )
10 50 1001000 10 50 1001000 10 50 100 1000
CM (pg/mL) L (pg/mL) CM-L (pg/mL)
FONTE: O Autor (2015)
LEGENDA:
CM = cinamato de metila
L = linalol

CM-L = CM e L em combinacgédo (propor¢éo 1:4)
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Portanto, apesar da significante bioatividade apresentada pela a mistura CM-
L no bioensaio com Artemia salina L., esta substédncia mostrou menor atividade
hemolitica quando comparada ao cinamato de metila e ao linalol.

A estabilidade da membrana dos eritrécitos sujeitos a acdo de diferentes
substancias € uma importante ferramenta na analise preliminar de citotoxicidade das
mesmas. (GANDHI; CHERIAN, 2000; SHARMA; SHARMA, 2001).

A atividade hemolitica do cinamato de metila, do linalol e da mistura CM-L
pode estar relacionada as suas propriedades lipofilicas, as quais permitem sua
interacdo com a membrana lipofilica das heméacias, alterando sua permeabilidade e
resultando na lise das células. (BAKKALI et al., 2008; SHARMA; SHARMA,
2001ANDRADE, 2013).

4.1.3 Atividade alelopética do cinamato de metila, do linalol e da mistura CM-L

No presente estudo, as sementes de alface submetidas ao tratamento com
cinamato de metila, linalol e a mistura CM-L na concentracdo de 1% (m/v)
apresentaram inibicdo completa de germinacgéo.

O potencial alelopéatico de uma substancia ou composto pode indicar sua
fitotoxicidade sobre espécies préximas, constituindo uma ferramenta valiosa para o
setor agricola no manejo de plantas daninhas. A utilizacdo de herbicidas contendo
aleloguimicos em substituicdo aos herbicidas sintéticos tradicionais € considerado
vantajoso por serem considerados mais seletivos, biodegradaveis e menos poluentes.
(MACIAS; CASTELLANO; MOLINILLO, 2000; KHANH et al., 2008; TREVISAN et al.,
2012). Nesse sentido, o cinamato de metila, o linalol e a mistura CM-L na
concentracdo de 1% (m/m) podem ser considerados para uso como herbicidas
naturais por apresentarem inibicdo total da germinacdo das sementes de Lactuca
sativa.

O cinamato de metila apresentou o maior efeito inibitério sobre as sementes
de Lactuca sativa quando comparado ao linalol e a mistura CM-L, afetando a
germinacao, o desenvolvimento e o comprimento de radicula e hipocoétilo (Figura 20).
O aumento na concentracao de cinamato de metila resulta no aumento do seu efeito
inibitorio.

Os resultados obtidos para o cinamato de metila corroboram com os achados

de Medeiros et al. (2014) e Signorini et al. (2014), que testaram a atividade alelopatica
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de diferentes 6leos essenciais contendo como componente majoritario o cinamato de
metila ou acido cindmico, e apontaram o efeito inibitério desses 6leos na germinagéo

e no desenvolvimento das plantulas.

FIGURA 20 - ATIVIDADE ALELOPATICA DO CINAMATO DE METILA, LINALOL E MISTURA CM-L
A B

VG
Gearminagdo (%)

CM L CML
Amostra e Concentragao

CM L CML
Amastra ¢ Concentragio

c D

Hipocatilo {cm}
Radicula (cm)

CM L CML cM L CML
Amostra e Concentragdo Amosira e Conceniragio

FONTE: O AUTOR (2015)
NOTA: O controle foi composto por agua purificada contendo 1% de Tween ® 80 (m/v)
Os resultados mostrados referem-se aos valores médios da triplicata + DP
Os tratamentos apresentando mesma letra e nimero néo dferem significativamente de acordo
com o teste Scott-Knott (p < 0,05)
LEGENDA:
IVG = indice de velocidade de germinacg&o
CM = cinamato de metila
L = linalol
CM-L = CM e L em combinacgédo (proporcéo 1:4)
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Alves et al. (2004), estudando a alelopatia de extratos volateis de diferentes
Oleos essenciais, na germinagdo de sementes e no comprimento da raiz de alface,
verificaram que o Oleo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum), contendo
como composto majoritario o acido cinamico, apresentou potencial inibitério de
germinacao e de comprimento de raiz quando nas concentracdes de 0,1 e 1% (m/v),
resultado semelhante ao obtido com o cinamato de metila neste trabalho. No mesmo
estudo, os pesquisadores observaram também que o 6leo essencial de alfavaca-cravo
(Ocimum gratissimum), contendo linalol como componente majoritario, teve efeito
inibitério significativo sobre a germinacéo da alface.

O linalol e a mistura CM-L apresentaram resultados para os indices de
germinacao e avaliacdo biométrica comparaveis ao controle, com excec¢ao de linalol
a 0,01% que apresentou efeito estimulante do crescimento de radicula e hipocoatilo.

Estudos prévios demonstraram a acéo inibitoria do linalol sobre a germinacéo
de outras espécies, além de interferirem no desenvolvimento, peso, conteudo de
clorofila e respiracao celular. (SINGH et al., 2002; VAID et al., 2005; ROSADO et al.,
2009). No entanto, alguns pesquisadores destacam a acdo estimulante de
substancias aleloquimicas quando em baixas concentracfes, comportamento este
observado no linalol. (AN; PRATLEY; HAIG, 2000; VOKOU et al., 2003; HOFFMANN
et al., 2007).

Este trabalho demonstrou que o cinamato de metila apresentou a maior
interferéncia na germinagdo e desenvolvimento das sementes de Lactuca sativa, e
que a mistura CM-L mostrou a mais baixa. Estes resultados sustentam a hip6tese de
An, Pratley e Haig (2001), que consideram que a fitotoxicidade de uma mistura é
diferente da apresentada pelos seus componentes separados devido a interacao entre
eles. Assim, a fitotoxicidade esperada pode ser diferente da observada.

A exposicdo de aleloquimicos no ambiente pode interferir ndo somente na
germinacdo e crescimento das plantas, mas também nas propriedades fisicas e
quimicas do solo, comprometendo tanto o desenvolvimento da vegetacdo proxima
como a fauna e a agua. Portanto, o estudo da atividade alelopatica pelo ensaio com
Lactuca sativa é considerado uma ferramenta para a avaliacdo da ecotoxicidade de
residuos domesticos e industriais e de compostos quimicos derivados do metabolismo
secundario das plantas. (PANDARD et al., 2006; SIMOES et al., 2013).



81

4.1.4 Atividade larvicida co cinamato de metila, do linalol e da mistura CM-L contra

larvas de Aedes aegypti

O cinamato de metila, o linalol e a mistura CM-L apresentaram atividade
larvicida sobre as larvas de terceiro estagio de A. aegypti. A Tabela 4 apresenta os
resultados obtidos no teste.

Recentes revisbes sobre 0Oleos essenciais com atividade larvicida (DIAS;
MORAES, 2014; PAVELA, 2015) apontam que 0leos essenciais contendo cinamato
de metila e/ou linalol como componentes majoritarios sdo considerados ativos ou
altamente ativos, com CLso inferior a 100 mg.mL? (CAVALCANTI et al.,, 2004;
FURTADO et al., 2005; JANTAN et al., 2005; TIWARY et al., 2007; NOUR et al., 2009;
BENELLI et al., 2013).

TABELA 4 - ATIVIDADE LARVICIDA DO CINAMATO DE METILA, LINALOL E DA MISTURA CM-L
SOBRE Aedes aegypti
Concentracdo Mortalidade ClLso (ug.mL?)  CLgo (ug.mL1)

Amostra

(ug.mL1) (%) + DP (95% IC) (95% IC) x2  (gl)
10 0,0
oM 25 8,8+8,5 35,4 49,2 0o @
50 912+75 (33,0-38,1) (45,1 - 55,1) ’ n.s.
100 100,0+ 0,0
100 12+25
150 8,8+4,8
200 50+4,1
275,2 442.,8
L 250 475+64 5405 _3169) (370.1-646,6) 20° ©)
300 62,5+10,4
350 67,5+ 15,5
400 88,8+ 11,1
50 0,0
100 10,0 £ 10,8
oML 150 60,0+ 7,1 138,0 186,2 13 @
200 95,0+ 4,1 (131,3-144,6) (175,9-200,4) ’ n.s.
250 100,0+0,0
300 100,0+0,0

FONTE: O Autor (2015)

NOTA: N&o foi observada mortalidade no grupo controle

LEGENDA:

CM = cinamato de metila

L = linalol

CM-L = CM e L em combinagdo (proporcéo 1:4)

DP = desvio-padréo

CLso = concentragéo capaz de matar 50% dos organismos expostos ao tratamento
CLeo = concentracdo capaz de matar 90% dos organismos expostos ao tratamento
IC = intervalo de confianca

x? = qui-quadrado

gl = graus de liberdade

n.s.= ndo significante (a = 0,05)

aValores correspondem a média da quadruplicata + DP
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Trabalhos prévios demonstraram também a atividade larvicida do linalol e do
cinamato de metila quando avaliados isoladamente, os quais apresentaram valores
de CLso entre 157 pg.mL* e 346 ug.mL* (TELES, 2009; PANDEY et al., 2013) e 16,8
ug.mL? (JANTAN et al., 2005) respectivamente.

De maneira geral, a bioatividade dos Oleos essenciais é atribuida ao seu
composto majoritario. No entanto, os 6leos essenciais sdo compostos por diferentes
substancias encontradas em maior ou menor concentracao, as quais podem interagir
entre si, resultando no aumento ou reducéo da atividade larvicida quando comparados
aos seus compostos isolados (PEREIRA, 2009; DIAS; MORAES, 2014). Exemplos
destas interagdes sdo mostrados por Tiwary et al. (2007) e Teles (2009), os quais
observaram que apesar do linalol ser o componente majoritario dos 6leos essenciais
de Zanthoxylum armatum e Aniba duckei, estes apresentaram valor de CLso inferior
ao linalol isolado. De forma semelhante, Pereira (2009) trabalhou com a mistura dos
Oleos essenciais de Pimenta dioica e Aniba duckei e com os padrdes de eugenol e
linalol, seus componentes majoritarios. Ao comparar os resultados, verificaram que a
mistura de 6leos apresentou CLso de 113,95 pg.mL1, enquanto o eugenol e o linalol
apresentaram valores de CLso 90,86 pug.mL* e 305,42 ug.mL, respectivamente.

Do mesmo modo, neste trabalho, o linalol apresentou valor de CLso superior
aos do cinamato de metila e da mistura, sendo o mais ativo, o cinamato de metila
(CLso 35,56 pg.mL1).

No entanto, apesar do cinamato de metila exibir melhor atividade larvicida, em
analises prévias apresentou atividade repelente inferior a da mistura (ANNIES et al.,

2012), apontando para seu uso em conjunto com o linalol.

4.1.4.1 AlteracBes morfoldgicas das larvas submetidas ao teste de atividade larvicida

Os fitolarvicidas podem impedir a passagem das larvas para a proxima fase
do ciclo de vida, assim a avaliagdo das alteracdes morfologicas em larvas expostas a
Oleos essenciais pode explicar o seu mecanismo de toxicidade para Aedes aegypti.
(ACIOLE, 2009; DALARMI et al., 2015). Neste trabalho, o grupo controle negativo
(larvas tratadas com agua e Tween® 80), apresentou uma aparéncia vermiforme e
uma cor verde-esbranquicada. O corpo estava nitidamente dividido em cabeca, térax
e abddémen. O abdémen estava dividido em oito segmentos, sendo que o sifao

respiratorio e o I6bulo anal foram observados no ultimo segmento (Figura 21A).
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As larvas expostas a cinamato de metila e ao linalol em concentragbes sub-
letais apresentaram-se curvas, mais escuras e com abdémen mais curto quando
comparado com o grupo de controle e as larvas CM-L (Figuras 21D e 21G). Estes
fenbmenos foram previamente relacionados com a sobreposicdo de cuticula dos
segmentos abdominais. (BARRETO et al., 2006; GRZYBOWSKY et al., 2013). Por
outro lado, as larvas submetidas a todas as substancias em concentragfes proximas
ao CLso mostraram abddmen alongado e escurecimento do intestino (Figura 21J). O
principal alongamento ocorreu na regidao da ceérvix (Figura 21J). Algumas larvas
também mostraram segmentos néo claramente divididos (Figura 21K).

O escurecimento do intestino pode ser resultante da melanizacao, do dano as
células epiteliais ou alteraces na membrana peritréfica, sendo que a auséncia da
camada epitelial (Figura 21D) indica que a atividade larvicida da mistura CM-L ocorre,
muito provavelmente, devido aos danos no intestino das larvas de Aedes aegypti.
(EDWARDS; JACOBX-LORENA, 2000; ABED et al, 2007; SHAO et al., 2012;
PROCOPIO et al., 2015).

Algumas larvas exibiram eliminacao total ou parcial do conteudo intestinal
envolto pela membrana peritrofica (Figura 211 e 21L). Este processo ocorre como um
mecanismo inicial de defesa das larvas submetidas a substancias toxicas, na tentativa
de elimina-las o mais rapido possivel (CHAITONG et al., 2006; PROCOPIO et al.,
2015).

As larvas tratadas com cinamato de metila, linalol e a mistura CM-L
apresentaram reducao da espessura do corpo gorduroso (Figura 21E, 21H e 21K).
Este processo pode ser associado a perda de nutrientes devido a eliminacdo do
conteudo intestinal ou ao bloqueio da digestdo ou absor¢édo de nutrientes promovido
pelos danos as céulas epiteliais do intestino, uma vez que a conversao de carboidratos
a lipidios € a principal rota de lipogénese. (ARRESE; SOULAGES, 2010).

As Figuras 21E e 21K mostram o sistema traqueal transliscido, o que é
indicativo de presenca de agua em seu interior. As larvas do grupo controle (Figura
21A e 21B) exibem o sistema traqueal opaco e escuro, indicativo de presenca de ar
apenas. (CORBET et al.,, 1995; SOUZA et al, 2012). De acordo com Corbet et al.
(2000) os oleos essenciais podem afetar as larvas promovendo a inundacéo fisica do
sistema traqueal, pela toxicidade quimica ou pela acdo combinada. Neste estudo, o
cinamato de metila e a mistura CM-L apresentam acdo combinada, causando

inundagéo do sistema traqueal e toxicidade as larvas.
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FIGURA 21 — ALTERACOES MORFOLOGICAS NAS LARVAS DE Aedes aegypti SUBMETIDAS AO
TRATAMENTO COM CM, L E CM-L
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Fonte: O Autor (2016)

NOTA: Grupo controle (A, B e C); larvas submetidas ao tratamento com CM apresentando sobreposicéo
de segmentos (D), inundacgéo do sistema traqueal e redugéo da corpo gorduroso (E) e alteracdo das
papilas anais (F); larvas submetidas ao tratamento com L demostrando abdémen curvo (G); reducéo
do corpo gorduroso (H) e extrusao parcial da membrana peritréfica (1); larvas submetidas ao tratamento
com a mistura CM-L apresentando escurecimento do intestino (J); inundacdo do sistema traqueal,
reducdo do corpo gorduroso e ruptura das células epiteliais do intestino (K) e extrusdo do contetdo
intestinal envolto pela membrana peritréfica (L)
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4.2 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DO PROCESSO DE OBTENGCAO DAS
MICROPARTICULAS FLUTUANTES

4.2.1 Determinacéo do valor de EHL da mistura CM-L

A primeira série de emulsdes foi preparada com concentracdes de tensoativos

expressos na Tabela 5.

TABELA 5 - CONCENTRACAO DE TENSOATIVOS E VALORES DE EHL
Mistura de Tensoativos

Emulséo EHL
Span® 60 (%) Tween® 80 (%)
1 70 30 7,79
2 60 40 8,82
3 50 50 9,85
4 40 60 10,88
5 30 70 11,91
6 20 80 12,94

FONTE: O Autor (2014)

Os resultados obtidos apontaram um valor de EHL para a Mistura CM-L
préximo a 7,79 pois a emulsdo formada neste valor apresentou melhores

caracteristicas visuais de estabilidade, conforme Figura 22.

FIGURA 22 - ESTABILIDADE DA PRIMEIRA SERIE DE EMULSOES APOS 24 HORAS

FONTE: O Autor (2014)

A partir dos resultados obtidos, uma nova série de emulsdes foi preparada,

conforme Tabela 6, com a reducao no intervalo de valores de EHL.
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TABELA 6 - EHL DA SEGUNDA SERIE DE EMULSOES

Mistura de Tensoativos

Emulséo EHL
Span® 60 (%) Tween® 80 (%)
80 20 6,76
75 25 7,27
70 30 7,79
10 65 35 8,3
11 60 40 8,82

FONTE: O Autor (2014)
Esta segunda série resultou em emulsdes visualmente mais estaveis em
valores de EHL entre 6,76 e 7,27 apds 24 horas e 30 e 60 dias da manipulagcéo das

mesmas (Figura 23).

FIGURA 23- ESTABILIDADE DA SEGUNDA SERIE DE EMULSOES APOS 60 DIAS

FONTE: O Autor (2014)

De acordo com a escala de Griffin para os valores de EHL, tensoativos
apresentando valores entre 3 e 6 favorecem a formacdo de emulsdes agua em 6leo,
enquanto os com valores entre 8 e 16 favorecem a obtencdo de emulsdes 6leo em
agua. (LAWRENCE; REES, 2000; HOLMBERG et al., 2002). Assim, levando em
consideracdo a necessidade de produzir uma emulsdo 6leo em 4gua estavel, e os
valores de EHL limitrofes obtidos para a mistura CM-L, testes com valores de EHL
inferiores a 6,76 n&o foram realizados.

A determinacédo do EHL de uma substancia é uma etapa fundamental para o

desenvolvimento de sistemas emulsificados, uma vez que sua estabilidade pode ser
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melhor alcangada utilizando-se tensoativos com EHL igual ou muito proximo ao da
fase oleosa da emulséo. (ORAFIDIYA; OLADIMEJI, 2002).

As emulsfes sdo uma importante forma de veiculacdo de ativos nas areas
farmacéuticas, cosmética e alimenticia. Elas podem por si s ser o produto final, como
uma emulséo hidratante ou uma nutricdo parenteral, como também a fase inicial dos
processos de encapsulacdo de ativos. (VELLOSO, 2009; BOUYER et al.,, 2012;
FUJIWARA et al., 2013).

Quando da formulacdo de uma emulséo, a separacdo das fases aquosa e
oleosa é o primeiro sinal de instabilidade que se pode observar (CHAN, 2011), sendo
a verificacdo deste processo fundamental, pois interfere em todas as demais
caracteristicas do produto final. (SANCTIS, 1999).

O uso de surfactantes no processo de microencapsulacdo pode favorecer a
estabilidade da emulsdo formada, a dispersdo apropriada do célcio na técnica de
gelificacdo interna, a formacdo de microparticulas com maior conteado de
encapsulado e a reducédo da taxa de liberacdo do encapsulado. (WAN; HENG; CHAN,
1994; PETCHSOMRIT; SERMKAEW; WIWATTANAPATAPEE, 2013; LUPO et al.,
2014).

Assim, os resultados obtidos neste trabalho indicaram que emulsdes
fisicamente estaveis contendo a mistura CM-L podem ser formuladas com uma
combinacédo de tensoativos composta de 80% (m/m) de Spam® 60 e 20% (m/m) de
Tween® 80, a qual apresenta valor de EHL igual a 6,76. Essas emulsfes estaveis

foram, posteriormente, utilizadas para a obtencdo de microparticulas flutuantes.

4.2.2 Avaliacdo dos parametros das formulacdes para obtencédo das microparticulas

flutuantes

4.2.2.1 Determinagdo da concentragcdo de mistura CM-L para formulagdo das

microparticulas

A concentragéo da mistura CM-L utilizada neste trabalho foi de 10% (m/m) em
relacdo a quantidade total de emulséo inicial produzida.

Estudos prévios de microencapsulacdo de 6leos essenciais pela técnica de
gelificagéo idnica utilizando o alginato de s6édio como matriz polimérica, demonstraram

que a eficiéncia de encapsulacéo e o perfil de liberacao estéo relacionadas ao tipo de
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material encapsulante, a quantidade deste material e a quantidade de Oleo a ser
encapsulado. (CHANG; DOBASHI, 2003; PASQUALIM et al.; 2010; CHAN, 2011,
BENAVIDES et al., 2016).

Pasqualim et al. (2010) demonstraram a possibilidade de encapsulacao de até
20% de Oleo de semente de uva quando utilizada uma solug&o de alginato de sédio a
1%, enquanto Chan (2011) obteve melhores resultados com uma concentragéo de
alginato a 2,5% e de 6leo a 30%.

No entanto, Peniche et al. (2004) observaram que microparticulas contendo
Oleo de figado de tubarédo, produzidas com alginato de sédio a 6% (m/m) e formuladas
com 6leo em quantidade igual ou superior a 15% (m/m), apresentavam exsudacéo de
seu conteudo apés 48 horas de sua preparacdo, enquanto as com 10% (m/m)
mantinham-se integras.

Considerando o0 exposto, optou-se por trabalhar com a encapsulacédo da
mistura CM-L na concentracao de 10% (m/m) para obtencao de microparticulas com

adequada eficiéncia de encapsulacéo e estabilidade fisica.

4.2.2.2 Influéncia da quantidade do agente formador de gas (CaCOs3) na estrutura e
flotabilidade das microparticulas

As concentracdes de agente formador de gas carbénico (CaCO3s), polimeros
e tensoativos foram avaliados nas diferentes formulacées com o objetivo de obter
microparticulas com boa flotabilidade, eficiéncia de encapsulacéo e perfil de liberacéo.

Microparticulas preparadas com a presenca de agentes formadores de gas
tendem a ser maiores e mais porosas, sendo que o aumento da porosidade pode
acarretar em alteracdes na flotabilidade, estabilidade e perfil de liberacdo do material
encapsulado. (CHOI et al., 2002; GADAD et al., 2009; KRISHNAN et al., 2010; PAULA
et al., 2012).

No processo de gelificacdo ibnica interna, a quantidade de calcio liberado na
matriz polimérica pela acidificagdo do meio ndo deve ser excessiva, pois a alta
porosidade pode fragilizar a estrutura das microparticulas, porém, deve ser o
suficiente para reduzir a densidade das mesmas. (CHAN; LEE; HENG, 2002; GADAD
et al., 2009).
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As microparticulas F1 e F2 (item 3.5.2) ndo apresentaram diferenca
significativa em relacdo ao seu tamanho, porém, as com maior concentragéo de calcio

(F2) mostraram flotabilidade superior a 48 horas (Tabela 7).

TABELA 7 - EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRAGOES DE CaCOs SOBRE
A FLOTABILIDADE DAS MICROPARTICULAS

Tempo Flotabilidade (%)

(horas) =1 F2
0 100,0 100,0
24 61,7 + 12,6 81,7+7,6
48 1,7+2,9 51,7+ 10,4

FONTE: O Autor (2015)

Os resultados obtidos corroboram com os trabalhos de Choi et al. (2002) e
Paula et al. (2012), os quais avaliaram os efeitos do CaCOs em diferentes
concentracfes, nas caracteristicas fisico-quimicas de microparticulas de alginato de
calcio. Os pesquisadores observaram também que, apesar do aumento de
porosidade, a maior concentragdo de CaCOs resultou em uma liberagdo mais
sustentada da substancia encapsulada.

Esse comportamento foi atribuido a maior disponibilidade de ions Ca*? no
interior da matriz polimérica para interacdo com residuos carboxilicos do alginato
durante o processo de gelificacdo interna, resultando em uma rede polimérica mais
compacta, a qual dificultaria a liberagéo do encapsulado.

Portanto, as microparticulas com maior concentracdo de CaCOs foram

preteridas para continuacao dos trabalhos.

4.2.2.3 Influéncia do recobrimento com quitosana sobre a flotabilidade das

microparticulas

As microparticulas de alginato de calcio sdo muito utilizadas para
encapsulacdo de diversas substancias, como 6leos, farmacos, células e proteinas e
materiais bioativos. (LOPEZ; FERNANDEZ, 2001; PONCELET 2009). No entanto, a
liberacdo do material encapsulado € normalmente rapida devido a alta porosidade da
membrana. (RIBEIRO et al., 1999). Assim, estratégias como o revestimento das

microparticulas, ou a utilizacdo de uma mistura de polimeros ou de material de
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preenchimento pode ser necessario para alcancar o perfil de liberacdo desejado. (TU
et al., 2005; DOHNAL; STEPANEK, 2010; MENNINI et al., 2012).

Nesse sentido, as microparticulas F2 foram revestidas com quitosana em
diferentes proporcdes (F3, F4 e F5) e avaliadas quanto a flotabilidade. As
microparticulas apresentaram menor flotabilidade com o aumento na proporcéo de
quitosana em relacdo ao alginato (Tabela 8), caracteristica que pode estar relacionada
com a espessura do revestimento sobre a membrana de alginato.

TABELA 8- EFEITO DE DIFERENTES PROPORGCOES DE QUITOSANA: ALGINATO (m/m)
SOBRE A FLOTABILIDADE DAS MICROPARTICULAS

Tempo Flotabilidade (%)
(horas) F3(0,5:1 m/m) F4 (1:1 m/m) F5 (2:1 m/m)
0 100,0 100,0 100,0

24 100,0 85,0 + 5,0 80,0 + 5,0
48 90,0 + 5,0 73,3+7,6 56,7 + 16,1
72 66,7 + 7,6 55,0 + 5,0 33,3+ 15,3
96 38,3+5,8 23,3+7,6 6,7+5,8
120 83+29 0 0

FONTE: O Autor (2015)

Sahasathian, Praphairaksit e Muangsin (2010) verificaram que
microparticulas preparadas com alginato de sodio a 1% (m/m) revestidas com
quitosana a 0,25% (m/m) e 1% (m/m) apresentavam flotabilidade inferior as revestidas
com quitosana a 0,5% (m/m). De acordo com os pesquisadores, a baixa flotabilidade
das microparticulas poderia ser resultado da incapacidade do revestimento de impedir
a saida das bolhas de ar da matriz devido a baixa concentracdo de quitosana, ou do
aumento de peso das microparticulas devido a formacdo de um revestimento mais
espesso sobre elas.

Portanto, apesar de pesquisas prévias demonstrarem que o revestimento de
quitosana em maior concentracdo favorece a liberagdo mais sustentada do
encapsulado (SAHASATHIAN; PRAPHAIRAKSIT; MUANGSIN, 2010), optou-se por
trabalhar com o revestimento de quitosana em menor concentracdo devido ao

comportamento de flotabilidade.
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4.2.2.4 Influéncia da incorporagdo de goma arabica na flotabilidade das

microparticulas

A incorporacao de material de preenchimento ou a utilizacdo de uma mistura
de polimeros nos processos de microencapsulacao tende a melhorar a estabilidade
fisica e o perfil de liberagdo das microparticulas. (ESPINOSA-ANDREWS et al., 2010;
CALIJA et al., 2011; FUJIWARA, 2012). A utilizacdo da mistura alginato de sodio-
goma ardbica para producdo de microparticulas tem sido explorada devido as
propriedades de biodegradacéo, biocompatibilidade e mucoadeséo desses polimeros.
(NAYAK; DAS; MAJI, 2012; CHUN; KIM; CHO, 2014; CHOPRA et al., 2015).

A goma arabica apresenta natureza ligeiramente anidnica devido a presenca
de residuos dos acidos polissacaridicos presentes em sua estrutura. Assim, ions Ca*?
disponiveis na solucdo gelificante podem interagir com 0s grupos carboxila
carregados negativamente tanto do alginato de sédio quanto da goma arabica,
formando uma rede tridimensional com intensas ligacdes. (NAYAK; DAS; MAJI, 2012;
CORNELSEN et al., 2015).

Neste trabalho foram testadas formulagbes com diferentes proporcoes de
alginato/goma arabica, 1:1 (m/m) e 1:2 (m/m). A formulacdo F7 da Tabela 1 (item
3.5.2), com maior propor¢cdo de goma, apresentou-se como uma emulsdo de alta
viscosidade, a qual ndo propiciou boa formacao de microparticulas e sendo também
observadas goticulas de 6leo ndo encapsuladas na solucdo gelificante, sendo esta
desconsiderada para a produ¢do de microparticulas flutuantes.

De acordo com Chopra et al. (2015), um aumento na concentracdo de goma
arabica na mistura de polimeros aumenta o tamanho da particula e a eficiéncia de
encapsulacdo devido a interacdo polimérica ou ao aumento da viscosidade do meio.
No entanto, uma elevada viscosidade da solucéo polimérica pode impedir a adequada
interacdo com os ions Ca*? da solucéo gelificante, resultando numa baixa eficiéncia
de encapsulagéo.

Ao comparar a flotabilidade das microparticulas F6 (proporcéo alginato/goma
ardbica 1:1) com as F3 (sem goma arabica), observou-se que as primeiras
apresentavam melhor flotabilidade em até 120 horas (Tabela 9), optando-se por dar

continuidade ao trabalho com as mesmas.



TABELA 9 - EFEITO DA INCORPORAGAO DE GOMA ARABICA SOBRE A
FLOTABILIDADE DAS MICROPARTICULAS

Tempo Flotabilidade (%)
(horas) F3 F6
0 100,0 100,0
24 100,0 100,0
120 8977 84,4 +16,8

FONTE: O Autor (2015)

4.2.2.5 Incorporacéo de diéxido de silicio coloidal (Aerosil® 200) na formulacéo

As microparticulas F8 apresentaram melhor flotabilidade que
microparticulas F6 (Tabela 10).

TABELA 10 - EFEITO DA INCORPORACAO DE AEROSIL® 200 SOBRE A
FLOTABILIDADE DAS MICROPARTICULAS

Tempo Flotabilidade (%)
(horas) F6 8
0 100,0 100,0
24 100,0 100,0
120 84,4 + 16,8 93,3+6,7

FONTE: O Autor (2016)
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O diéxido de silicio coloidal (Aerosil® 200) é uma substancia comumente

utilizada nas industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia como adsorvente,

estabilizante de emulsdes, anti-aglutinante, agente suspensor e de viscosidade.

(ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

Quimicamente é formado por dois tipos de grupos de moléculas funcionais: o

silanol e o siloxano (Figura 21), os quais conferem ao Aerosil® uma natureza hidrofilica

(silanol) e hidrofébica (siloxano). A quantidade de grupos silanol predomina no

Aerosil®, fazendo prevalecer seu comportamento hidrofilico. (ROWE; SHESKEY;

QUINN, 2009; TRIBOLI, 2014).
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FIGURA 24 — REPRESENTACAO DOS GRUPOS SILANOL LIVRE (a), GEMINAL (b), VICINAIS
UNIDOS POR PONTE DE HIDROGENIO E GRUPO SILOXANO
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FONTE: Adaptado de TRIBOLI (2014)

O Aerosil® 200 é utilizado também como adjuvante no processo de micro/
nanoencapsulacao para evitar a adesdo das particulas nas paredes do spray-dryer
(DOMINGUES et al., 2008), como agente gelificante no preparo de sistemas auto-
emulsionaveis para liberagcdo modificada de farmacos (PATIL; JOSHI; PARADKAR,
2004) e como matriz encapsulante em conjunto com outros polimeros, como a
quitosana e o alginato de sédio, para aumento do tempo de liberacédo do encapsulado.
(ALBERTINI et al., 2004; COSTA NETO, 2014).

Outro importante uso do Aerosil® 200 é como agente gelificante na formacéo
de organogéis e xerogéis para carreamento e liberacdo controlada de substancias
hidrofébicas. (ANAND et al., 2001; KIRILOV et al., 2008; SAGIRI et al., 2015). Xerogel
€ um sistema formado com a remocao do liquido de um gel, resultando em uma
estrutura porosa capaz de reter uma substancia ativa em sua rede. (ALLEN JUNIOR;
POPOVICH; ANSEL, 2007; FONSECA et al., 2008). Os xerogéis podem ainda ser
encapsulados em sistemas poliméricos, como as micro e nanoparticulas com a
finalidade de aumentar a protecdo do farmaco e seu tempo de liberagdo. (FONSECA
et al., 2008).

Organogéis, ou também oleogel ou lipogel, sdo géis compostos por uma fase
liquida hidrofobica, como a parafina, miristato de isopropila ou Oleos vegetais,
aprisionada em uma rede de gel tridimensional formada por agentes gelificantes.
(GOUPALE; RAJKAPOOR, 2011). Sdo normalmente preparados pela dissolugao
direta do gelificante no 6leo a alta temperatura, seguida de resfriamento da solugéo.
No entanto, o processo pode ser realizado a frio, dependendo das caracteristicas do
agente gelificante. (ANAND et al., 2001; KIRILOV et al., 2008; SIQUEIRA-MOURA et
al., 2013).
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Os organogéis sdo principalmente utilizados nos sistemas de liberacao
modificada de farmacos como matrizes para o transporte trandérmico ou em sistemas
micro/nanoparticulados. (ANAND et al., 2001; SAGIRI et al., 2015). A utilizacdo de
organogéis microencapsulado permite melhorar a eficiéncia de encapsulacédo e o
controle de liberacdo de 6leos de microparticulas de alginato de célcio. (SAGIRI et al.,
2015).

Assim, as microparticulas F8 foram selecionadas para dar continuidade do

trabalho.

43 OBTENCAO DE MICROPARTICULAS POLIMERICAS FLUTUANTES
CONTENDO A MISTURA CM-L

A obtencado de microparticulas pelo processo de gelificacdo externa consiste
na emulsificacdo de uma solucdo aquosa de alginato contendo o encapsulado
disperso ou solubilizado numa fase continua ndo aquosa (oleosa). Posteriormente,
essa emulsdo é gotejada em solucdo gelificante de CaCl: para a formacédo das
microparticulas. Na técnica de gelificacdo i6nica interna, sais pouco solluveis de célcio
em agua, como o carbonato e o citrato de célcio, sdo dispersos na solucédo aquosa
juntamente com o material a ser encapsulado. Com a acidificacdo da emulsao, os sais
de célcio séo solubilizados, liberando ions Ca*? e CO2 no interior do sistema. Os ions
Ca*? interagem com os residuos gulurénicos do alginato para a formacdo das
microparticulas e aprisionamento do encapsulado, enquanto o CO:2 liberado na rede
polimérica pode produzir bolhas de gas ou poros nas microparticulas formadas,
auxiliando em sua flotabilidade. (AHMED et al., 2013; GUAN et al., 2011; FUJIWARA
et al., 2013).

Neste trabalho as microparticulas flutuantes foram produzidas pelos métodos
de gelificacdo ibnica externa e interna combinadas. A emulsdo contendo CaCOs na
fase aguosa foi gotejada sobre uma solugéo acida de CaClz, resultando na imediata
formacdo de microparticulas. Os protons presentes na solucéo gelificante penetram
pela rede polimérica, fazendo a solubilizagdo do CaCOs no interior da microparticula,

resutando no aumento da interacéo entre o alginato e os ions Ca*? disponiveis.
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4.4 FLOTABILIDADE

As microparticulas flutuantes F8 (item 3.5.2) apresentaram flotabilidade média
de 88,9 + 3,8% em 7 dias e 42,2 + 3,8% em 15 dias.

Microparticulas flutuantes séo frequentemente utilizadas na area farmacéutica
como uma forma dos sistemas de liberacdo controlada, para melhorar a absorgéo de
farmacos. (CHOI et al., 2002; YAO et al., 2012; BISWAS; SAHOO, 2016). Estas
particulas apresentam densidade inferior ao do fluido gastrico, caracteristica que faz
com que permanecam flutuando no estbmago enquanto liberam o farmaco no meio e
em indice apropriado. (CHOI et al., 2002; PAULA et al., 2012; ABOU EL ELA;
HASSAN; EL-MARAGHY, 2014).

A utilizacdo deste sistema para liberacdo de larvicidas mostra-se promissora
por propiciar a permanéncia do ativo por mais tempo na superficie da agua, local no
qual as larvas de Aedes aegypti se mantém para respirar e alimentar. (PAULA et al.,
2012).

Neste sentido, Paula e colaboradores (2012) testaram microparticulas
flutuantes de alginato e goma de cajueiro contendo 6leo essencial de Lipia sidoides
contra larvas de A. aegypti. Os pesquisadores concluiram que as microparticulas
secas por congelamento, formadas com baixa quantidade de goma e alta contetdo
de calcio apresentaram 100% de flotabilidade em até 4 dias, e ao comparar a atividade
larvicida das microparticulas flutuantes com as ndo flutuantes, as primeiras
apresentaram resultado superior as ultimas, sendo capazes de matar cerca de trés
vezes mais larvas de Aedes aegypti, 0 que evidencia a importancia da flotabilidade

das microparticulas.
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4.5 DETERMINACAO DA QUANTIDADE DE MISTURA CM-L
MICROENCAPSULADA POR CLAE/DAD-UV

4.5.1 Validacdo do meétodo analitico para a quantificacdo da Mistura CM-L

microencapsulada por CLAE/DAD-UV

a) Especificidade

As Figuras 25 a 28 mostram os cromatogramas obtidos para uma solugéo-
padrao de cinamato de metila, solucdo-padréao de linalol, solu¢cdo-padrao da mistura
CM-L, para uma solucédo de microparticulas sem adicdo da Mistura CM-L (branco) e
para uma solucdo de microparticulas contendo a mistura CM-L em CLAE/DAD-UV
conforme condic¢des estabelecidas no item 3.8.

Nos cromatogramas obtidos para a solucdo-padrdo de cinamato de metila
(Figura 25) observou-se um pico caracteristico no comprimento de onda de 210 nm,
com tempo de retencdo entre 6,90 e 7,00 minutos.

O cromatograma obtido para a solugéo-padrao de linalol (Figura 26) em 210
nm demonstrou um pico caracteristico, com tempo de retencdo entre 7,59 e 7,69
minutos.

A Figura 27 apresenta o cromatograma obtido para a solucdo-padrdo da
mistura CM-L no comprimento de onda de 210 nm. E possivel observar a presenca
de dois picos, que sédo referentes ao cinamato de metila (tempo de retencao entre 6,90
e 7,00 minutos) e ao linalol (tempo de retencao entre 7,59 e 7,69).

Os cromatogramas das solucfes de microparticulas contendo ou nédo a
mistura CM-L (Figura 28) mostraram que 0s componentes da formulacdo néo

apresentam interferéncia no método, comprovando a sua especificidade.
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FIGURA 25 - CROMATOGRAMA DA SOLUCAO-PADRAO DE CINAMATO DE METILA (50 pg.mL1)
EM A =210 nm
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FONTE: O Autor (2016)

FIGURA 26 - CROMATOGRAMAS DA SOLUCAO-PADRAO DE LINALOL (50 pg.mL1) EM A = 210 nm
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FONTE: O Autor (2016)



FIGURA 27 - CROMATOGRAMAS DA SOLUGAO-PADRAO DA MISTURA CM-L EM A = 210 nm
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FONTE: O Autor (2016)

FIGURA 28 - CROMATOGRAMAS DA SOLUCAO DE MICROPARTICULAS SEM A ADICAO DE
MISTURA CM-L (a) E CONTENDO A MISTURA CM-L (b) EM A = 210 nm
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FONTE: O Autor (2016)
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b) Linearidade, Limite de Detecc¢éo (LD) e Limite de Quantificacao (LQ)

99

Nas Tabelas 11 e 12 sdo apresentados os valores das areas obtidas pelas

diferentes concentracfes de cinamato de metila e linalol.

TABELA 11 - VALORES DAS AREAS REFERENTES AO PICO DE CINAMATO DE METILA PARA
CONSTRUCAO DE CURVA ANALITICA DO METODO CROMATOGRAFICO

Concentragéao
(hg.mL™)

Area
(mAU)

Area média + DP

DPR
(%)

5

6357495
6179119
6272356

6269656,7 + 89218,63

1,42

10

12580481
12667649
11905991

12384707 + 416864,9

3,36

20

24909910
24664820
25344160

24972963+ 344031,3

1,38

30

37329912
36073452
36129192

36510852 + 709874,1

1,94

40

48530368
47414284
47736928

47893860 + 574353,2

1,20

50

60

63903152
60331376
59913048
71375088
73686656
71210008

61382525 + 2192925

72090584 + 1384701

3,57

1,92

FONTE: O Autor (2016)
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TABELA 12 -VALORES DAS AREAS REFERENTES AO PICO DE LINALOL PARA CONSTRUCAO
DE CURVA ANALITICA DO METODO CROMATOGRAFICO

Concentracéao Area < o DPR

(ug.mLY) (MAU) Area média = DP (%)
10461719

15 9934427 10079187 + 334531,2 3,32

9841414

14909552

25 14609776 14849408 + 215936,4 1,45
15028897
30393558

50 28313078 29731912 + 1229675 4,13
30489102
57503292

100 54017168 56445239 + 2108548 3,73
57815256
82427656

150 78647384 815540024 + 2583110 3,17
83587032
106026720

200 101694472 104778632 + 2687092 2,56
106614704
120113288

230 122044400 121682381 + 1423050 1,17
122889456

FONTE: O Autor (2016)

Os valores das areas médias obtidas para cada substancia foram plotados em
gréficos, sendo calculados as equacdes das retas e os coeficientes de regressao (R?),
sendo este com valor maior a 0,99 (Figura 29).

As concentracdes mais baixas calculadas, nas quais o0 CM pode ser detectado
(LD) e quantificado (LQ) foram 0,806 e 2,444 ug.mL:, respectivamente. O LD e 0 LQ
para linalol foram 5,241 e 15,883 ug.mL™. Estes resultados representam que o método
cromatografico possui sensibilidade e precisédo aceitaveis para detectar e quantificar

CM e L nas concentracdes testadas.
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FIGURA 29 -CURVA ANALITICA PARA O CINAMATO DE METILA E O LINALOL EM A =210 nm
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FONTE: O Autor (2016)

c) Preciséao

A precisdo do método foi determinada pela repetibilidade e precisdo entre-
analistas, sendo os resultados expressos em termos de Desvio Padrdo Relativo
(DPR). As analises de repetibilidade foram realizadas em um mesmo dia, sob as
mesmas condi¢gdes experimentais, laboratério e analista. Os resultados estéo

apresentados na Tabela 13.
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TABELA 13 — RESULTADOS OBTIDOS PARA A VALIDACAO DO METODO DE QUANTIFICAGAO
POR CLAE/DAD-UV
CINAMATO DE METILA

. A . . ~ Resultados
Ensaio Pardmetro Analisado Especificacdo Obtidos
5 pg/mL 1,40
Repetibilidade DPR* < 5% 20 pg/mL 4,03
60 pg/mL 1,93
Precisao Entre-analistas DPR* < 5% Anal!sta A 3,68
Analista B
. . Dia 1 4,03
Interdias DPR* < 5% Dia 2 1.40
. . Recuperacéo 15 ng/mL 108,22
Exatid&o Adicéo de padréo 95 a 105% 25 pg/mL 104,45
50 pg/mL 104,16
Robustez Proporcéo da fase mével DPR* < 5% 0,61
Fluxo DPR* < 5% 2,55
LINALOL
. A . - ~ Resultados
Ensaio Parametro Analisado Especificacbes Obtidos
15 pg/mL 4,82
Repetibilidade DPR* < 5% 50 pg/mL 2,48
230 pg/mL 1,20
Precisao Entre-analistas DPR* < 5% Anal!sta A 3,75
Analista B
. . Dia 1 4,03
Interdias DPR* < 5% Dia 2 1.40
Recuperacao 60 pg/mL 99,64
Exatidao Adicao de padrao 95 a 105% 100 pg/mL 99,30
200 pg/mL 99,15
Robustez Proporcao da fase mével DPR* < 5% 0,35
Fluxo DPR* < 5% 3,38

FONTE: O Autor (2016)
NOTA: *DPR = desvio padrao relativo dos ensaios em triplicata

Os valores obtidos nas analises de precisao interdias e entre-analistas estdo
dispostos na Tabela 13, e foram obtidos com as mesmas condi¢cdes experimentais e
de laboratério, em dias consecutivos (interdias) com mesmo analista e com analistas
diferentes (entre-analistas).

Os resultados apresentaram valores de DPR foram inferiores a 5%,
demonstrando a repetibilidade e a precisdo intermediaria do método analitico
empregado (ANVISA, 2003).

d) Exatidao

A exatidao foi avaliada usando um método de recuperacéo, o qual demonstrou

valores de porcentagem de recuperacédo variando entre 99 % e 106 % (Tabela 13)
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para os trés niveis de concentracdo avaliados, 0 que caracteriza o método como
exato, segundo preceitos do ICH (2005) e da ANVISA (2003).

e) Robustez

A avaliacdo da robustez do método teve por base os valores de DPR (%)
obtidos a partir da alteracdo dos parametros de analise, fluxo isocratico (0,75 e 0,8
mL.min-) e proporc¢ao de acetonitrila na fase mével (65% v/v e 70% v/v). Com relacao
a estes parametros, os valores de DPR foram inferiores a 5%, 0 que caracteriza o

método como robusto conforme resumido na Tabela 13.

4.5.2 Quantidade de cinamato de metila e linalol incorporado nas microparticulas e

eficiéncia de encapsulagao

A guantidade de farmaco incorporado nas microparticulas (pug.mg?) e a
eficiéncia de encapsulacédo (EE%) das microparticulas flutuantes liofilizadas F8 (item
3.5.2) foram realizadas pelo método de CLAE/DAD-UV previamente validado e estdo
resumidas na Tabela 14.

TABELA 14 — QUANTIDADE DE CM E L INCORPORADO NAS MICROPARTICULAS FLUTUANTES
E EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

Quantidade incorporada + DP Quantidade inicial

_ _ EE (%

(Mg-mg™) (Mg-mg™) (%)

CM 551+ 2.1 64.6 85,2
L 1929+ 6.6 208.,0 64,7

FONTE: O Autor (2016)

Neste trabalho, verificou-se que a eficiéncia de encapsulacéo para o cinamato
de metila e o linalol foi de 85,2% e 66,7%, respectivamente. A eficiéncia de
encapsulacdo de microparticulas obtidas pelo método de gelificacdo i6nica pode
aproximar-se de 100% (PIORNOS et al., 2017), porém normalmente encontra-se na
faixa de 65 a 75% (PENICHE et al., 2004; CHAN 2011), valores condizentes com 0s
encontrados neste trabalho.

Outros métodos usualmente utilizados para a obtencdo de microparticulas
contendo 6leos incluem a emulsificagdo com evaporacdo de solvente e o por spray-
drying. (CHAN, 2011; NOPPAKUNDILOGRAT et al.,, 2015). No entanto, devido a
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temperatura utilizada nesses processos, as microparticulas produzidas costumam
apresentar uma eficiéncia de encapsulacdo menor que as obtidas pelo método de
gelificacéo ibnica. (CHAN 2011; NOPPAKUNDILOGRAT et al., 2015; PIORNOS et al.,
2017).

Trabalhos prévios apontam que fatores como a concentracao da solucdo de
alginato de sdédio, o efeito do recobrimento de quitosana, a quantidade e as
caracteristicas fisico-quimicas do 0Oleo encapsulado podem afetar a eficiéncia de
encapsulacdo. (PENICHE et al., 2004; CHAN, 2011; SOLIMAN et al., 2013;
BENAVIDES et al., 2016; PIORNOS et al., 2017).

As microparticulas de alginato de célcio apresentam estrutura porosa, o que
permite a rapida saida do 6leo encapsulado. (RIBEIRO et al., 1999). A aplicacdo de
um revestimento sobre as microparticulas, ou a utilizacdo de uma mistura de
polimeros pode reduzir a porosidade das microparticulas, evitando a saida do dleo.
(SIMSEK-EGE; BOND; STRINGER, 2002; CALIJA et al., 2011; MENNINI et al., 2012).

Foi observado também que a concentracdo de alginato de sodio esta
diretamente relacionada com a eficiéncia de encapsulacdo. No entanto, a alta
viscosidade da solugdo polimérica influencia negativamente a encapsulacéo.
(PENICHE et al., 2004; CHAN, 2011; JEROBIN et al., 2012; PIORNOS et al., 2017).

De acordo com Peniche et al. (2004) e Benavides et al. (2016), a eficiéncia de
encapsulacdo pode ser reduzida quando ocorre um aumento na quantidade de 6leo a
ser encapsulado. Microparticulas com alta concentracdo de 6leo encapsulado
apresentam maior quantidade de 6leo superficial, que pode ser perdido por exsudacdo
e/ou volatilizacdo durante o processo de secagem, reduzindo assim a eficiéncia de
encapsulacao.

Neste trabalho, a eficiéncia de encapsulacédo do linalol foi menor que a do
cinamato de metila, provavelmente devido a maior solubilidade em agua do linalol.
Jaiswal et al. (2009) e Jyothi et al. (2010) explicam que a solubilidade de uma
substancia encapsulada, em conjunto com o processo de obtencdo de
microparticulas, interferem diretamente na eficiéncia de encapsulag¢édo. Sendo assim,
um farmaco hidrofilico tende a migrar facilmente para o meio aquoso ao seu redor,
resultando na sua baixa incorporacgéao e eficiéncia de encapsulacéo da microparticula.

Portanto, as microparticulas flutuantes obtidas neste trabalho apresentaram

valores de eficiéncia de encapsulagdo compativeis com o método escolhido, a
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concentracéo e a viscosidade da solucdo polimérica, a quantidade de mistura CM-L

na formulagéo e o recobrimento com quitosana.

4.6  CARACTERIZACAO  FiSICO-QUIMICA DAS  MICROPARTICULAS
FLUTUANTES

4.6.1 Analises Morfologica e de Superficie das Microparticulas Flutuantes

As microparticulas flutuantes F8 liofilizadas apresentaram formato

arredondado e de tamanho aproximado de 1,728 + 0,232 mm (Figura 30).

FIGURA 30 - MICROPARTICULAS FLUTUANTES

FONTE: O Autor (2015)

Ao MEV, as microparticulas flutuantes F8 liofilizadas apresentaram formato
esférico, com superficie rugosa (Figura 31). A presenca de poros isolados na

superficie foi observada, mesmo com o revestimento de quitosana.
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FIGURA 31 - MICROPARTICULAS FLUTUANTES COM REVESTIMENTO DE QUITOSANA, EM MEV
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FONTE: O Autor (2016)
NOTA: (a) aumento de 87x; (b) aumento de 1000x

Microparticulas flutuantes produzidas com a introducdo de agentes
formadores de g&s na matriz polimérica sdo altamente porosas, sendo esta
caracteristica diretamente relacionada a fragilidade da estrutura, a flotabilidade e ao
perfil de liberacdo das microparticulas. (CHOI et al., 2002; TU et al., 2005; CHAN et
al., 2011; BISWAS; SAHOO, 2016).

A presenca de poros na superficie das microparticulas facilita tanto a
flotabilidade das microparticulas quanto a saida do material encapsulado. Assim, uma
alta porosidade pode resultar em uma baixa eficiéncia de encapsulacdo e rapida
liberacdo da substancia ativa. (KRISHNAN et al., 2010; BISWAS; SAHOO, 2016). O
recobrimento das microparticulas de alginato com quitosana permite a reducdo da
porosidade das micropaticulas, resultando na liberagcdo mais sustentada do 6leo e
retencdo de CO2 na matriz polimérica, diminuindo a densidade das microparticulas e
mantendo sua flotabilidade. (SAHASATHIAN; PRAPHAIRAKSIT; MUANGSIN, 2010).

Portanto, a presenca de poros isolados nas microparticulas flutuantes
corrobora com trabalhos prévios, sendo estes importantes para a manutencdo da

flotabilidade e liberacdo sustentada da mistura CM-L.

4.6.2 Avaliagao por Espectroscopia na Regido do Infravermelho

Nas Figuras 32 e 33 sdo apresentados 0s espectros obtidos para os polimeros

isolados, os padrdes de linalol e cinamato de metila e as microparticulas flutuantes. A
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andlise por espectroscopia IVTF foi realizada com o objetivo de avaliar possiveis
interacdes entre os polimeros apés a formacgéo das microparticulas.

O espectro IVTF do padréo linalol apresentou forte banda de absorcdo em
3400 cm? atribuida ao estiramento OH. As bandas em 2970 e 2925 cm™ séo
atribuidas aos estiramento C-H de alifaticos, enquanto o em 3085 cm corresponde a
ligagcdo C-H vinilico. A banda fraca em 1625 cm™ é atribuida ao estiramento C=C e em
1450 e 1375 cm™* aos estiramentos de CHs. Em 1411 cm é possivel visualizar uma
banda fraca correspondente a deformacéao das ligacdes C-O-H, e em 920 e 1114 cm-
! 0s pontos ao estiramento C-O do grupo alcodlico. (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001;
CHAAR, 2000; TELES, 2009).

O especto IVTF do padrdo cinamato de metila mostrou a presenca de um
grupo éster, com deformacgdo axial em 1711 cm™ referente ao grupo carbonila
conjugado com alcenos e aromaticos, e duas bandas, uma em 1250 cm™ e outra 1172
cm?® correspondente a presenca do grupo C-O de ésteres insaturados e aromaticos.
A presenca do anel aromatico foi caracaterizada pelas bandas em 1577 e 1450 cm™,
correspondente as duplas ligacdes, e bandas fracas em 3068 e 3030 cm
relacionadas as ligagdes CH. A banda em 985 cm indica uma p-substituicdo do anel
aromatico, que esta relacionada também a presenca das bandas em 770 e 712 cm™
referente ao anel aromético monossubstituido. (PAVIA; LAMPMAN; KRIS, 2001;
SANTOS, 2010; SITRALLAH; MERZA, 2016).

A Mistura CM-L apresentou espectro semelhante ao linalol, seu composto

majoritario, e as bandas caracteristericas dos ésteres insaturados aromaticos.
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FIGURA 32 - ESPECTROS IVTF DO LINALOL, CINAMATO DE METILA E DA MISTURA CM-L
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FONTE: O Autor (2017)

O espectro IVTF do alginato de s6dio mostrou banda larga em 3400 cm™
referente aos grupos OH, em 2934 cm devido as vibragées C-H, em 1600 e 1400
cm? devido as vibragdes COOH assimétricas e simétricas e em 1030 cm™ em
decorréncia das vibragbes C-O-C. (SAHASATHIAN; PRAPHAIRAKSIT; MUANGSIN,
2010; NAYAK; DAS; MAJI, 2012; HOSSEINI et al., 2013).

O espectro IVTF da quitosana mostrou bandas na regido de 3400 cm™, o qual
corresponde ao estiramento dos grupos OH e NH sobrepostos; em 2875 cm™ devido
ao estiramento C-H; em 1630 cm relacionados ao estiramento C=0O da amida e em

1595 e 1380 cm™ atribuidas as deformacdes NH2 e C-H, respectivamente. (KRISHNA
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RAO et al., 2006; DIMZON; KNEPPER, 2015; MENDEZ et al., 2017). A banda em
1150 cm* corresponde ao estiramento simétrico C-O-C, enquanto as bandas em 1070
cm e 1020 cm™ séo associadas as vibracdes de C-O. (ESPINOSA-ANDREWS et al.,
2010).

O espectro IVTF da goma aradbica apresentou banda larga em 3370 cm
relativa as hidroxilas livres dos grupos terminais da D-galactose formados por L-
arabinose e L-ramnose, e em 2930 cm™* devido a presenca dos aclcares e também
aos estiramentos C-H. A goma apresenta banda caracteristica em 1600 e 1400 cm™,
as quais indicam os estiramentos C=0 assimétrico e simétrico, respectivamente.
(SINGH; SINGH, 2011; NAYAK; DAS; MAJI, 2012; QUINTANILHA, 2015). Uma banda
larga entre 900 e 1150 cm™ pode ser considerada a “impressdo digital” da goma
ardbica, sendo o ombro em 1140 cm? atribuida ao estiramento C-O de
arabinogalactanas e a banda em 1032 cm relacionado a flexdo OH dos &cidos
glicurdnicos. (SINGH; SINGH, 2011; QUINTANILHA, 2015; DAOUB et al., 2016).

A forte banda em 1100 cm no espectro IVTF do Aerosil® 200 mostrou as
intensas vibracbes das ligacdes covalentes entre o silicio e o oxigénio. Ja o
estiramento simétrico do Si-O-Si aparece em 800 cm™. (SMITHA et al., 2008; COSTA
NETO, 2014).

O alginato de sbédio e a goma ardbica sdo polissacarideos de natureza
anidnica que apresentam grupos carboxilicos capazes de interagir com ions Ca*? e
NH*3 da quitosana. (PAULA et al., 2012; BUTSTRAEN; SALAUN, 2014). O espectro
das microparticulas com a Mistura CM-L apresentou banda larga caracteristica a 3418
cm? relacionada aos grupos OH dos trés polimeros, sobrepostas a banda de
estiramento NH da quitosana. (NAYAK; DAS; MAJI, 2012; BUTSTRAEN, SALAUN,
2014; CAETANO; ALMEIDA; GONCALVES, 2016). Além disso, as bandas em 1595,
1600 e 1400 cm™ correspondentes aos grupos NH*3, e vibracéo de estiramento -COO
assimétrica e simétrica, respectivamente, desapareceram, indicando a interacdo entre
os grupos NH*3 da quitosana e os grupos carboxila do alginato e da goma arabica.
(ESPINOSA-ANDREWS et al., 2010).

As microparticulas flutuantes contendo a Mistura CM-L apresentaram ainda
as bandas caracteristicas do linalol (3400, 2900 e 2850 cm™) e do cinamato de metila
(1720 e 1636 cm™).
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FIGURA 33 - ESPECTROS IVTF DOS POLIMEROS, DA MISTURA CM-L E DAS MICROPARTICULAS
FLUTUANTES CONTENDO A MISTURA CM-L
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FONTE: O Autor (2017)

NOTA: ALG = alginato de sédio
CHI = quitosana
GA = goma arabica
AER = Aerosil® 200
CM-L = Mistura cinamato de metila + linalol (1:4)
MICRO CM-L = microparticulas flutuantes contendo a Mistura CM-L
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4.7 ESTUDO DE LIBERACAO IN VITRO

O estudo de liberacdo de uma substancia ativa em seu meio especifico é
necessario para compreender o comportamento de liberagdo e 0 mecanismo atraves

do qual essa liberacao ocorre. (HORST, 2009).
O perfil de liberacdo obtido para as microparticulas flutuantes F8 esta

apresentado no Grafico 2.

GRAFICO 2 - PERFIL DE LIBERAGAO DAS MICROPARTICULAS FLUTUANTES F8
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FONTE: O Autor (2016)

As microparticulas flutuantes apresentaram liberagdo média de 66,7% de
cinamato de metila e de 48% de linalol em 48 horas, tempo no qual as concentracdes
das substancias atingiram o equilibrio com o meio.

A liberacdo de um farmaco a partir de microparticulas pode ser afetada por
fatores como as caracteristicas fisico-quimicas das microparticulas e da substancia
encapsulada, e a interacdo polimero-substancia encapsulada. (FREIBERG; ZHU,
2004; LOPES; LOBO; COSTA, 2005; LIRA, 2007).

Os resultados obtidos neste trabalho séo similares aos encontrados por Paula
e colaboradores (2010), que preparam microparticulas de alginato e de alginato com
goma de cajueiro contendo 6leo essencial de Croton zehntneri Pax et Hoffm. As

microparticulas atingiram seu patamar de liberacdo em 4 horas, liberando 57 e 32%
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de 6leo, respectivamente. Os pesquisadores atribuiram a baixa liberacdo de 6leo a
sua retencao parcial na porgéo hidrofébica de micelas formadas durante o processo
de emulsificacdo para a formacdo das microparticulas, as quais ficaram retidas na
rede tridimensional do alginato de célcio, dificultando a liberacdo do 6leo em meio
aquoso.

No entanto, apesar das microparticulas flutuantes contendo a mistura CM-L
apresentarem liberacdo aquém da esperada, esta caracteristica nao interferiu em sua

atividade larvicida, como discutido a seguir.

4.8 ATIVIDADE LARVICIDA DA MISTURA CM-L MICROENCAPSULADA

A Figura 34a mostra uma visdo ampla do teste realizado, enquanto na Figura
34b podemos observar larvas mortas de A. aegypti no fundo do copo quando
submetidas ao tratamento com 0,60 mg.mL* de microparticulas flutuantes contendo

a mistura CM-L.

FIGURA 34 - ATIVIDADE LARVICIDA DAS MICROPARTICULAS FLUTUANTES CONTENDO A
MISTURA CM-L SOBRE O Aedes aegypti. (a) VISAO GERAL DO ENSAIO E (b)
LARVAS MORTAS 24 HORAS
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FONTE: O Autor (2015)

Os valores de CLso e CLgo para as microparticulas flutuantes apés 24 e 72
horas, expressos em miligramas (mg) de microparticulas flutuantes por mililitro (mL)
de 4gua estdo dispostos na Tabela 15, sendo que nao foi observada mortalidade de
larvas com as microparticulas sem a mistura CM-L.

Apés 72 horas de exposicdo, a mortalidade larval encontrada para
concentracdes a partir de 0,30 mg.mL™* foi superior a 85%. Este resultado indica que,

apesar das microparticulas terem liberado seu conteudo total em 48 horas, conforme
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perfil de liberacdo mostrado no item 4.7, a sua presenga no meio permite a

manutencao da atividade larvicida por um periodo mais prolongado.

TABELA 15 - ATIVIDADE LARVICIDA DAS MICROPARTICULAS FLUTUANTES F8 SOBRE Aedes
aegypti EM 24 E 72 HORAS

s Quantidade de Mortalidade CLso(mg/mL) CLgo (mg/mL)
MP (mg/mL) (%) + DP (95% IC) (95% IC) X2 (gl)
0.1 25+29
y 0.3 18,75 + 13,8 0,457 o7
horas 0,6 5125103 (g 258-0,786) 0697-454) 178 ()
1 91,25+ 75
15 100,0
0.1 463 + 16,5
72 0.3 876x132 0,108 0,466
horas 06 865+111  (5015_0,199)  (0260-203) O ©
1 98,8+ 2,5
15 100,0

FONTE: O Autor (2016)

NOTA: Nao foi observada mortalidade no grupo controle

LEGENDA:

MP = microparticulas flutuantes

CM = cinamato de metila

L = linalol

CM-L = CM e L em combinagédo (proporcéo 1:4)

DP = desvio-padrao

CLso = concentracdo capaz de matar 50% dos organismos expostos ao tratamento
CLeo = concentracdo capaz de matar 90% dos organismos expostos ao tratamento
IC = intervalo de confianca

X2 = qui-quadrado

gl = graus de liberdade

aValores correspondem & média da quadruplicata + DP

Ao extrapolarmos as concentragbes de cinamato de metila e de linalol
incorporados nas microparticulas flutuantes (de acordo com o item 4.5.2) e
compararmos os valores de CLso para as substancias livres e microencapsuladas,
verificamos que as microparticulas ocasionaram a reducao desses valores (Tabela
16).

Esses resultados corroboram com o trabalho de Paula et al. (2012), os quais
observaram que microparticulas flutuantes contendo oOleo de Lippia sidoides eram
capazes de matar trés vezes mais larvas do que microparticulas nao flutuantes num

periodo de até 48 horas.
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TABELA 16 - VALORES DE Clso (pg.mL?) OBTIDOS PARA CM E L LIVRES E
MICROENCAPSULADOS APOS 24 HORAS

Livre Microencapsulada
Amostra CLso (ug.mL1) CLso (ug.mL1)
(95% IC) (95% IC)
CM 35,4 27,4
(33,0-38,1) (14,2 — 43,3)
L 275,2 95,8
(240,5 — 316,9) (49,8 — 151,6)

FONTE: O Autor (2016)

NOTA: Nao foi observada mortalidade no grupo controle

LEGENDA:

CM = cinamato de metila

L = linalol

CLso = concentracdo capaz de matar 50% dos organismos expostos ao tratamento
IC = intervalo de confianca

Assim, as microparticulas flutuantes contendo a mistura CM-L apresentaram
efeito larvicida sobre o Aedes aegypti, promovendo ainda a atividade sustentada e

redugéo nos valores de CLso do cinamato de metila e do linalol.

4.8.1 Alterac6es morfoldgicas das larvas de Aedes aegypti submetidas ao tratamento

com as microparticulas flutuantes

As larvas submetidas ao tratamento com as microparticulas apresentaram
alterac6es morfologicas semelhantes & mistura CM-L n&o encapsulada (Figura 35).

As larvas do grupo controle apresentaram o corpo nitidamente dividido em
cabeca, térax e abdémen. Na Figura 35B foi possivel observar o sistema traqueal
opaco e escuro, e o intestino com conteddo envolto pela membrana peritrofica e
células intestinais. As papilas anais e sifado respiratorio apresentaram caracteristicas
normais (Figura 35C).

As larvas submetidas ao tratamento com as microparticulas flutuantes
contendo a mistura CM-L apresentaram alongamento dos segmentos, principalmente
do cérvix (Figura 35D), inundacao do sistema traqueal (Figura 35E) e extrusdo do
conteudo intestinal juntamente com a membrana peritrofica (Figura 35F). Estes
resultados séo similiares aos relatados por outros autores. (PROPHIRO, 2008;
ACIOLE, 2009; GUARIDO, 2009; OLIVEIRA, 2015).
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FIGURA 35 — ALTERACOES MORFOLOGICAS NAS LARVAS DE Aedes aegypti SUBMETIDAS AO
TRATAMENTO COM MICROPARTICULAS FLUTUANTES

E /N
FONTE: O Autor (2016)
NOTA: Grupo controle (A, B e C); larvas expostas as microparticulas flutuantes contendo a

mistura CM-L apresentando alongamento de cérvix (D), inundacgdo traqueal e alongamento de
segmentos; e extrusdo do contetdo intestinal envolto pela membrana peritréfica (F).
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho apresentou a toxicidade do linalol, do cinamato de metila
e de uma mistura composta por cinamato de metila e linalol (CM-L), na proporcéo 1:4,
sobre larvas de Aedes aegypti. Foram avaliadas também a atividade alelopatica e a
toxicidade in vitro pelo bioensaio com Artemia salina L. e pela atividade hemolitica das
trés substancias. O cinamato de metila, o linalol e a mistura CM-L induziram alteracdes
morfologicas nas larvas expostas a elas, mesmo em concentracdes subletais, sendo
0os danos ao intestino médio e a inundagdo do sistema traqueal os principais
mecanismos envolvidos na atividade larvicida, interferindo na sobrevivéncia e
desenvolvimento das larvas.

O cinamato de metila demonstrou a maior atividade larvicida, porém
apresentou também os maiores efeitos toxicos nos ensaios in vitro. O linalol
apresentou menor atividade larvicida e toxicidade nos ensaios de letalidade com A.
salina e fitotoxicidade, porém apresentou maior potencial hemolitico. A mistura CM-L
exibiu atividade larvicida moderada e baixa toxicidade nos testes prelimires in vitro,
sugerindo sua utilizacdo como alternativa aos larvicidas sintéticos.

Foram realizados estudos para otimizacado dos parametros do processo de
obtencdo das microparticulas. A determinacdo do EHL da mistura CM-L € um
importante parametro para a formulacdo de uma emulsdo estavel, etapa inicial do
processo de microencapsulacdo. A incorporacdo e o efeito de diferentes
concentragdes de polimeros na formulagao foram avaliados em fungéo da flotabilidade
das microparticulas formadas, caracteristica desejavel para manutencao da mistura
CM-L por maior periodo de tempo na superficie da agua.

As microparticulas poliméricas flutuantes contendo a mistura CM-L foram
obtidas com sucesso a partir da otimizacao dos parametros da formulacéo, sendo as
denominadas F8, as que apresentaram as melhores caracteristicas de flotabilidade.

Um método por CLAE/DAD-UV foi validado de acordo com as especificages
da ICH (2005) e ANVISA (2003) para a quantificacao de cinamato de metila e linalol
liberados em agua, o que possibilita ndo somente a quantificacdo dessas
encapsuladas, mas também a presenca dos residuos dessas substancias no
ambiente aquatico.

A eficiéncia de encapsulacdo média e o perfil de liberagdo do cinamato de

metila e do linalol foram determinados a partir do método de quantificacdo validado.
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As microparticulas flutuantes demonstraram atividade larvicida sobre as larvas de
Aedes aegypti por até 72 horas, promovendo também a reducdo nos valores de CLso
do cinamato de metila e do linalol em 24 horas.

Assim, os resultados obtidos neste trabalho indicam a possibilidade de uso da
mistura CM-L como larvicida, em substituicdo aos pesticidas sintéticos, e que as
microparticulas flutuantes sdo uma proposta viavel para veiculacdo e aplicacdo da

mistura em locais com agua parada.
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Abstract

The frequent use of synthetic pesticides to control Aedes aegypti population can lead
to environmental and / or human contamination and the emergence of resistant
insects. Linalool and methyl cinnamate are presented as an alternative to the synthetic

pesticides, since they can exhibit larvicidal, repellent and / or insecticidal activity and
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are considered safe for use. The aim of this study was to evaluate the larvicidal activity
of methyl cinnamate, linalool and methyl cinnamate/linalool in combination (MC-L) (1:4
ratio, respectively) against Aedes aegypti. The in vitro preliminary toxicity through brine
shrimp lethality assay and hemolytic activity, and the phytotoxic potential were also
investigated to assess the safety of their use as larvicide. Methyl cinnamate showed
significant larvicidal activity when compared to linalool (LCso values of 35.4 pg/mL and
275.2 pg/mL, respectively) and to MC-L (LCsp 138.0 pg/mL). Larvae morphological
changes subjected to the specified treatments were observed, as the flooding of
tracheal system and midgut damage, hindering the larval development and survival.
Preliminary in vitro toxicity through brine shrimp showed the high bioactivity of the
substances (methyl cinnamate LCso 35.5 pg/mL; linalool LCso 96.1 pg/mL) and the
mixture (MC-L LCso 57.7 pg/mL). The results showed that, despite the higher larvicidal
activity of methyl cinnamate, the use of MC-L as a larvicide seems to be more

appropriate due to its significant larvicidal activity and low toxicity.

Key-words: Methyl cinnamate; linalool; Artemia salina; toxicity; hemolysis; Aedes

aegypti

1. Introduction

Aedes aegypti Linnaeus (Diptera: Culicidae) is the main vector of dengue,
Chikungunya and Zika virus, which are responsible for significant human morbidity and
mortality in many countries (Brasil, 2015; WHO, 2016). These mosquitoes are common

in tropical and subtropical areas, where environmental and climatic conditions of
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temperature and humidity allow them to proliferate (Jansen and Beebe, 2010; Silva et
al., 2014; Brasil, 2015).

Virus transmission by Ae. aegypti can be reduced or prevented with
environmental management and by the use of synthetic insecticides belonging to the
group of organophosphates and pyrethroids, such as Temephos (Lima et al., 2006;
Silva et al., 2014) to minimize the spread of the mosquitoes and human contact (WHO,
2009). However, frequent use of these insecticides can result in phytotoxicity, human
poisoning and emerging of resistant insects (Lima et al., 2006; Pandey et al., 2013,
Kumar et al., 2014). In this context, researchers have worked to develop alternative
strategies to control Ae. aegypti proliferation, such as the use of phytolarvicides
composed of plant essential oils or their compounds (Nour et al., 2009; Grzybowski et
al., 2013; Kabir et al., 2013; Lima et al., 2014).

Linalool and methyl cinnamate are used in pharmaceutical, cosmetic and food
industries (Letizia et al., 2003; Bathia et al., 2007) and some authors have reported
their repellent, insecticidal and larvicidal activities (Peterson et al., 2000; Nour et al.,
2009; Dekker et al., 2011; Kwon et al., 2011).

Recent researches have demonstrated the bioactivity of different substances
used in combination, aiming to verify the existence of synergistic or additive effect
between them (Azeredo and Soares, 2013; Grzybowski et al., 2013; Mitsopoulou et
al., 2014). Annies et al. (2012) evaluated the repellent activity of linalool and methyl
cinnamate, and reported that when the substances were used in combination, it was
observed a higher repellent activity than when the substances were used separated.

Considering the repellent activity of linalool and methyl cinnamate used in
combination and the lack of studies about their larvicidal activity, this study aimed to

evaluate the larvicidal activity of methyl cinnamate, linalool, and methyl
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cinnamate/linalool in combination (MC-L) (ratio 1:4) against Aedes aegypti L. (Diptera:
Culicidae) and the morphological changes of the larvae exposed to these treatments.
Toxicological assays were also assessed, since the use of MC-L as larvicide involves
exposing it to the environment, which may result in toxicity to plants, aquatic species
and mammals, due to direct contact during application or the presence of its residues

in water.

2. Material and Methods

2.1 Reagents

Methyl cinnamate and the racemic mixture of linalool were obtained from
Sigma-Aldrich. Marine salt was purchased from Qingdao. Span® 60 (Croda), Methanol
(Vetec), Tween® 80 (Galena), NaCl (Vetec), KH2PO4 (Vetec) and NazHPOs (Vetec)
were used in analytical grade. Water was purified by reverse osmosis (Gehaka) before

use.

2.2 Brine Shrimp Lethality Assay

The assay was performed according to Meyer et al. (1982) with modifications.
Cysts of Artemia salina L. (200 mg) were incubated in 400 mL artificial sea water (38
g marine salts dissolved in 1000 mL purified water). The system was kept under
constant stirring and aeration at 30 °C for 48 h for hatching. After hatching, 10 nauplii
of A. salina L. were transferred to tubes containing different concentrations of the

substances for evaluation, which were solubilized in artificial sea water with 0.5%
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Tween® 80 (m/v) added. Quinidine sulfate was used as a positive control at the same
concentrations as the samples, and artificial sea water containing 0.5% Tween® 80
(m/v) was used as a negative control. After 24 h, the live and dead nauplii were

counted.

2.3 Hemolytic Activity

The assay was conducted according to Banerjee et al. (2008). Sheep
erythrocytes were obtained commercially (Newprov) and washed with phosphate
buffered saline (PBS) (150 mM NacCl, 0.58 mM KH2PO4 and 3.4 mM Naz2HPO4, pH
7.4). After washing, a 2% (v/v) suspension of red blood cells was prepared in PBS.

Standard solutions (1 mg/mL) were prepared using samples solubilized in 100
uL of methanol and PBS, which were subsequently diluted to concentrations of 10
pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL and 1000 pg/mL in PBS. A 100% hemolysis sample was
prepared with distilled water, and the negative control consisted of PBS solution
containing methanol.

For each sample concentration, 200 pL of a 2% suspension of red blood cells
and 200 pL of the sample solution were placed in Eppendorf tubes. The samples were
homogenized and incubated at 37 °C for 3 h. Following the incubation, the tubes were
centrifuged for 5 min at 3000 rpm and the supernatant transferred to 96-well
microplates. The samples absorbance was measured in a Multiskan FC
spectrophotometer (Thermo Scientific) at 540 nm. The hemolysis percentage was
calculated as follows:

) Abs; — Abs,,
%HemolySls = m * 100
w n
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Where Abs: is the absorbance of test sample, Absn the absorbance of control

(saline) and Absy, the absorbance of control (distilled water).

2.4 Phytotoxicity Assay

The phytotoxicity assay was determined according to Silva et al. (2014), with
modifications. The samples were emulsified with Tween® 80 in a 1:1 (m/v) proportion
and diluted with purified water in concentrations of 0.001%, 0.01%, 0.1% and 1.0%
(m/v). A 1% (m/v) solution of Tween® 80 was used as a negative control. For the
germination assays, 50 seeds of Lactuca sativa cv. Grand Rapids were displaced in
sterile Petri dishes (8 90 mm) containing a sheet of Whatman No. 1 filter paper
moistened with 5 mL of purified water. After the seeding, 3 mL of the solution of each
sample concentration was placed on two filter papers attached (by double-sided
adhesive tape) in the inner side of the cover of the dish, avoiding direct contact with
the seeds. The dishes were wrapped with Parafilm® and incubated in BOD incubator
(Novatecnica) at 25 °C.

Each day the germinated seeds were counted; the criterion for germination
was a protruding radicle at least 2.0 mm long. The Speed of Germination Index (SGI)
was calculated according to Hoffmann et al. (2007) and the Percentage of Germination
(%G) according to Rosado et al. (2009).

The same procedure was adopted to check the growth of seedlings, and the
hypocotyl and radicle lengths were evaluated after 7 days of incubation. The assay

was performed in quadruplicate.
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2.5 Toxicity against Aedes aegypti

The larvicidal activity against the third-stage larvae of Aedes aegypti was
evaluated according to the World Health Organization (WHO, 2005) and Silva et al.
(2008). Eggs of Aedes aegypti, Rockefeller strain, provided by the Fundag&o Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, Brazil, were placed in a plastic beaker containing 500 mL of
chlorine-free water. The beaker was placed in a BOD incubator at 27 °C and 80%
relative humidity. The larvae were fed with fish food from hatching to the third stage.

For each concentration tested, 100 mL of the sample and 20 third-stage larvae
of Aedes aegypti were placed in a plastic container of 120 mL capacity. The samples
were placed in a BOD incubator, temperature 27°C, relative humidity 80% and
photoperiod of 12 h. After 24 h, the number of living and dead larvae was determined.
Each test was conducted in quadruplicate, with a control consisting of 100 mL chlorine-

free water containing 0.5% (m/v) Tween® 80.

2.6 Morphologycal analysis

The larvae of Aedes aegypti were evaluated by comparing photos (taken with a
Nikon Coolpix AW110) of the control group and treated groups. For structural studies,

an Olympus CX41 microscope (100x magnification) was used.

2.7 Statistical analysis

The Probit method (Finney, 1971) was used to determine the LCso and LCoo

values, as well as the corresponding 95% confidence intervals and chi square values
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for the assays with Artemia salina L. and Aedes aegypti, using the SPSS Statistical
Software Package version 23.0.

The data obtained in the evaluation of phytotoxicity were subjected to analysis
of variance, and the means were compared by the Scott-Knott test (p < 0.05), using

the software Sisvar (Ferreira, 2000).

Results

3.1 Brine Shrimp Lethality Assay

The bioassay demonstrated the bioactivity of the substances, and Table 1
shows the LCso and LCg values of methyl cinnamate, linalool and methyl

cinnamate/linalool in combination (ratio 1:4).



Table 1-Toxicity of MC, L and the MC-L to Artemia salina Leach

Concentration

Mortality (%) +

LCso (ug/mL)

LCoo (ng/mL)

Sample (ug/mL) SD (LCL - UCL) (LCL - UCL) x2  (df)

25 62.7+5.8
50 70.0 +17.3
75 93.3+5.8 35.5 65.9

MC - 1.5 (4)ns.
100 100.0 + 0.0 (29.5-41.0) (56.4-83.3) @
125 100.0 + 0.0
150 100.0 + 0.0
25 3.3+58
50 13.3+5.8
75 20.0 +10.0 96.1 198.9

L 100 £33+ 116 (84.9 - 109.7) (162.1-280.8) 49 )ns.

125 70.0 + 10.0
150 90.0 + 10.0
25 6.7+58
50 30.0 +10.0
75 66.7 +5.8 57.7 101.1

MCL 100 93.3+5.8 (50.5 - 64.6) (88.8-121.1) 38 (4ns.
125 96.7 +5.8
150 100.0 + 0.0

No mortality was observed in the control
MC = methyl cinnamate
L = linalool

MC-L = MC and L in combination (ratio 1:4)

SD = standard deviation
LCso = lethal concentration that kills 50% of the exposed organisms
LCoo = lethal concentration that kills 90% of the exposed organisms
UCL = 95% upper confidence limit
LCL = 95% lower confidence limit
x? = chi square

df = degrees of freedom
n.s.= not significant (a = 0.05)

aValues are mean + SD of three replicates

3.2 Hemolytic Activity
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Methyl cinnamate, linalool and the MC-L (ratio 1:4) showed no or low hemolytic

activity at concentrations up to 100 pg/mL. All samples showed activity at 1000 pg/mL,

and methyl cinnamate showed the highest one (Fig. 1).
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Fig. 1 — Percentage hemolysis caused by MC, L and an MC-L on a 2% suspension of
sheep red blood cells
Note: MC = methyl cinnamate; L = linalool; MC-L = MC and L in combination

3.3 Phytotoxicity assay

In this study, methyl cinnamate showed the highest inhibitory effect on Lactuca
sativa seeds when compared to linalool and MC-L, affecting seed germination,
seedling growth and hypocotyl and radicle lengths (Fig. 2). Increasing methyl
cinnamate concentration resulted in an increase in the inhibition effect.

Linalool and MC-L exhibited results for the germination indices and the
biometric assessment (radicle and hypocotyl) comparable to the control, except for

linalool at 0.01% that exhibited a stimulatory effect.
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Fig. 2 — Effect of MC, L and MC-L at 0.001% (m/v), 0.01% (m/v) and 0.1% (m/v) on
seeds of Lactuca sativa. Results obtained are mean value + standard deviation.

Treatments sharing the same number and letter do not differ significantly according to
Scott-Knott test (p < 0.05).

Note: MC = methyl cinnamate; L = linalool; MC-L = MC and L in combination

3.4 Toxicity against Aedes aegypti

Methyl cinnamate, linalool and MC-L showed larvicidal activity against third-

stage larvae of Ae. aegypti, as shown in Table 2.
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Table 2 — Larvicidal activity of MC, L and MC-L on larvae of Ae. aegypti after 24 hours
Concentration  Mortality (%) +  LCso (ug/mL) LCoo (ug/mL) (LCL

Sample (ug/mL) Sb (LCL - UCL) - ucL) x2 (df)
10 0.0
25 8.8+85 35.4 49.2
MC 50 91.2+75 (33.0 - 38.1) (45.1 - 55.1) 00  (@ns.
100 100.0 + 0.0
100 12+25
150 8.8 +4.8
200 50+4.1 275.2 442.8
L 250 475+64  o405-316.9)  (370.1-6466) 20> ©)
300 62.5 +10.4
350 67.5+155
400 88.8 +11.1
50 0.0
100 10.0 + 10.8
150 60.0 + 7.1 138.0 186.2
MC-L 200 950+41  (31.3-1446)  (175.9-2004) 3 (NS
250 100.0 + 0.0
300 100.0 + 0.0

No mortality was observed in the control

MC = methyl cinnamate

L = linalool

MC-L = MC and L in combination (ratio 1:4)

SD = standard deviation

LCso = lethal concentration that kills 50% of the exposed organisms
LCoo = lethal concentration that kills 90% of the exposed organisms
UCL = 95% upper confidence limit

LCL = 95% lower confidence limit

x2 = chi square

df = degrees of freedom

n.s.= not significant (a = 0,05)

aValues are mean + SD of four replicates

3.5 Morphological analysis

In this work, the negative control group (larvae treated with water and Tween®
80), presented a wormlike appearance, a whitish-green colour and an average size of
3.5 + 0.5 mm. The body was clearly divided into head, thorax, abdomen (Fig. 3A); the
abdomen presented eight segments and the anal lobe and breathing siphon (Fig. 3C)
were observed in the last one.
Larvae exposed to methyl cinnamate and linalool at sublethal concentration (25 and

150 pg/mL, respectively) presented curve, darker and shorter abdomen (2.9 + 0.6 and



158

2.8 + 0.6 mm) (Fig. 3D and 3G) when compared to the control group and the MC-L
larvae. On the other hand, larvae submitted to MC-L in all concentrations showed
elongated abdomen (3.9 + 0.8 mm for MC-L at 150 pg/mL) and darkening of the gut

(Fig. 3J). The main elongation occurred at the cervix region, as observed at Fig. 3E.

A
w ;_-:_§§«,l
mm
D
@ y pTs P>
lmm
G

100 um 100 pm

Fig. 3 — Control group larvae (A, B and C); MC larvae group showing overlap segments
(D), flooding tracheal system and cervix elongament (E) and anal papiles (F); L larvae
group showing curve abdomen (G); elongated abdomen (H) and partial extrusion of
gut content involved by perithrophic matrix (1); MC-L larvae group showing darkening
of gut (J); flooding tracheal system and rupture of gut epithelial cells (K) and total
extrusion of gut content with perithrophic matrix (L). Note: MC= methyl cinnamate; L=
linalool; MC-L= MC and L in combination

The treated larvae showed partial or total elimination of gut content enclosed in
the peritrophic matrix (Fig. 31 and 3L) and translucent tracheal system (Fig. 3E and

3K).
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3. Discussion

Plant-based compounds are already known to have larvicidal properties, which
could be useful for the development of eco-friendly larvicides (Pavela, 2015;
Govindarajan et al., 2016). The present study evaluated the larvicidal activity of methyl
cinnamate, linalool and methyl cinnamate/linalool in combination (ratio 1:4) against Ae.
aegypti and the morphological changes on treated larvae.

The highest larvicidal activity was observed with methyl cinnamate, and the
lowest one with linalool, which are similar to results found in previous studies (Jantan
et al., 2005; Teles, 2009; Pandey et al., 2013). The interaction among different
substances can lead to a synergistic or additive effect, resulting in a bioactivity
improvement (Grzybowsky et al., 2013; Dias and Moraes, 2014). In this context, MC-
L showed a better larvicidal activity when compared to linalool, however, its LCso value
was higher than methyl cinnamate, suggesting an additive effect.

Phytolarvicides can preventing the larvae pass to the next stage of life cycle,
and the evaluation of morphological changes in larvae exposed to them can explain
their mechanism of toxicity to Ae. aegypti (Chaithong et al., 2006; Dalarmi et al., 2015).
According to Corbet et al. (2000) essential oils can affect the larvae by physical flooding
of the tracheal system, by chemical toxicity, by interference with surface forces or by
combined actions.

The partial or total elimination of gut content enclosed in the peritrophic matrix
exhibited for some larvae has been reported as the first defense mechanism in an
attempt to eliminate toxic substances (Chaithong et al., 2006; Zhang et al., 2012;
Procopio et al., 2015). The darkening of the midgut observed in treated larvae can be

result from epithelial cells damage or peritrophic matrix alterations, and the absence
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of underlying epithelium in larvae subject to MC-L treatment can indicate that the MC-
L larvicidal activity was probably due to damage in the Ae. aegypti midgut (Edwards
and Jacobs-Lorena, 2000; Shao et al., 2012; Procopio et al., 2015). Some larvae
showed translucent tracheal system, which is indicative of liquid-filled tracheae; larvae
in the control group exhibit opaque and dark trachea, which is indicative of the
presence of air only (Corbet et al., 1995; Souza et al, 2012).

In addition to the larvicidal activity of MC-L against Ae. aegypti, the previous
toxicity to the enviroment and mammals were also evaluated. Brine shrimp lethality
assay using Artemia sp. is widely used as a preliminary assessment of toxicity, both to
human cells and to the environment (Carballo et al., 2002; Callegaro et al., 2015), and
for detecting biologically active substances obtained from plants (Alves et al., 2000).
According to Cheng et al. (2003), essential oils presenting LCso < 500 pg/mL should
be considered for Ae. aegypti larvicidal assay. Methyl cinnamate, linalool and MC-L
showed high activity against Artemia salina L., which corroborate with their biological
and larvicidal properties.

The hemolytic activity aims to evaluate the damage caused by a substance on
the membrane of erythrocytes, which can lead to its rupture and hemoglobin release
(Miyazaki et al., 2013; Maiti et al., 2016). The stability of the membrane of red blood
cells subjected to the action of different substances is a useful tool in the preliminary
analysis of cytotoxicity (Gandhi and Cherian, 2000; Sharma and Sharma, 2001). In this
context, despite of their significant bioactivity, methyl cinnamate and MC-L showed a
weak hemolytic activity, while linalool presented hemolysis at 100 pg/mL.

According to previous works (Scognamiglio et al., 2013; Silva et al., 2014; Lee
et al., 2015) several plants compounds are able to affect germination and growth of

neighboring plants, as water-soluble organic acids, aliphatic aldehydes, ketones,
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quinines, phenolics, cinnamic acid, flavonoids, tannins, steroids and terpenoids. This
work revealed that MC exhibited the highest phytotoxicity on Lactuca sativa seeds and
MC-L showed the lowest one, which works with An et al. (2001) who considered that
the phytotoxicity of a mixture is different from that presented by its isolated components
due to the interaction between them. Thus, the expected phytotoxicity may be different

from that observed.

4. Conclusion

This work presented the toxicity of linalool, methyl cinnamate and their
combination, methyl cinnamate/linalool (ratio 1:4) (MC-L) against Ae. aegypti.
Moreover, it was assessed the phytotoxicity and the in vitro toxicity through brine srimp
letalithy assay and hemolitic activity. Methyl cinnamate, linalool and MC-L induced to
morphological alterations on larvae exposed to them, even in sublethal concentrations.
Gut damage and flooding tracheal system were the major mechanisms involved in the
larvicidal activity, interfering with survival and development of Ae. aegypti larvae.

Methyl cinnamate demonstrated the highest larvicidal activity against Ae.
aegyti, and also possessed the higher toxicological effects on the in vitro assays.
Linalool exhibited the lowest larvicidal activity, toxicological effects in brine shrimpe
lethality assay and phytotoxicity, however presented the highest hemolytic potential.
The combination MC-L (ratio 1:4) showed moderate larvicidal activity and low toxicity
to enviroment and mammals, which suggest its use as an alternative to the synthetic

larvicides.
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