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RESUMO

A busca por substitutos para os inseticidas sintéticos tem estimulado muitos trabalhos
considerando a utilizagdo de 6leos, extratos ou derivados ativos provenientes de plantas. Esta
procura pode ser justificada pelo potencial dos inseticidas botanicos associado a féacil
degradacéo de seus constituintes, menor toxicidade ao homem e uma alternativa mais segura
para 0 meio ambiente. O eugenol tem despertado interesse no controle das larvas do Aedes
aegypti, uma vez que apresenta comprovada atividade larvicida. O uso direto do eugenol, no
entanto, apresenta limitacdo quanto a solubilidade em meio aquoso. Logo, a obtencdo de um
sistema que favorega sua liberacdo se faz necesséria. Assim, o presente trabalho teve como
objetivo obter um formulado contendo eugenol epoxido e testar a efetividade, em condicBes
de laboratério, para o controle das larvas de A. aegypti. O derivado foi obtido por meio das
reagbes de metilacio e epoxidacdo, sendo caracterizado pela analise de RMN de H. Os
formulados poliméricos foram obtidos pelo método de polimerizacdo em bloco. A atividade
larvicida foi avaliada a partir da determinacdo da concentracdo letal mediana (CLsg). O
resultado da analise de RMN de *H possibilitou identificar o derivado como eugenol epdxido,
sendo incorporados 3, 5 e 10 % no formulado polimérico. O formulado polimérico com 10%
de eugenol epoxido apresentou atividade larvicida (CLso 0,827 mg/mL), causando
mortalidade de 99,3% das larvas em até 24 horas, apds a aplicacdo. Os resultados deste
trabalho evidenciaram o potencial do formulado como alternativa para controlar larvas de A.
aegypti. Assim sendo, os dados obtidos neste estudo indicam um novo agente para o controle

das larvas de mosquitos.

PALAVRAS CHAVE: Biotecnologia; Controle de mosquitos; Eugenol; Polimero.
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ABSTRACT
The search for substitutes of synthetic insecticides has motivated many researches considering
the use of oils, extracts or active derivatives from plants. This search can be justified because
of the potential insecticide these derivatives have, associated to the easy degradation of their
constituents, less toxicity and also because they represent a safer alternative to the
environment. Eugenol has aroused the interest of researchers who seek for ways of controlling
the larvae of Aedes aegypti as it has a proven larvicidal action. However, the direct use of
eugenol has limitations related to its solubility in agueous places. Therefore, obtaining a
system that favors its release in aqueous places is necessary. Thus, this study aimed to get a
formulation containing eugenol epoxide, and to test its effectiveness in controlling A. aegypti
larvae, in laboratory conditions. The derivative was obtained by the methylation and
epoxidation reactions through *H NMR analysis. The polymer formulations were obtained by
the block polymerization method. The larvicidal activity was evaluated from the
determination of the median lethal concentration (LCso). The result of *H NMR analysis
identified the derivative as eugenol epoxide, being incorporated 3%, 5% and 10% in the
polymeric formulation. The polymer formulation with 10% eugenol epoxide showed
larvicidal activity (LCsp 0, 827 mg / mL), causing mortality of 100% of the larvae within 24
hours after application. The results of this study evidenced the potential of formulated for
controlling the A. aegypti larvae. So, this study emerges as an effective and promising

alternative to be used as a new agent to control A. aegypti mosquito larvae.

KEYWORDS: Biotechnology; Mosquito control; Eugenol; Polymer.



viii

SUMARIO
FICHA CATALOGARFICA ...t eeeees e es et ss s s s i
DEDICATORIA ...ttt i
AGRADECIMENTOS ... oottt e e e e e e e e nae e e e nneeeanes i
EPIGRAFE ..ottt v
RESUMO ...ttt sttt s et st e et et et e st e st et e s e e be st e reebe e e e enene Vi
ABSTRACT oottt ettt e b et R et e e Rt e Rt et re bt neere et e vii
SUMARIO ...ttt viii
LISTA DE FIGURAS . ...ttt sttt e e et e e st e e snte e e nnae e e nnaeeenes X
LISTADE TABELAS ...ttt ene e Xi
ANEXOS .ottt E bRttt ettt re bt ne et rens Xii
L INTRODUGAOD ..ottt ettt sttt n sttt 13
2 OBIETIVOS ..ottt ettt ettt bbbt b et b n et et ne st s 17
0 T - | OSSR 17
2.2 ESPECITICOS . ...ttt ettt et 17
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA .......oooiiiieieiineieeissie et 18
3.1 Biologia: Aedes aegypti (LINNAEUS, 1762)........ccecveiieiiiieiieeie st 18
3.1.1 Vetor de Arboviroses: Problema de satide pUblica..........ccccoeviiiiiciniiiececeeeee 20
.12 DBINQUE.......eeeeee ettt bbb 20
3.1.3 FEDre ChiKUNQUNYA ......ccoiiieiieiic ettt sae et e sae e ne e 21
K TN A | RSOOSR 21
3.2 CONLIOIE 0O VBLOK ...ttt et te e nte s e teeteeneenreenaeenee e 22
3.2.1 Resisténcia dos Vetores a INSELICIAAS ........ccveveiieiiei e 23
3.2.2 Inseticidas de origem botanica: Modalidades de controle vetorial ...............cccccovevneeneee. 25
3.2.3 Inovagdes biotecnologicas no controle de MOSQUITOS. ........ccvivrieieierierie e 27
BL2. 3 L EPOXIS ..ttt stttk e b bbbttt n bbb bbbt 28

3.2.3.2 Resinas epoxi obtida de 01e0S VEQELAIS. .........ccueieiiiiiiiie e 30



AMATERIAL E METODOS ...ttt 33
4.1 Sintese do Derivado do EUGENOL .........co.ooiiiiiiicieieee e 33
4.2 POlIMEriZacao €M BlOCO.........coiiiiiieir ettt 36
i T o o W Lol O T - Tod T 74 o (o LRSS 37
4.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).......cccoviiiiiieiiii e 37
4.4 Criagéo das Larvas Usadas N0S BIOBNSAI0S ..........ueveieierieniiniiniesiseeeeie e 37
4.4.1 ODLENGCAD B OVOS.....c.viieieiieeiecte ittt e st st e st e e te et e s teesbeaneesreesbeeneesreenseanee e 37
4.4.2 ODtENGCAD dAS LAIVAS........iieeiiecieitie ettt re et e e saeenreenee e 39
R = T 1= o1 OSSPSR 40
4.5.1 BIOBNSAI0S SEIBTIVOS.....c.eiiiieieiiiiiie ittt ettt sre et esneenteenee e 40
4.5.2 BIOBNSAI0S DOSE .....eoviiiiiiiiiciieie ettt bbbttt bbb neanes 41
4.6 Concentracao Letal Mediana (CLso).......coviereririenieieie et ans 42
S RESULTADOS ... oottt s e et e et e e et e e st e e e ant e e e snbeeesneeeenneees 43
5.1 Caracterizacao Espectroscopica do Eugenol EPOXido..........cccvvvveiverieiieiiene e 43
5.2 POlIMEriZacao €M BIOCO........c.cciiiiiiiecie ettt ettt 44
5.2.1 Sintese do FOrmulado POIIMETICO .......ccvevveiiiiieccceceee e 44
ST I N UV o= Vo [ I TV o] o - SRS 44
5.3.1 BIOBNSAI0S SEIBTIVOS ......veivieiieiie ettt sttt ae e ste e reenneeneeeneenees 44
5.3.2 BIOENSAI0S U8 DOSE.....cuiiieiuieiieiieiieie ettt sttt b et sttt reaneenes 45
5.4 Concentragao Letal Mediana - CLs0.......coviiiiiieeeieieie et 47
B DISCUSSAD ...ttt 50
6.1 Sintese do Formulado de Derivado de EUQENOl ............coooeiveieiiiiiccecc e 50
I TNV [0 o [ = oY (ol o - SO URTUR 53
7 CONCLUSAO ..ottt 55
B PESPECTIVAS. ..ottt ettt sttt bbbt ne ettt nenne e 56

O REFERENCIAS ..o e e e et e et et e e e e e et et e et e e ee e e et er e e ereer e 57



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. Estrutura QUIimica do EUGENOL ........ccooiiiiiiiiiieieeee e 26
FIGURA 2. PosicOes dos grupos epoxi: a) internos; b) terminais e c¢) estruturas ciclicas.................... 28
FIGURA 3. Estrutura da resina epoxi diglicidiléter do bisfeno-A (DGEBA).........ccccooevvinninnenienen 29
FIGURA 4. Reagentes mais utilizados na sintese de resinas epdxi: a) epicloridrina e b) bisfenol-A...29
FIGURA 5. Fluxograma da obtencdo do derivado epiXido..........ccevveviiieieneienenieieee e 33
FIGURA 6. Reator contendo a mistura para obtencéo do derivado de eugenol ...........c.ccceevvivenennenn, 34
FIGURA 7. Reator ligado a bomba de vacuo para retirada do SOIVENtE ........c.cccceviveveieciieie e, 35
FIGURA 8. A - Pistola de ar quente utilizada. B — Sistema para obtenc&o das fragdes ............cc.co.u.... 36
FIGURA 9. Seringas contendo os materiais com 0s formulados poliméricos.........c.ccccovveveviviivernenenn, 37

FIGURA 10. A — Gaiola utilizada para a criagdo dos mosquitos adultos. B — Copo contendo fita de

papel com ovos das fEmeas de ABAES AEGYPLI .......ccviveiie ettt 39
FIGURA 11. Bacia plastica contendo &gua, alimento e as fitas de papel com 0S OVOS ............cccveneen. 39
FIGURA 12. Disposicgao dos copos plasticos durante a realizacdo dos bioensaios .............ccoceeervennne. 41
FIGURA 13. Espectro de RMN *H e estrutura molecular (400 MHz, CDCI3) da amostra FES .......... 43
FIGURA 14. Estrutura do eUgenol POXIA0 .........ccieiiueiiiiinieiieieeie ettt 43

FIGURA 15. Representacdo gréafica da quantidade de larvas mortas em porcentagem em valores ndo
acumulativos nos bioensaios com o formulado polimérico, nos intervalos de leitura de 24, 48 e 72
0] TSP SSRUSSST 47
FIGURA 16. Regressdo linear dose-probit da mortalidade das larvas de Aedes aegypti nos bioensaios

com formulado polimérico. (reta: probit calculado, pontos: probit observado)...........c.cccceevreririennnnen. 50



Xi

LISTA DE TABELAS

TABELA 1. Composic¢ao dos Formulados POIIMENICOS.........ccccvvveieiicieie e 44
TABELA 2. Mortalidade das larvas de Aedes aegypti observada nos bioensaios seletivos com 0s
formulados POlIMEriCOS A8 BUGENOL .......ceoiiiiiee et sreenes 45
TABELA 3. Mortalidade das larvas de Aedes aegypti em valores cumulativos nos intervalos 24, 48 e
72 horas, observada nos bioensaios com formulado polimérico com 10% eugenol epéxido ................ 46
TABELA 4. Concentra¢do letal mediana (CLso) do formulado polimérico com 10% de eugenol

epoXido em 1arvas de AAES AEOYPLE .....ccveiiieee ittt reane s 48



xii

ANEXOS

PG
ANEXO 1 - Calculo para obtencao dos polimEroS.........cccevveveeieiie i 78
ANEXO 2 - Célculo estequiométrico para resina epoXi DOW...........cccooiveniinenennnnnnn, 80
ANEXO 3 - Célculo estequiométrico para resina epoXi DOW...........cccocovviniiinenennnnnnn, 81
ANEXO 4 - Calculo estequiométrico para resina epoxi DOW...........cccccevvevveieiiesinennnn, 82
ANEXO5 - Espectro de RMN *H (CDCls; 400 MHz) da amostra FEL ...........ccccoceveunnen, 83
ANEXO 6 - Espectro de RMN 'H (CDClg; 400 MHz) da amostra FE2 ............c.ccccue..... 84
ANEXO 7 - Espectro de RMN 'H (CDClg; 400 MHz) da amostra FE3 ...........cc.ccccveee. 85
ANEXO 8 - Espectro de RMN *H (CDClIs; 400 MHz) da amostra FE4 ............cc.ccocunnene. 86
ANEXO 9 - Espectro de RMN *H (CDCls; 400 MHz) da amostra FE5 ............ccccovvevnnnene. 87
ANEXO 10 - Espectro de RMN H (CDClg; 400 MHz) da amostra FE6 ............c..c..cu....... 88
ANEXO 11 - Espectro de RMN 'H (CDClg; 400 MHz) da amostra FE7 ...........cccccouecuenen. 89

ANEXO 12 - Espectro de RMN *H (CDCls; 400 MHz) da amostra FES .............c.ccocunnen.. 90



13

1 INTRODUCAO

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

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

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

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

Considerando o virus Zika no pais em 2017, até a semana epidemioldgica 45, foram
registrados 16.870 casos provaveis, sendo 418 casos notificados para o estado do Amazonas
(BRASIL,2017).
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Levando-se em conta a situagdo epidemioldgica do Brasil, 0 uso de inseticidas
quimicos estd a frente das acGes de controle do mosquito vetor. O controle quimico é o
principal método utilizado pelo poder pablico para diminuir as epidemias, desempenhando
um papel essencial na reducdo da dengue, do virus Zika e do chikungunya (LIMA et al., 2006;
BESERRA et al., 2007; LIMA et al., 2015; BENELLI e MEHLHORN, 2016).

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

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

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

Neste trabalho foi utilizado o eugenol - 4-alil-2-metoxifenol, molécula usada desde o

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

Medeiros (2011) demonstrou a atividade larvicida do extrato aquoso do cravo-da-india
em larvas de A. aegypti em laboratorio e em campo. O extrato aquoso desta planta mostrou-se
efetivo no controle das larvas, em aparadores de vasos nas residéncias, mantendo a atividade
efetiva por um periodo médio entre 8 e 10 dias. Apds este periodo, o0 estrato aquoso sofreu
alta biodegradagdo no ambiente, sendo esta uma caracteristica inerente a todos os compostos
botanicos. De acordo com MARCOMINI (2009), este foi 0 motivo pelo qual os inseticidas
botanicos foram substituidos pelos sintéticos, no passado.

Uma solucdo para contornar o problema da rapida degradacdo no ambiente dos
extratos aquoso, consiste na modificacdo quimica da estrutura do principio ativo,
possibilitando o aumento no tempo do efeito larvicida, sem alterar os seus efeitos benéficos,
melhorando a poténcia e estabilidade do eugenol, bem como na seguranca para 0S seres
humanos e o meio ambiente (OLIVEIRA et al., 2014).

Embora estudos tenham mostrado atividade dos inseticidas botanicos (extratos, 6leos
essenciais, componentes ativos isolados e derivados) uma questdo importante € que
apresentam baixa estabilidade fisico-quimica, alta volatilidade, propriedades térmicas,
decomposicgdo, entre outras desvantagens. Portanto, o uso de ferramentas biotecnoldgicas
podera oferecer uma maneira de desenvolver novas formulacdes e sistemas capazes de
melhorar a eficiéncia desse tipo de inseticida (KHOT et al., 2012).

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

Assim, torna-se necessario ampliar o tempo de atuacdo do eugenol, onde o principio

ativo possa ter sua liberacdo controlada. Uma formulagdo polimérica proporcionara a reducao
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na quantidade do principio ativo a ser liberado por evaporacdo, protegendo também os
ingredientes ativos da degradagéo por acdo da luz solar. No caso do eugenol, uma formulagéo
com essas caracteristicas, constitui uma alternativa econdmica e eficiente para o controle dos
vetores, por periodos maiores de atuacao.

Uma série de materiais é sugerida para o preparo de novas formulacfes inseticidas,
incluindo emulsbes, materiais organicos (metal e 6xidos metalicos) e materiais baseados em
polimeros (BUTELER et al., 2015; NURUZZAMAN et al., 2016; SHAH et al., 2016).
Diferentes polimeros sdo considerados para a sintese de formulacGes poliméricas contendo
inseticidas botanicos, incluindo amido e seus derivados (dextrinas, maltodextrinas,
ciclodextrinas), gomas, alginatos, quitina e poliésteres (polietileno glicol, poli-¢-
caprolactona), entre outros (VARONA et al., 2013; ALVES et al., 2014; FERNANDES et al.,
2014; GONZALEZ et al., 2014; KFOURY et al., 2015; VISHWAKARMA et al., 2016;
FERNANDES, 2016).

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

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

alternativa eficaz para o controle do A. aegypti.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar formulados poliméricos, a base de derivado de eugenol
epoxido e testar o potencial larvicida, em condi¢Ges de laboratério, considerando a sua
aplicabilidade como medidas de controle do mosquito transmissor da dengue, chikungunya e

zika, na regido Amazonica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Obter o derivado epdxido a partir do eugenol;

2) Caracterizar a estrutura do epdxido produzido utilizando a técnica de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H);

3) Sintetizar formulados poliméricos a partir do eugenol epdxido;

4) Avaliar o potencial larvicida dos formulados poliméricos, em larvas de Aedes
aegypti, por meio de bioensaios em condi¢BGes de laboratério, determinando os

valores da Concentragéo Letal Mediana - CLso.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biologia: Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

O mosquito A. aegypti pertencente ao filo Arthropoda, & classe Insecta, a ordem
Diptera, a familia Culicidae e ao género Aedes (CHRISTOPHERS, 1960). O desenvolvimento
pos-embrionario do A. aegypti € por holometabolia, ou seja, apresenta desenvolvimento por
metamorfose completa. Seu ciclo de vida compreende duas fases ecoldgicas distintas e
interdependentes, sendo uma aquética, compreendendo as fases de ovo, larva e pupa, € uma
terrestre correspondente ao mosquito adulto. O estdgio larval possui quatro instar de
desenvolvimento (FORATTINI, 2002).

Esse mosquito tem ampla distribuicdo geogréafica, predominando principalmente nas
areas tropicais e subtropicais situadas entre os paralelos de latitudes 35° Norte e 35° Sul e nas
zonas isotermas de 10°C em latitudes norte e sul (CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA,
1994). Esse culicideo é originario da Africa e chegou ao continente americano apos
desenvolver, em seu ambiente primario, grau significante de sinantropia (CHRISTOPHERS,
1960). E adaptado ao ambiente urbano, com hébitos domésticos, apresentando a hematofagia,
copula e oviposicdo nas primeiras horas ao amanhecer e ao anoitecer.

A dispersdo do mosquito ocorre de forma passiva, sendo por via terrestre, maritima e
aérea, através de ovos depositados em pneus usados e adultos que se abrigam dentro de
veiculos. A dispersdo ativa de A. aegypti € variavel, sendo guiada pela busca de sitios
apropriados de oviposicdo, geralmente o alcance ndo excede os 100 metros, porém, ja foi
demonstrado até 3 km, quando ndo havia recipientes para oviposi¢cdo nas proximidades. Fora
do periodo de alimentacdo, reproducdo e dispersdo, 0s mosquitos procuram abrigos com
pouca luz, auséncia de vento, umidade relativa do ar elevada e com pouco movimento para
repousar (FUNASA, 2001).

As fémeas utilizam preferencialmente criadouros artificiais para oviposi¢cdo, como
recipientes abandonados a céu aberto que acumulam agua, além de reservatérios naturais
como bromélias, bambus e escavacbes em rochas (CONSOLI e LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 1994).

A postura ¢ realizada individualmente proxima a lamina d’agua, no instante da postura
0s 0vos sdo brancos, mas adquirem coloragdo negra rapidamente. O tempo necessario para 0
desenvolvimento do ovo a adulto sofre variagdes de acordo com as condi¢des de temperatura,

umidade, disponibilidade de alimento e, normalmente, completa-se em 10 dias.
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Os ovos sdo revestidos externamente por uma camada denominada de exocério,
medem, aproximadamente 1 mm de comprimento e tém o contorno alongado e fusiforme
(GADELHA e TODA, 1985). S&o resistentes a dessecacdo, podendo permanecer viaveis no
campo, por mais de um ano, sendo observada eclosdo com até 450 dias de quiescéncia
(FUNASA, 2001).

A eclosdo das larvas ocorre ap6s o desenvolvimento embrionario em condicfes
ambientais favoraveis. O principal estimulo para a ecloséo € o contato do ovo com a agua do
criadouro. As larvas passam por quatro fases de desenvolvimento denominadas L1, L2, L3 e
L4, o periodo larval varia de quatro a sete dias. O corpo é composto de cabeca, térax e
abdémen, o abddémen é dividido em oito segmentos, a parte posterior e anal possui quatro
branquias lobuladas para regulacdo osmotica e um sifdo ou tubo de ar para a respiracdo na
superficie da agua. Na fase subsequente, correspondem ao estagio de transicdo entre o
individuo do meio aquatico para o terrestre, tém-se as pupas, que possuem o corpo dividido
em cefalotérax e abdémen, com um par de tubos respiratorios ou trombetas. Neste periodo,
geralmente de dois a trés dias, ndo ocorre alimentacdo e ha metamorfose para estagio adulto
(FORATTINI, 2002).

Os adultos apresentam térax enegrecido, ornamentado com desenho em forma de lira
no mesonoto e faixas brancas nas bases dos segmentos tarsais. O macho se distingue da fémea
por possuir antenas plumosas e palpos mais longos. Permanecem vivos em condigdes de
laboratério, comumente, por dois a trés meses, na natureza, vivem em média trinta dias
(CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1998).

Os machos e as fémeas alimentam-se de seiva de plantas, as fémeas necessitam das
proteinas presentes no sangue do hospedeiro para a maturacdo dos ovos. Essa espécie é
hematofaga, predominantemente doméstica e antropofilica. O nimero de ovos por postura
depende da quantidade de sangue ingerido durante o repasto sanguineo, mas geralmente uma
fémea produz em meédia 120 ovos (FORATTINI, 2002).
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3.1.1 Vetor de Arboviroses: Problema de saude publica

O mosquito A. aegypti € um inseto vetor de varias doencas humanas, como a dengue,
febre amarela urbana, chikungunya e zika, torna-o um problema de saude publica (LANG et
al.,, 2017). As doencas transmitidas por mosquitos estdo entre as principais causas de
mortalidade e morbidade em seres humanos. A globalizacdo das viagens e do comércio, a
urbanizacédo nédo planejada e mudangas ambientais, tém tido um impacto significativo sobre a

transmiss&o da doenca, nos Gltimos anos (ARAUJO et al., 2015).

3.1.2 Dengue

A dengue atualmente representa uma ameaca crescente para mais de 2,5 bilhdes de
pessoas em mais de 100 paises tropicais e subtropicais em todo o mundo, predomina nos
paises da Africa, Asia, Américas Central e do Sul, logo caracteriza como uma doenca de
paises pobres e em desenvolvimento (WRBU, 2017). As viagens aéreas internacionais estéo
promovendo o movimento global dos virus que causam a dengue e aumenta 0 risco de
epidemias com a introducdo de novos sorotipos do virus, em populacBes suscetiveis
(BRASIL, 2017).

A transmissdo da dengue ocorre pela picada do mosquito A. aegypti e possui 5 virus
distintos ja identificados, sendo estes: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 e
recentemente 0 DENV-5 foi identificado em uma epidemia na Malasia (WHO, 2015;
MUSTAFA et al., 2015). Uma infeccdo sequencial aumenta o risco de doenca mais grave,
resultando na febre hemorrégica da dengue (MUKTAR et al., 2016).

Atualmente, o método disponivel para prevencdo e controle da dengue é por meio do
manejo do vetor. No entanto, no meio cientifico, o objetivo maior € a obtencdo de uma vacina
que seja eficaz para o controle dos cinco sorotipos - DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 e
DENV-5 (GUY, 2011; SCHWARTZ et al., 2015).

Apesar dos esforcos para reduzir a morbidade e mortalidade, a dengue continua
negligenciada como importante epidemia mundial. Os trabalhos realizados ndo séo
globalmente coordenados, tornando assim inviavel o seu controle e a sua possivel erradicacdo
(WHO, 2017).

No Brasil, em 2017, até a semana epidemioldgica 45 foram registrados 239.076 casos
provaveis de dengue no pais, com uma incidéncia de 116,0 casos/100 mil habitantes. Nesse
mesmo periodo a regido norte registrou 21.057 casos. No estado do Amazonas foram

registrados 3.899 casos até a semana epidemioldgica 45 (BRASIL, 2017).
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3.1.3 Febre Chikungunya

Outra arbovirose com crescente incidéncia € a chikungunya ou febre de chikungunya
(CHIKV). Trata-se de uma doenca causada pelo virus da familia Togaviridae do género
Alphavirus, transmitida pela picada de fémeas dos mosquitos A. aegypti e de A. albopictus
infectadas pelo CHIKV (CDCP, 2011). Foi identificada em mais de 60 paises na Asia, Africa,
Europa e Américas, com registros de 1.135.000 casos suspeitos nas ilhas do Caribe, paises da
Ameérica Latina e EUA, causando 176 mortes nos primeiros meses de 2015 (WHO, 2015).

O significado de chikungunya vem da lingua africana makonde que diz “aquele que ¢
contorcido”, devido a forte dor nas articulagdes causada pela artrite que caracteriza a doenca
(TAUIL, 2014). No Brasil, a transmissao da chikungunya foi detectada em setembro de 2014,
na cidade de Oiapoque (Amapa), atingindo posteriormente outros estados como Distrito
Federal, Bahia, Mato Grosso do Sul, Roraima e Goias (HONORIO, 2015).

Em 2015 foram notificados no pais 38.332 casos provaveis de febre de chikungunya,
distribuidos em 696 municipios, dos quais 13.236 foram confirmados. Também foram
confirmados 6 ébitos por febre de chikungunya na Bahia (3 dbitos), em Sergipe (1 6bito), Sdo
Paulo (1 6bito) e em Pernambuco (1 6bito).

Em 2017, até semana epidemioldgica 45, foram registrados 184.458 casos provaveis
de febre de chikungunya no pais. No estado do Amazonas, 0s nimeros de casos provaveis
foram 259 (BRASIL, 2017).

3.1.4 Zika

O zika virus (ZIRKV) foi identificado, pela primeira vez, em 20 de abril de 1947, na
floresta Zika (dai o nome do virus), localizada na Uganda, na Africa, em um macaco do
género Rhesus (ZANLUCA et al., 2015; VASCONCELOQS, 2015). Em seres humanos 0 virus
foi descoberto em 1952 na Uganda e Tanzania, e em 1968 foi confirmado em amostras
biolégicas de humanos na Nigéria (STATES, 2015). O ZIKV é um arbovirus do género
Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae (OEHLER, 2013). Apesar do virus ja existir
por varios anos, somente no inicio de 2015 foi confirmada transmissdo autoctone de febre
pelo virus Zika (ZIKV) no Brasil (VASCONCELOS, 2015). Os primeiros casos surgiram na
Bahia e em S&o Paulo, logo em seguida a infecgdo pelo o ZIKV foi confirmada no Rio
Grande do Norte, Alagoas, Maranhdo, Para e Rio de Janeiro (VASCONCELOQOS, 2015).

Além disso, também foram confirmados laboratorialmente trés obitos por virus Zika

no pais: um em S&o Luis/MA, um em Benevides/PA e outro em Serrinha/RN. Recentemente,
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foi observada uma possivel correlacdo entre a infec¢do pelo ZIKA e a sindrome de Guillain-
Barré (SGB) em locais com circulacdo simultanea do virus da dengue (NHAN et al., 2014;
ZAMMARCHI et al., 2015).

Em 2017, até a semana epidemiologica 45, foram registrados 16.870 casos provaveis
de febre pelo virus Zika no pais, sendo 418 casos notificados para 0 Amazonas (BRASIL,
2017).

A ocorréncia das doencas anteriormente mencionadas estd diretamente relacionada
com a ecologia e distribuicdo do vetor, ecologia dos hospedeiros, variaveis ambientais e
ocupacdo do espaco pelo homem (FORATTINI, 2002). Os fatores estruturais e conjunturais
como concentracdo da populacdo humana e aumento da mobilidade de pessoas também
podem potencializar a propagacdo das doencas, favorecendo a expansdo e a manutencdo da
circulacdo do virus e seus vetores (GLASSER e GOMES, 2002).

3.2 Controle do vetor

N&o existindo ainda uma vacina que confira imunidade, a principal medida de
combate & doenca é mesmo o controle vetorial (HOMBACH, 2007; PERIAGO e GUZMAN,
2007; ACIOLE, 2009; SANTOS, 2014). O controle do mosquito estd baseado em varias
acOes, tais como, manejo ambiental, melhoria no saneamento bésico, coleta dos residuos
solidos, conscientizacdo da comunidade em relacdo a infestacdo domiciliar pelo mosquito,
controle quimico e bioldgico nas varias formas, sendo que cada uma vem com desafios na sua
execucdo (GENTZ et al., 2009).

A aplicacdo de inseticidas quimicos para combater os vetores é o principal tipo de
controle, entretanto, seu uso deveria ser dosado para ndo exercer pressao seletiva, e assim nédo
aumentar a populacdo de vetores resistentes (SILVA, 2017).

O principal inseticida quimico utilizado na Segunda Guerra Mundial para o controle
de insetos foi o dicloro difenil tricloroetano (DDT), tornando-se um dos inseticidas de baixo
custo conhecido. O DDT modifica a permeabilidade dos ions de potassio na membrana
nervosa, reduzindo o seu transporte, ligando-se aos canais de sédio, prolongando o influxo do
sodio e o potencial de acdo. Além do que, também inibe as ATPases neuronais, importantes
na repolarizagdo neuronal e a calmodulina, essencial a libertagcdo intraneuronal dos
neurotransmissores. A fungdo neuronal do inseto torna-se descontrolada, levando & sua morte
(D' AMATO et al., 2002; BRAGA e VALLE, 2007).
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Ainda que eficaz e de baixo custo, o uso indiscriminado do DDT trouxe vérias
consequéncias, dentre elas a resisténcia de artropodes, a acumula¢do no meio ambiente e na
cadeia alimentar. Em 1998 foi proibido o uso deste inseticida em campanhas de salude publica
no Brasil (VAN DEN BERG, 2010).

Por motivo de episodios de resisténcia em amostras de populacdes de A. aegypti aos
inseticidas em uso o Plano Nacional de Controle da Dengue (PNCD) vem, ao longo dos anos,
promovendo a sua substituicdo. Os organofosforados (malationa, fenitrotiona e temefds)
foram os primeiros a substituir os organoclorados. No entanto, os piretroides (cipermetrina e
deltametrina) sdo usados como alternativa para substituicdo dos organofosforados, por sua
alta eficiéncia contra mosquitos adultos, sendo necessario menores quantidades de produto
ativo (MACORIS et al., 1999; ACIOLE, 2009; ZARA et al., 2016).

Uma das principais desvantagens para o uso de inseticidas quimicos, no controle de
mosquitos, é o risco de contamina¢do ambiental e os efeitos indiscriminados de organismos
nio-alvo (GONZALES et al., 2017). Devido aos problemas provocados pelo uso
indiscriminado dos inseticidas quimicos, medidas de controle alternativas sdo amplamente
utilizadas, incluindo micro-organismos entomopatogénicos (BECKER e ASCHER, 1998;
SILVA e SILVA, 2000; POWELL e TABACHNICK, 2013; CASTAGNOLA e STOCK,
2014).

As bactérias foram os primeiros agentes empregados no controle bioldgico de larvas
de mosquitos. Considerando os fungos entomopatogénicos, embora ndo existam produtos
especificos para mosquitos, estes foram capazes de infectar ovos, larvas e adultos de A.
aegypti. Outros tipos de organismos, como baculovirus e peixes larvéfagos, também séo
empregados no controle desses vetores (LUZ et at., 2007; LELES et al., 2010; PAULA et al.,
2011; SOUSA et al., 2013).

3.2.1 Resisténcia dos vetores aos inseticidas

O uso de inseticidas sintéticos esta a frente nas acdes de controle de vetores em muitas
partes do mundo. Muitos desses produtos quimicos sdo toxicos para a saide humana, vegetal
e vida animal, além dos efeitos negativos sobre insetos ndo alvos e a resisténcia dos
mosquitos a estes inseticidas, cujos registros tém aumentado nas ultimas décadas
(RAHUMAN et al., 2009; BISSET, 2002).

De acordo com a Organiza¢do Mundial de Satude (OMS), a resisténcia a inseticidas € a

capacidade de uma populacdo de insetos tolerar doses de um determinado inseticida, as quais
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exerceriam uma acdo letal sobre a maioria dos individuos de uma populacdo normal, da
mesma espécie (ACIOLE, 2009).

Em consequéncia dessa intensa utilizacdo de inseticidas, observou-se que 0s
organismos desenvolvem resisténcia a tais compostos, apds um determinado tempo de
contato. Em 1946, o nimero de insetos resistentes a estes produtos era de apenas 2, em 1962
eram 81 e seis anos depois esse numero aumentou para 102 (WHO, 1992). Nos anos 80
aumentou para 150 e na decada de 90 ja eram mais de 500 (GEORGHIOU e LAGUNES-
TEJEDA, 1991).

Destes, mais de 100 eram mosquitos, dos quais 56 eram anofelinos e 39 culicideos.
Considerando os culicideos, duas espécies sdo do género Aedes, resistentes a 16 tipos de
inseticidas (FONSECA e QUINONES, 2005; SERDEIRO et al., 2017). Nos mosquitos Aedes,
a resisténcia ao DDT foi observada, pela primeira, vez em 1947. Estes dados mostram que o
amplo uso de inseticidas quimicos tem levado ao desenvolvimento da resisténcia, como um
resultado de selecdo de genes especificos (ACIOLE, 2009).

Estudos realizados por Pridgeon et al. (2008) demonstraram que 19 inseticidas da
colecdo do Comité de Acdo a Resisténcia a Inseticidas (IRAC), mostraram atividade em trés
espécies de mosquitos, incluindo A. aegypti. Com este trabalho demonstrou-se que esta
espécie apresenta varios niveis de susceptibilidades aos inseticidas avaliados, e que para ter
sucesso no controle dos vetores, se faz necessario buscar novos compostos para serem
utilizados em espécies susceptiveis.

No entanto, existem alguns fatores que influenciam nos insetos quanto a evolucdo da
resisténcia aos inseticidas. Estes se referem a genética da resisténcia, a biologia, a ecologia do
inseto e ainda a execucdo de medidas operacionais, utilizadas nas acbes de controle
(GEORGHIOU e TAYLOR, 1986; GUARDA et al., 2016).

Os fatores genéticos da resisténcia dizem respeito, especialmente, a presenca e a
frequéncia na populacdo de alelos que conferem resisténcia (GEORGHIOU e TAYLOR,
1986). Portanto, a resisténcia € uma caracteristica herdada e estabelecida por alelos os quais
podem ser recessivos, dominantes ou codominantes (BROWN, 1986, BUSATO et al., 2015).
Os fatores bio-ecoldgicos referem-se ao ciclo de vida e a ecologia do inseto, cujos parametros
podem alterar a resposta da selecdo que conduz a resisténcia. Sendo assim, quanto maior o
numero de geracdes por ano, mais rapida sera a evolucao da resisténcia. Portanto, os fatores

operacionais sdo aqueles relacionados a aplicagdo dos pesticidas e estes estdo sob o controle
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do homem. Relacionam-se com tempo, dose e as formula¢Ges dos inseticidas a serem
utilizados em cada localidade (GEORGHIOU e TAYLOR, 1986).

3.2.2 inseticidas de origem botanica: modalidades de controle vetorial

O uso de inseticidas botanicos para controle de pragas ndo é uma estratégia nova,
técnicas semelhantes foram usadas ha 4.000 anos na India, enquanto que na China e no Egito,
0s inseticidas botanicos foram utilizados para controlar as pragas em graos armazenados ha
cerca de 3.200 anos (VENZON, 2010).

Ao longo da evolucdo, acredita-se que muitos metabdlitos secundarios das plantas tém
a funcdo defensiva ou protetora contra-ataques de insetos (MENEZES, 2005). Os mais
comuns destes metabdlitos incluem os alcaloides, fendlicos e os terpendides (OLIVEIRA et
al., 2014). Estas substancias podem estar presentes em toda a planta ou em partes isoladas
dos tecidos, podendo ser obtidas por extracdo com solventes organicos ou por destilagdo a
vapor (CASTRO et al., 2005; DIETRICH et al., 2013).

Os mecanismos de acdo podem variar, especialmente quando a atividade € devido a
uma mistura complexa de compostos, que podem ser tdxicos ou repelentes aos organismos
alvo e causar mudangas no desenvolvimento, incluindo esterilidade, crescimento reduzido,
ruptura da cuticula e comportamento alterado (ISMAN, 2000; BENELLI et al., 2012; ATTIA
et al., 2013). Além disso, a exposicdo a misturas diferentes dos compostos diferencialmente
biossintéticos, encontrados em extratos de plantas, podem retardar a evolucao da resisténcia
(ISMAN, 2000; KOUL, 2008; KOUL et al., 2008; PAVELA, 2011).

Considerando o controle vetorial do A. aegypti, um fator relevante é a busca por
substancias biologicamente ativas, com propriedades inseticidas e de repeléncia. Estas
substancias possuem um grande potencial para o controle de mosquito, especialmente aquelas
com atividade larvicida e adulticida, pelo fato de substituir 0 uso de inseticidas quimicos.
Estes frequentemente mostram efeitos colaterais nos seres humanos como os distdrbios
sensoriais cutaneos, hipersensibilidade, neurite periférica e irritante de mucosas, sendo
utilizados rotineiramente como pesticidas na agricultura e também nas ac¢des de controle de
vetores (BAGAVAN et al., 2009; KAMARAJ et al., 2010).

A utilizagdo pelo homem de plantas e dos seus derivados como inseticidas € conhecida
ha muitos anos (ACIOLE, 2009). O trabalho reportado por Roark (1947), em Shaalan et al.
(2005), ja descrevia cerca de 1.200 espécies de plantas apresentando este potencial.

Atualmente ha na comunidade cientifica interesse no desenvolvimento de novas estratégias
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para controlar e reduzir o uso de produtos tdxicos. Uma alternativa é usar um inseticida
boténico, que seja sustentdvel e menos tdxico do que inseticidas sintéticos, para combater o
mosquito A. aegypti.

Os inseticidas botanicos atualmente podem ser sintetizados a partir de extratos de
folhas, sementes, frutos e dleo de muitas espécies de plantas. E possivel isolar os
componentes quimicos dos extratos e realizar bioensaios larvicidas ou testes com mosquitos
adultos em laboratdrio e em campo (GUISSONI et al., 2013; ZARA et al., 2016).

A utilizacdo de plantas e de produtos derivados preparados a partir de seus
constituintes, como extratos e 6leos essenciais, contra culicideos tém aumentado nos paises
industrializados, inclusive no Brasil. E por ser um pais com uma flora rica e diversa, este tipo
de estudo vem se desenvolvendo largamente. Observando os achados na literatura envolvendo
publicacBes que utilizaram dleos essenciais percebe-se 0 quanto é vasta esta abordagem e a
eficacia destes como alternativa de controle contra mosquitos (NAVARRO et al., 2009). Pois
estes apresentam compostos biodegradaveis, produtos ndo tdéxicos e potencialmente
adequados para utilizacdo no controle de larvas de mosquito (AMER e MEHLHOR, 2006;
SOONWERA e PHASOMKUSOLSIL, 2016).

Varios trabalhos tém demonstrado a busca e o desenvolvimento de extratos brutos ou
6leos essenciais ou, ainda, de compostos isolados que atuam contra mosquitos, inclusive para
A. aegypti (AMER e MEHLHORN, 2006; SILVA et al., 2006; CHAMPAKAEW et al.,
2007; GLEISER e ZYGADLO, 2007; GERIS et al., 2008; MULLAI et al., 2008;
PAVELA, 2008; RAHUMAN et al., 2008; SILVA et al., 2008; LEYVA et al., 2009;
NAVARRO et al., 2009).

Um exemplo é o estudo de Medeiros et al. (2013) que avaliaram a atividade larvicida
do Oleo essencial do cravo-da-india, Eugenia caryophyllata, em larvas de A. aegypti,
observando a eficacia e o valor da CLso (3,6 ppm). Em outro trabalho realizado por Medeiros
et al. (2011) foi demonstrado que a atividade larvicida do extrato aquoso de E. caryophyllata
atua em A. aegypti, de amostras observadas em campo. O extrato aquoso desta planta
mostrou-se efetivo no controle das larvas em aparadores de vasos nas residéncias, mostrando
atividade por um periodo médio entre 8 a 10 dias de efetividade. Os compostos naturais
sofrem alta biodegradacdo, motivo pelo qual os inseticidas vegetais foram substituidos pelos
sintéticos no passado (MARCOMINI, 2009).

A E. caryophyllata pertence a familia das Mirtaceas, nativa da Indonésia e produz

pequenos botdes de flores, é conhecida popularmente como cravo-da-india. O cravo tem sido
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usado por décadas, como condimento, perfume, na medicina e na odontologia, cuja
explicagdo estd na presenca de um constituinte majoritario biologicamente ativo chamado
eugenol (SANTOS, 2010; GUZMAN et a., 2018).

O eugenol (Figura 1) é o principal componente fendlico do dleo extraido do cravo-da-
india, perfazendo aproximadamente 90% do volume total (SANTOS et al., 2009;
KAUFMAN, 2015). Seus componentes presentes em menor volume sdo o acetato de eugenila

e B-cariofileno, cujo volume corresponde a 10% do 6leo extraido (ROBBERS, 1996).
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FIGURA 1. Estrutura quimica do eugenol.
Fonte: http://gnint.shq.org.br

Estudos em laboratério demonstraram propriedades farmacoldgicas adicionais desta
espécie, como potente fungicida, bactericida para microorganismos gram-positivos e gram-
negativos, anestésico, antioxidante, antiinflamatério, antialérgico, anticarcinogénica,
antimutagénica e inseticida (HE et al., 2007; GUENETTE et al., 2007).

Entretanto, o eugenol apresenta problemas quanto a solubilidade em meio aquoso, em
virtude de sua natureza lipofilica (SANTOS, 2010). Esta caracteristica estabelece uma dificil
relacdo entre solubilidade de biodisponibilidade, limitando sua utilizacdo em formulactes
farmacéuticas. Outra desvantagem do emprego do eugenol sdo as elevadas concentracfes do
6leo, para atingir o efeito desejado (MATELIC et al., 2008).

3.2.3 Inovacoes biotecnoldgica no controle de mosquitos

Tendo em vista que os produtos derivados de fontes vegetais s@o importantes e podem
ser usados nas acOes de combate ao A. aegypti, diversas pesquisas realizadas nas ultimas
décadas se concentram na busca e elaboracdo de novos inseticidas boténicos, para o combate
de mosquitos (NERIO et al., 2010; BENELLI et al., 2013; ISMAN e GRIENEISEN 2014
DIAS e MORAES, 2014; PAVELA, 2015; PAVELA e BENELLI, 2016; GHAYEMPOUR e
MONTAZER, 2016; GOVINDARAJAN et al., 2016). O uso de ferramentas tecnoldgicas
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capazes de melhorar a eficacia dessas substancias pode trazer contribuicdes significativas para
a producdo de novas formulacbes (FORIM et al., 2013; GOGOS et al., 2012).

O estudo da prospeccdo tecnologica e das formulacBes biotecnoldgicas podem ser
usados para melhorar a estabilidade e eficacia desses produtos naturais (GHORMADE et al.,
2011; PERLATTI et al., 2013; ZARA et al., 2016). Eles também podem proporcionar uma
forma de minimizar os efeitos tdxicos indesejaveis, em organismos ndo alvos, além de
melhorar a estabilidade fisico-quimica e prevenir a degradacdo do agente ativo, por
microorganismos (GOGOS et al., 2012; PERLATTI et al., 2013; DURAN e MARCATO,
2013).

Além disso, um sistema de liberacdo/suporte pode ser personalizado para ser
controlado por difusédo, pela erosdo, controle de inchaco ou combinacdes destes, devido a sua
natureza lipofilica, os larvicidas com base em dleo ou seus derivados devem ser preparados
para serem aplicados efetivamente na dgua, dependendo do sistema de transferéncia de massa
envolvido (POTHAKAMURI e BARBOSA-CANOVAS, 1995; ARIFIN et al., 2006;
TRAMON, 2014).

Sobretudo, as pesquisas realizadas com tecnologias poliméricas, incorporando
inseticidas botanicos, estdo focadas principalmente na sintese de nanoemulsdes, nanocapsulas
e microparticulas, sendo o principal foco em cosméticos, drogas, embalagens de alimentos e
conservantes (ACEVEDO-FANI et al.,, 2015; MANJU et al., 2016). Entretanto, essas
tecnologias poliméricas apresentam grande potencial como ferramenta para utilizacdo no
controle de insetos vetores.

Portanto, de maneira a reduzir os problemas associados a molécula de eugenol, dentre
as varias alternativas, ha a possibilidade de adicionar grupos funcionais a sua estrutura
(SANTOS, 2010). Esta reacdo possivelmente minimizara alguns problemas encontrados no
eugenol, melhorando suas caracteristicas fisicas e quimicas. Outras vantagens da modificacdo
realizada s@o a diminuicdo da instabilidade e mudanca do estado fisico (SANTOS et al.,
2009). O eugenol apresenta a possibilidade de adicionar grupos quimicos a sua estrutura
(ELGENDY e KAHYYAT, 2008), resultando em um produto de maior valor agregado, como
0 exemplo a polimerizacdo, sendo uma alternativa na liberagdo do eugenol.

Os oOleos vegetais sdo matérias-primas com grande potencial, pois podem ser
submetidos a diversos processos e, desta forma, gerar uma gama de derivados com indmeras
aplicacOes. Estes processos podem ser feitos pela introdugdo de grupos funcionais ou da

modificagcdo da cadeia carbonica (COSTA, 2001; BILIA et al., 2014). A rea¢cdo mais comum
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é a epoxidacdo. Os epoxidos ou oxiranos sdo estruturas versateis devido a polaridade e a
tensdo existente em sua estrutura. Portanto, suscetiveis a reacdo com um grande numero de
reagentes, tornando possivel a obtencdo de outros produtos.

Os epoxis fazem parte de uma das mais importantes classes de polimeros termofixos e
tém se destacado, desde a sua descoberta em 1940, até os dias atuais. As inimeras formas de
processamento tornam possivel suas aplica¢fes nas mais diversas areas como tinta, adesivos e
revestimentos (SANTOS, 2009; FERDOSIAN et al., 2015).

3.2.3.1 Epoxis
Resinas epoxidicas ou epOxi sdao compostos cujas moléculas apresentam pelo menos
dois grupos funcionais em sua estrutura (MAY, 1988). Estes grupos epoxi podem ser interno,

terminais e em estruturas ciclicas (Figura 2).
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FIGURA 2. Posicdes dos grupos epdxi: a) internos; b) terminais e c) estruturas ciclicas.

Fonte: http://gnint.shq.org.br

No geral, o termo epOxi é empregado para denominar substancias liquidas ou soélidas
que possuam elevada massa molecular e que possam ser polimerizadas por meio de agentes
de reticulacdo/cura, a fim de obterem-se polimeros termofixos. A principal resina epoxi

comercializada é denominado diglicidil éter do bisfenol-A (DGEBA) (Figura 3).
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FIGURA 3. Estrutura da resina epoxi diglicidiléter do bisfeno-A (DGEBA).
Fonte: http://gnint.sbg.org.br

Estas resinas s@o muito utilizadas devido ao seu menor custo e maior versatilidade
(MAY, 1988). Originam-se da reacéo entre a epicloridrina e o bisfenol-A. As estruturas sdo

mostradas na figura 4.
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FIGURA 4. Reagentes mais utilizados na sintese de resinas epoxi: a) epicloridrina e b) bisfenol-A.

Fonte: http://gnint.shq.org.br

As resinas sdo classificadas por meio do peso equivalente em epoxi (EEP), que é
definido como a razdo da massa molecular da resina pelo nimero de anéis epoxi. Em geral,
para as resinas liquidas tem-se valores de até 229; para as semi-solidas varia de 230 a 459 e
para as solidas maiores que 460 até 5000. O EEP é utilizado para calculo estequiométrico de
proporcéo entre resina e reticulante (MUSTAFA et al., 2009).

Considerando as caracteristicas bésicas das resinas epoxi, estas apresentam: baixa
viscosidade, alta velocidade de cura, baixa contracdo durante a cura, alto poder adesivo, boas
propriedades mecéanica e elétrica, 6timo isolantes, boa resisténcia a agentes quimicos e a
corrosdo. Devido a estas caracteristicas, as resinas epOxi tém um vasto campo de
aplicabilidade, tais como: adesivos, soldas e material para vedacdo de barcos de metal,
plasticos e automdveis, material de fundicdo para moldes e protétipos, em equipamentos
elétricos e eletrénicos (RODRIGUES, 1991; MUSTAFA et al., 2009).

3.2.3.2 Resinas epdxi obtida de 6leos vegetais

O crescente interesse pela obtencdo de polimeros, a partir de fontes renovaveis e a busca
por resinas epoxi mais flexiveis e com maior resisténcia ao impacto, incentivaram a utilizacéo
de 6leos vegetais epoxidados, como resina epoxi (COSTA, 2001; OLIVEIRA et al., 2014;
WAN et al., 2016).

As diversas possibilidades de combinacGes entre o agente de cura e a resina epoxi
tornam possivel a obtencdo de varios tipos de materiais. No entanto, quando estes materiais
possuem altas temperaturas de transicdo vitrea e alto modulo elastico, estes apresentam baixa
resisténcia ao impacto e tornam-se suscetiveis a fratura na estrutura (GUZMAN et al., 2018).

A incorporacdo de 5% a 10% de Oleos vegetais epoxidados, em formulagdes de resina
epoxi, proporcionam uma melhora substancial da resisténcia ao impacto e, desta forma,
diminui a ocorréncia de fraturas. A aplicacdo de 0leos vegetais modificados na industria

guimica apresenta-se como uma importante alternativa por se tratar de fontes renovaveis.
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Oleos vegetais epoxidados ocupam papel de destaque na preparacdo de intermediérios
quimicos, como base para uma grande variedade de produtos (BIERMAN N et al., 2000).

Reagentes epoxidantes sdo as substancias responsaveis pela inser¢cdo do oxigénio na
ligacdo dupla carbono-carbono, formando anel epoxi. O uso de sistemas enzimaticos capazes
de epoxidar enantios seletivamente e olefinas ndo-funcionais, também sdo utilizados
(HOLLEBEN e SCHUCH, 1997; KONG et al., 2014).

Diversos métodos para a obtencdo de epdxidos sdo descritos na literatura e
compreendem: 1. utilizacdo de cataliticos heterogéneos de estruturas de tiranosilicatos (KUO
e CHOU, 1990); 2. epoxidacdo de compostos oriundos de gordura insaturada utilizando
dioxiranos (FOGLIA et al., 1998); 3. geracdo de peracidos de aldeidos (KUO e CHOU,
1990); 4. auto-epoxidacdo quimico-enzimatico catalizada por Novozym 435® imobilizado
(WARWEL e KLAAS, 1995; BENYAHYA et al., 2014).

O peréxido de hidrogénio é o reagente epoxidante mais utilizado, porém devido a sua
baixa eletrofilicidade, necessita ser ativado para reagir com uma olefina. Esta ativagéo,
normalmente é feita pela conjugacdo do grupo hidroperoxido com ligacGes multiplas ou pela
acao de um catalisador metalico (HOLLEBEN e SCHUCH, 1997). Industrialmente, para a
epoxidacdo de ésteres de acidos graxos, utiliza-se a mistura de acido formico/peroxido de
hidrogénio ou perécidos (BIERMAN N et al., 2000).

As resinas epOxi sdo caracterizadas por um ou mais anéis epoxidos, a versatilidade
destas resinas advém do processo de reticulacdo (cura), que ocorre por meio de reacbes de
abertura do anel, quando submetidas ao calor na presenca de um agente reticulante, como
diaminas, anidridos, &cidos dicarboxilicos, didis e alcdxidos (SONNET e FOGLIA, 1996;
MIRANDA et al.,1997).

Os 6leos vegetais podem ser quimicamente modificados a fim de serem aplicaveis em
diversas areas. Dentre estas cita-se biodiesel, combustivel, medicamentos, cosméticos,
surfactantes, aditivos para polimeros, entre outros (ASHBY e FOGLIA, 1998; MEIER et al.,
2007 ). Os polimeros, obtidos a partir de Oleos vegetais, podem ser usados como
revestimentos de superficies, tintas, borrachas, lubrificantes, assim como substituir compostos
petroquimicos (GUSTONE, 2000; MEIER et al., 2007). Alguns exemplos de polimeros
preparados a partir de triglicerideos de Oleos vegetais sdo: poliésteres, poliuretanas,
poliamidas e resinas epoxi (GUNNER et al., 2006).

Os poliésteres podem ser sintetizados de diferentes maneiras, tais como

policondensacdo de hidroxi-acidos ou de um diécido, ou anidro e um diol, ou polimerizacdo
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por abertura do anel de lactonas etc., (GUNNER et al., 2006). Os poliésteres, preparados a
partir de anidridos e &cidos graxos (provenientes de 6leos vegetais), sdo chamados de resinas
alquidicas devido as longas cadeias de acidos graxos.

A versatilidade desses polimeros com grupos carboxilicos terminais, modificado com
resinas epdxi, como glicidil éter, promove a utilizacdo em revestimentos, visto que esta
utilizacdo exige elevadas propriedades de impacto e resisténcia a solventes (MOTAWIE, et
al., 1998). No caso das resinas ep0xi, a versatilidade na aplicacdo vai da industria aeroespacial
a aplicacBGes impermeabilizantes de baixo valor agregado, para embarcacdes (MATEJKA et
al., 1983; NUCCI et al., 2006). Estes materiais apresentam uma vasta gama de aplica¢des
como, por exemplo, em cosmeéticos, na agricultura, na liberagdo gradual de agua e nutrientes,
em purificacdo de &gua, sensores e na area médica, principalmente em lentes de contato,
engenharia tecidual e liberacdo controlada de farmacos (WATANABE et al., 2008).

Os estudos de resinas é uma area amplamente multidisciplinar, abrangendo ciéncia dos
materiais, quimica, engenharia biomédica e ciéncias farmacéuticas (WATANABE et al.,
2008). Nos ultimos anos, o interesse no uso desses materiais na area biomédica e farmacéutica
vem aumentando devido ao alto teor de agua, em sua composicdo, natureza borrachosa,
semelhante aos tecidos naturais e sua biocompatibilidade.

O melhoramento continua e a aceleracdo da pesquisa e desenvolvimento de materiais
poliméricos teve um grande reflexo, no uso desses materiais em sistema de liberacdo
controlada. Os sistemas poliméricos disponiveis podem ser classificados de acordo com seus
mecanismos de liberacdo, em quatro grandes categorias: Sistemas (1) controlados por difuséo,
(2) controlados pela penetragdo de agua, (3) controlados quimicamente e (4) controlados
magneticamente (OLMO, 2008; LIECHTY et al., 2010).

Neste sentido, utilizou-se técnicas de inovacgdes biotecnoldgicas, como a epoxidacéo e
polimerizagdo, que esta presente nas varias areas da inddstria a salde humana, a partir do
desenvolvimento de um formulado de derivados ativos. Apresentando um modelo de estudo
com formulados poliméricos de eugenol epoxido, onde foi avaliado seu potencial larvicida,
constituindo-se em ferramenta eficaz para o controle do A. aegypti. Objetivando o estudo de

novas estratégias de controle do vetor.
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4 MATERIAL E METODOS

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

4.1 Sintese do derivado do eugenol

O derivado foi preparado a partir do eugenol da marca Sigma-Aldrich com pureza de
99%. A obtencdo do derivado seguiu a metodologia de Boltze et al. (1972) sendo realizado
em duas etapas consecutivas, usando as reagcdes de metilacdo (Etapa 1) e epoxidagédo (Etapa
2), como mostra na figura 5.

Obtencio do derivado epéxido

Etapa 1:Metilacio Etapa2: Epoxidacio
4, agitacioc erefluxo.
h 4
6,7Sdgede' nfel:llato 40 g do produoio final (etapa 1)
si he: em 150 ml. de tolneno.
137 mil.de Tetira- l
hidroforano. 50 mI.de epicloridrina (50 min_.)

h 4
0.5 de l por 72 horas.
engenol. Agqguecida até 80 °C
Moniton:-ia.l
Remocio de tracos
TLC e testede
peraxido. Lavada com agoa destilada por
l Cinco vezes.
Fracoes comparadas l Retirada do solvente
porCCiy. Roia de evaporacao; agoecida 60 °C
l por seis horas.
Lavada.
Drerivado %
NaHCO; -3 x 10 ml bruto.
agna destilada-3 x 10 ml Purificado atravésda
destilacio fracionada
Seca. A i
Sulfato desodio e Fracgdoes obtidas.
evaporada. I Polimerizadas I
Vvacno. l l
Pé de cor cinza (produto _ Biocensaios
final etapa 1) atividade larvicida

Figura 5. Fluxograma da obtencao do derivado epoxido.
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Inicialmente (Etapa 1) um bal&o bi-tubular de 500 mL, foi purgado em uma corrente
vigorosa de nitrogénio por 10 minutos antes da sua utilizacdo, ap6s montado o sistema seguiu-
se para a pesagem dos reagentes, pesados em capela de atmosfera inerte (Box), o agente
alcalino foi dissolvido em Tetra-hidrofurano - THF (6,75 g de metilato de sodio - CH3:ONa
em 137 mL de Tetra-hidrofurano — C4HgO) sob agitador magnético em temperatura de -5 °C.
Depois de dissolvido o metilato de sodio, adicionou-se 20,5 mL de eugenol, o baldo reacional
ficou nas primeiras duas horas em banho de gelo -5 °C, permanecendo em refluxo e com
agitacdo constante, ap0s esse tempo, permaneceu em temperatura ambiente sob nitrogénio por
24 horas (Figura 6).

Figura 6. Reator contendo a mistura para obtencdo do derivado de eugenol.
Fonte: Vale, E. S. M. 2015

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

Apo0s 24 horas, a mistura foi cuidadosamente lavada com uma solucdo aquosa saturada
de bicarbonato de sédio (NaHCOsz - 3 x 10 ml) e agua destilada (3 x 10 mL). A camada
organica foi separada, seca sobre sulfato de sodio (Na2SO4) e evaporada sob presséo reduzida
a temperatura ambiente, em seguida, o baldo foi levado para capela, onde foi ligado a uma

bomba a véacuo para retirada total do solvente, resultando em um pé de cor cinza (Figura 7).
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Figura 7. Reator ligado a bomba de vacuo para retirada do solvente.
Fonte: Vale, E. S.M. 2015

Na reacdo de epoxidagdo (Etapa 2) foi utilizada a epicloridrina (95%) da seguinte
maneira: em um baldo bi-tubular de 500 mL, foi adicionado 40 g do produto (Etapa 1) em 150
mL de tolueno sob agitacdo e refluxo constantes, o tolueno foi utilizado para minimizar a
abertura do anel (GAN et al., 1992; CAMPANELLA et al., 2007). Depois de dissolvido o
produto (Etapa 1), com o auxilio de um funil adicionou-se 50 mL de epicloridrina,
acrescentando lentamente em um intervalo de aproximadamente 50 minutos. A mistura foi
aquecida até 80 °C sob agitacdo/refluxo constantes por 72 horas. Ao término da reacdo, a
solucdo foi resfriada até temperatura ambiente e colocada em péra de decantacdo para
separacdo das fases aquosa e organica, depois purificada com agua destilada, repetindo a
lavagem e separacdo de fases por cinco vezes para remoc¢ao de tracos.

A remocdo de grande parte do solvente foi por rota de evaporacdo, a outra parte
reacional contendo o tolueno residual foi aquecida até 60 °C a véacuo por seis horas para
retirada total do solvente. Obteve-se o derivado na forma bruta, que foi purificado através da
destilacdo fracionada. No baldo contendo a substancia viscosa estd foi aquecido com uma
pistola de ar quente, chegando a 180 °C (Figura 8), as oito fracdes obtidas foram
polimerizadas e utilizadas nos bioensaios seletivos para verificar atividade larvicida.
Posteriormente, as oito fragdes foram caracterizadas por meio da analise de RMN de 'H, e a

fracdo FE8 identificada como eugenol epdxido.
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Figura 8. A - Pistola de ar quente utilizada. B — Sistema para obtencéo das fracdes.
Fonte: Vale, E.S.M. 2015.

4.2 Polimerizacao

Inicialmente foi obtido um sistema pré-formulado incorporado com 10% das fragdes,
totalizando oito pré-formulados: FE1, FE2, FE3, FE4, FE5, FE6, FEO7 e FE8, os quais
posteriormente foram testados nos bioensaios seletivos (ver item 4.5.1).

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

A formula utilizada para os céalculos de preparo dos formulados foram de acordo com

DOW® (Phr - partes em peso de amina por 100 partes de resina)*:

EEWmix = Total Wt/ (Wta/EEWa) + (Wtb/EEW)) =
*= Descrigdo dos calculos em anexo 1 e 2.

A mistura foi mantida sob agitagdo manual por 5 minutos, a temperatura ambiente (24

°C). Ap6s homogeneizacdo, a mistura foi transferida para seringas de 5 mL (Figura 9). As
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seringas contendo as formulagGes foram submetidas ao ciclo de cura em estufa, a uma
temperatura de 50 °C overnight. Finalmente os materiais foram resfriados lentamente até

temperatura ambiente (25 °C).

Figura 9. Seringas contendo os materiais com os formulados poliméricos.
Fonte: Vale, E.S.M. 2015.

4.3 Técnica de caracterizacdo

4.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)**

A caracterizagdo e confirmagéo das etapas anteriores a polimerizacdo foram realizadas
por RMN !H, onde mostra os picos relevantes em desenho esquematico, sendo o grafico
apresentado no decorrer deste trabalho. Os espectros de RMN !H foram obtidos no
Laboratdrio de Quimica Organica da Universidade de Helsinki (Finlandia), em equipamento
Varian modelo Inovar 400 MHz, a 25 °C. Utilizou-se tetrametilsilano (TMS) como referéncia
interna. Foram pesados 2 mg das amostras e solubilizadas em 0,5 mL cloroférmio deuterado
(CDCls), solubilizadas em solvente adequado por se tratar de amostras com menor polaridade.
O deslocamento quimico foi registrado utilizando o pico de solvente residual de cloroférmio

expresso em ppm.

**= resultados expandidos em graficos das amostras analisadas (FE1, FE2, FE3, FE4, FE5,
FE6, FE7 e FE8) em anexo final.

4.4 Criagao das larvas usadas nos bioensaios

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

Ap0s sete dias as armadilhas ovitrampas foram recolhidas e levadas para o insetario do
laboratério de malaria e dengue no INPA, onde foram colocadas para secar. Posteriormente
essas palhetas foram observadas em microscopio estereoscopico para verificar a presenca de
ovos. As palhetas que continham ovos eram colocadas em bacias plasticas contendo agua
desclorada para eclosdo das larvas. Apo6s a eclosdo, as larvas eram transferidas para cubas de
plasticos contendo &gua, onde eram alimentadas diariamente com a racdo para roedores
(Teklad Global 18%) e racdo para gato (Whiskas®), em uma proporcéo de 1:1.

A limpeza das bacias ocorria a cada dois dias de acordo a metodologia de rotina do
laboratério de maléria e dengue (PINHEIRO e TADEI, 2002). As larvas foram mantidas nas
bacias plasticas até atingirem o estagio de pupa, sendo transferidas para gaiolas para
emergéncia dos adultos.

Com auxilio de chave de identificacdo, os individuos adultos (machos e fémeas) de A.
aegypti foram identificados e transferidos para gaiolas teladas para producdo da geracdo F1
(CONSOLI e LOURENGCO-DE-OLIVEIRA, 1994; WRBU, 2017). No interior da gaiola
foram colocados erlenmeyer contendo algoddo ou gaze embebido em solucdo agucarada a
10%, para alimentacdo dos adultos. As fémeas além da solucdo acucarada, receberam duas
vezes por semana repasto sanguineo em um hamster (Mesocricetus auratus) anestesiado
(CEUA-026/2016).

No interior das gaiolas os mosquitos realizam o acasalamento e a oviposicao, apds o
repasto sanguineo as fémeas depositavam seus ovos em copos plasticos de 100 mL revestido
com uma fita de papel filtro umedecida, medindo 3 cm de altura por 22 cm de comprimento,
essa fita servia substrato para as fémeas depositarem os ovos (Figuras 10). Apés o periodo de
oviposicdo, que durava em media de trés a cinco dias, 0s copos com as fitas contendo 0s 0vos

eram retirados das gaiolas e armazenados em local apropriado no insetario.
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Figuras 10. A — Gaiola utilizada para a criagdo dos mosquitos adultos. B — Copo contendo fita de papel de filtro
com ovos das fémeas de Aedes aegypti.
Fonte: Vale, E. S. M. 2017.

4.4.2 Obtencéo das larvas

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

(Figura 11) e rag&o, até atingirem o terceiro estadio de desenvolvimento larval.

Figura 11. Bacia plastica contendo agua, alimento e as fitas de papel com os ovos.
Fonte: Vale, E.S.M. 2017.

A limpeza das bacias ocorria duas vezes por semana para evitar a formagéo de pelicula
na superficie, e consequentemente a proliferagdo de microorganismos. As larvas de 3° estadio
foram selecionadas para os bioensaios, sendo as demais mantidas nas bacias para atingirem o
estagio de pupa, posteriormente foram transferidas para gaiolas, de emergéncia dos alados. Os
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mosquitos alados foram mantidos para reproducdo e reposicdo do estoque de ovos do
laboratdrio, para estes era oferecida alimentacdo conforme descrito no item 4.4.1.

4.5 Bioensaios

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

do formulado, por meio da estimativa da Concentracéo Letal Mediana (CLso).

4.5.1 Bioensaios seletivos

Inicialmente, foram conduzidos bioensaios seletivos para testar a toxicidade dos
formulados poliméricos em larvas de A. aegypti. Para estes bioensaios foram preparados oito
pré-formulados (FE1, FE2, FE3, FE4, FE5, FE6, FEO7 e FES8) incorporados com 10% de cada
fracdo, resultantes da destilacéo fracionada.

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

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

fracdo que continha a fracdo identificada como eugenol epdxido.
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4.5.2 Bioensaios dose

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

Nos bioensaios foram montadas réplicas de cinco copos plasticos com capacidade de
180 mL contendo cada copo: 50 mL de agua destilada, 20 larvas de terceiro estadio e a dose
do formulado polimérico: 5 mg; 4mg; 3 mg; 2 mg e 1 mg (Figura 12). Em cada copo foi

adicionado racédo (ver item 4.5.1).

Figura 12. Disposicdo dos copos plasticos durante a realiza¢do dos bioensaios.
Fonte: Vale, E. S. M. 2016.

Em cada bioensaio foram preparados dois grupos controle: um negativo e um positivo.
No grupo controle negativo o copo plastico continha somente agua, servindo como base para
mensurar a mortalidade natural das larvas que, segundo o0s critérios estabelecidos por
Dulmage et al. (1990), ndo deveria ultrapassar 10%. No controle negativo (0%), o copo
plastico continha apenas o formulado (GlyDGE + TTGE, TEGDA, EtOH) sem o eugenol
epoxi (ver Tabela 1). Os bioensaios foram realizados em trés repeti¢cfes, montados em dias
alternados, e o intervalo de confianga de 95%. Em ambos os ensaios, apds a aplicacdo do
formulado polimérico, foi realizada a contagem das larvas vivas e mortas nos intervalos de
24, 48 e 72 horas.
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4.6 Concentragéo Letal Mediana (CLso)

A Concentracdo Letal Mediana (CLso) foi obtida por andlise de Probit (FINNEY
1981), com o auxilio do programa POLO-PC / LeOra Software — 1987, a partir dos dados de
mortalidade das larvas nos bioensaios de dose. As retas foram construidas com base nos
valores de probit esperado a partir da equacdo de regresséo linear e do probit observado

obtido pela conversédo dos percentuais de mortalidade (FINNEY 1981).
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5 RESULTADOS
5.1 Caracterizacdo espectroscopica do eugenol epoxido
A figura 13 mostra o espectro de RMN *H (CDCls). O experimento foi realizado a

400MHz utilizando o TMS como padrdo interno. Foram observados prétons em torno de
5,00-6,75 ppm, correspondentes aos atomos de hidrogénio em diferentes posicdes em
configuracdes diferentes, enquanto o sinal a 3,88 ppm é devido ao grupo metoxilo. Os sinais
relacionados ao anel epoxi e seus substituintes adjacentes aparecem em 2,53 - 3,11 ppm
correspondentes ao hidrogénio em diferentes posicdes em configuracdes diferentes. A partir
da comparacgédo dos dados obtidos com dados da literatura (WAN et al., 2016), a fracdo FE8
foi identificada como o derivado de eugenol epdxido. Na figura 14 esta representada estrutura
do eugenol epdxido elucidada por RMN H.
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Figura 13. Espectro de RMN *H e estrutura molecular (400 MHz, CDCls) da amostra FES.

HO

H,CO

Figura 14. Estrutura do eugenol epoxido.
Fonte: Vale, E.S.M. 2015.
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5.2 Polimerizagéo
5.2.1 Sintese do formulado polimérico

Foi sintetizado um formulado polimérico incorporado com 3, 5 e 10 % do eugenol
epoxido (Tabela 1). O processo de obtencdo foi por polimerizacdo em meio homogéneo. A
polimerizagdo ocorreu quando a viscosidade da mistura era baixa para permitir a mistura,
transferéncia de calor e eliminacdo de bolhas. O sistema foi formado pela reacdo do eugenol
epoxi (EP), sendo os anéis abertos pelos grupos amina de cadeias ramificadas em condicdes

térmicas, resultando na formac&o de rede dentro da area do sistema.

Tabela 1. Composicéo do formulado polimérico.

Formulado (%)

Reagentes mg pl
GlyDGE + TTGE 836
0 TEGDA 323
EtOH 947
EP 0 -
GlyDGE + TTGE 757
3 TEGDA 355
EtOH 888
EP 28,6 -
GlyDGE + TTGE 741,5
5 TEGDA 332
EtOH 926
EP 47,66 -
GlyDGE + TTGE 836
10 TEGDA 323
EtOH 974
EP 95,32 -

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

amina por 100 partes de resina.

5. 3 Atividade larvicida
5.3.1 Bioensaios seletivos

Os resultados dos bioensaios seletivos com os formulados poliméricos estdo
representados na Tabela 2. Das oito amostras de formulados testadas nos bioensaios em larvas
de 32 instar de A. aegypti somente trés mostraram atividade larvicida acima de 50%:

formulados FE1, FE7 e FE8. No bioensaio com o formulado FE8 obteve-se mortalidade de
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100% (250 larvas), até 24 horas de aplicacdo. Com os formulados FE1 e FE7, os percentuais
de mortalidade foram respectivamente, 82% (124 larvas) e 72% (36 larvas) em 24 horas. Os
demais formulados: FE2, FE3, FE4, FE5 e FE6 apresentaram mortalidade inferior a 50%
(Tabela 2). Entretanto, apenas o formulado FE8, foi selecionado para os bioensaios de dose
por conter o derivado eugenol epoxido.

O grupo controle registrou mortalidade somente nos bioensaios com o0s formulados
FE5 e FE7, sendo inferior a 0,4% e 4% respectivamente (Tabela 2).

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

poliméricos de eugenol.

Leitura (horas)

Formulado
C 24 h 48 h 72 h N
FE1 0 124 (82) 26 (17) 0(0) 150
FE2 0 30 (20) 49 (32) 42 (28) 150
FE3 0 78 (31) 115 (46) 50 (20) 250
FE4 0 17 (6) 87 (34) 62 (24) 250
FE5 1(0,4) 13 (5) 116 (46) 56 (22) 250
FE6 0 8 (5) 65 (43) 48 (32) 150
FE7 2 (4) 36 (72) 6 (12) 7 (14) 50
FES8 0 250 (100) - - 250
TOTAL 1.500
C = controle

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

5.3.2 Bioensaios de dose
Do formulado testado no bioensaio de dose, FE8, apenas o formulado com 10% do

derivado de eugenol epoxido apresentou mortalidade.
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Os resultados obtidos de mortalidade nos bioensaios com o formulado polimérico
(10%), em valores cumulativos nas leituras de 24, 48 e 72 horas ap6s a aplicagdo, estdo
representados na Tabela 3.

Levando-se em conta a leitura de 24 horas ap6s a aplicacdo do formulado, na doses de
5 mg verificou-se mortalidade de 99,3% (298 larvas) e em 48 horas obteve-se mortalidade de
100% (300 larvas). Na dose seguinte, 4 mg, a mortalidade encontrada inicialmente foi 98,6%
(296 larvas), e de até 99,6% (299 larvas), em 48 horas, chegando a 100% (300 larvas) de
mortalidade na leitura de 72 horas. Na dose de 3 mg, a mortalidade encontrada em 24 horas
foi igual a 93% (281 larvas), em 48 horas foi registrado 98% (294 larvas mortas), chegando, a
99,6% (299 larvas mortas) em 72 horas.

Considerando-se as doses de 2 mg e 1 mg obteve-se mortalidade de 77% (231 larvas)
e 46% (140 larvas), respectivamente, em 24 horas (Tabela 2). Em 48 horas, nessas duas doses
a mortalidade chegou a respectivamente 96% (288 larvas) e 51% (155 larvas). Na leitura de
72 horas, obteve-se mortalidade de 97,3% (292 larvas), com a dose de 2 mg e 66% (198

larvas) na dose de 1 mg.

Tabela 3. Mortalidade das larvas de Aedes aegypti em valores cumulativos nos intervalos 24, 48 e 72 horas,

observada nos bioensaios com formulado polimérico com 10% eugenol epéxido.

Dose Leitura (horas)
(me) N 24 h 48 h 72h
5 300 298 (99,3) 300 (100)
4 300 296 (98,6) 299 (99,6) 300 (100)
3 300 281 (93) 294 (98) 299 (99,6)
2 300 231 (77) 288 (96) 292 (97,3)
1 300 140 (46) 155 (51,6) 198 (66)
Controle negativo 300 1(0,3) 3(1) 1(0,3)
(O‘E/:ooglizgoelr?or;eegpa(;[%go) 300 2(06) 1(0.3) 3(D)
Total 1246 1336 1089

() = valores em porcentagem
n = nlmero de individuos testados
- = 100% de mortalidade na leitura anterior
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Considerando o nimero de larvas mortas observadas nos bioensaios, expresso em
valores ndo cumulativos nos trés horarios de leitura, excluindo o grupo controle, 1.500 larvas
da espécie-alvo foram testadas. Nesses testes, ressalta-se a importancia do impacto de
mortalidade j& nas primeiras 24 horas: registrou-se 1.246 (83%) larvas mortas em 24 horas, na
leitura de 48 horas obteve-se 90 (6%) larvas mortas e em leitura de 72 horas registrou-se 53

(3%) larvas mortas (Figura 15).
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Figura 15. Representacdo grafica da quantidade de larvas mortas em porcentagem em valores ndo acumulativos

nos bioensaios com o formulado polimérico, nos intervalos de leitura de 24, 48 e 72 horas.

5.4 Concentracao Letal Mediana - CLso

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

Quanto a concentracdo letal mediana para controle de A. aegypti (Tabela 4),

considerando a leitura de 24 horas, observou-se valores de CLsp igual a 1,105 mg/mL. Nas
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avaliacOes de 48 e 72 horas, os valores de CLso obtidos, foram 0,967 mg/mL e 0,827 mg/mL

respectivamente.

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

2

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

A atividade larvicida do formulado polimérico esta representada graficamente nas
retas de regressao linear dose-resposta nos intervalos de 24,48 e 72 horas (Figura 16). As retas
paralelas confirmam a semelhanca qualitativa entre a dose efetiva do formulado, porém
quantitativamente muito préxima. Comparando os intervalos de leitura, observam-se valores
qualitativamente e quantitativamente iguais, mostrando a rapida eficiéncia do formulado,

causando mortalidade principalmente nas 24 horas ap6s a aplicacdo do produto.
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24 horas y=0.594x+ 4.522
R?=0.946
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Figuras 16. Regressdo linear dose-probit da mortalidade das larvas de Aedes aegypti nos bioensaios com

formulado polimérico. (reta: probit calculado, pontos: probit observado).
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6 DISCUSSAO

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

Diante do exposto, formas alternativas e/ou complementares aos métodos usuais para
o0 controle de mosquitos tornam-se imprescindiveis. Dentre elas, aponta-se 0 manejo integrado
de acbes que vem se consolidando, com destaque para 0 uso de substéncias derivadas de
vegetais. Neste sentido, o uso de derivados botanicos para o controle de larvas de mosquitos
no Amazonas mostra a eficiéncia desse método, sendo uma potente ferramenta biotecnoldgica
no desenvolvimento de produtos alternativos para controle de pragas, sendo empregados nas

campanhas de controle de vetores da dengue em Manaus.

6.1 Sintese do formulado de derivado de eugenol

No presente trabalho, foi sintetizado um derivado ep6xido por meio da reacdo entre o
eugenol, metilato de sédio e a epicloridrina, o produto final mostrou uma alta pureza pela
técnica espectroscopica de RMN *H, ndo sendo necesséario fazer outra purificagéo.

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

De acordo com Harvey et al. (2014) para a obtencédo desse tipo de epOxi, a reagdo mais
frequente é entre a epicloridrina e o bisfenol-a. O resultado de epoxidacdo obtidos neste
trabalho, foi por meio da reacdo entre a epicloridrina e o eugenol, substituido pelo bisfenol-a.
O eugenol, por ser um fenol, é altamente reativo com a epicloridrina. Além disso, o eugenol
possui um grupo olefinico terminal e um grupo hidroxilo que proporciona essa capacidade de

inserir Nnovos grupos em sua estrutura quimica.
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Qin et al. (2014) sugeriu que o eugenol e o bisfenol-a possuem propriedades
mecanicas, dindmicas, estabilidade térmica e reatividade semelhantes, dessa forma, pode se
obter um mondmero através da reacdo de sintese entre o eugenol e epicloridrina. Segundo
Wan et al. (2016) a reacdo entre essas duas moléculas é economicamente viavel para sintetizar
bio-bases para varios polimeros.

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

Em relagio a confirmagcéo da estrutura do epoxido, o espectro de RMN *H confirmou
a epoxidacdo do eugenol, por meio dos multipletos em & 3,88 que é caracteristico do
hidrogénio metinico, multipletos com integral relativo em 6 2,78 e dupleto duplo em & 2,53
caracteristicos de hidrogénio metilénico (WAN et al., 2016).

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

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

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

Em relagdo a polimerizagdo, a técnica utilizada foi a polimerizacdo em bloco, sendo
usados dois mondmeros e um iniciador, a reacdo ocorreu em meio homogéneo, sendo
polimerizados em solucéo, para ter estabilidade ap6s a aplicacao.

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

implicou em um tempo maior de polimerizacéo.
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Em relacdo as matrizes utilizadas para produzir os sistemas estruturados, de acordo
com Perlatti et al. (2013), varias ferramentas tecnoldgicas diferentes podem ser usadas como
matrizes, incluindo polimeros sintéticos e biodegradaveis.

Um método que proporciona camadas protetoras sobre o principio ativo, representa
uma alternativa viavel e eficiente. Uma solucdo para a diminui¢do da evaporagdo do eugenol,
apos sua aplicacdo sobre o alvo, é o emprego de ferramentas alternativas na liberagcdo do
principio ativo. A polimerizacdo da molécula de eugenol aumenta a sua bioatividade, protege
das interacbes com o meio ambiente e diminui sua volatilidade (BILIA et al., 2014 ;
VISHWAKARMA et al., 2016; GONZALEZ et al., 2017).

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

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

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

tempo considerado relativamente curto (12 horas).


https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs11356-017-9327-4#CR10
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6.2 Atividade larvicida

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

A mortalidade das larvas, nas primeiras 24 horas, provavelmente ocorreu devido, a
parada do sistema nervoso e digestivo, pois os inseticidas botanicos podem atuar nas enzimas
digestivas e neurologicas, bem como interagir com o tegumento do inseto (KIM et al., 2003;
ISMAN, 2006; MARGULIS-GOSHEN e MAGDASSI 2013; BENELLLI, 2016).

Em geral, nos bioensaios com o formulado, ocorreu uma acentuada redugdo no
namero de larvas nas primeiras 24 horas. Ressalta-se a importancia deste formulado, quando
ha necessidade de um método de controle com ac¢do rapida, segura e que propicia a reducdo da
densidade de larvas, em um curto espaco de tempo. Este aspecto torna-se relevante em
periodos de surto epidémico e o fator principal é a pronta reducdo da densidade populacional.

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

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

No que se refere a concentracdo letal (CLso), como a Organizagdo Mundial de Satde
(OMS) néo estabelece um critério padrdo para determinar o grau de toxicidade dos produtos
naturais, neste trabalho, utilizamos a classificagdo estabelecida por Pavela (2015). Este autor
considera que os inseticidas botanicos apresentam potencial larvicida quando causam
mortalidade suficiente nos testes padréo, atingindo CLsp < 100 mg/mL. Sendo este um dos
critérios utilizados para efeito de comparacdo, logo os resultados da (CLso) obtida neste

trabalho cumprem com esse requisito. Nos ensaios com o formulado polimérico, em larvas de
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A. aegypti, apresentaram valores obtidos que estdo entre 1,105 a 0,967 mg/mL em 24 e 48
horas respectivamente. Portanto, a CLso obtida qualifica o formulado como um agente
larvicida potencial.

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

N&o ha registros na literatura sobre a atividade larvicida do formulado de eugenol
epoxido, frente as larvas de mosquitos. Varios autores relatam a preparacdo do formulado,
partindo de estrutura baseada no eugenol epdxido, reportando apenas para o estudo do
desenvolvimento sustentavel e funcionais da resina (KIREEV et al., 2008; QIN et al., 2014;
KAUFMAN, 2015; WAN et al., 2016; GUZMA et al., 2018).

Olmo (2008) reportou em seu estudo a acdo bacteriostatica de duas formulacdes
incorporadas com 10 e 30% de eugenol epdxidos, em cepas bacterianas. Os resultados
apresentaram efeito inibitério claro do crescimento bacteriano contra Escherichia coli e
Streptococcus mutans, sem produzir halos em torno dos discos de polimero, indicando que o
efeito bacteriostatico é produzido por agentes imobilizados. Estes materiais com substancias
bactericidas imobilizadas mostraram que sua atividade ocorre somente contra as bactérias

com as quais elas entraram em contato direto.
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7 CONCLUSAO

A partir deste estudo com o formulado polimérico para o controle do A. aegypti pode-

se concluir que:

e O composto eugenol epodxido foi sintetizado a partir do eugenol.

e A estrutura do derivado foi identificada pela técnica de RMN *H como eugenol

epoxido.

e Utilizando éter diglicidilico de glicerol (GlyDGE), éter triglicidil trimetilolpropano
(TTGE), 2,2'- (etilenodioxi) bis (etilamina) (TEGDA) foi possivel obter um formulado
polimérico, a partir do eugenol epoxido.

e Atividade larvicida do formulado polimérico foi constatada em condi¢Ges de
laboratério para larvas de terceiro instar de A. aegypti (CLso 0,827 mg/mL).

Constatou-se 100% de mortalidade em 24 horas, apds a aplicacao.

Os resultados apresentados evidenciaram o potencial do formulado para o controle de
larvas de A. aegypti. Desta forma, este formulado polimérico surge como uma alternativa

efetiva e promissora para ser usado como um novo agente, no controle das larvas de A.

aegypti.
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8 PESPECTIVAS

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

prejudiciais ao meio ambiente.
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ANEXO 1 - CALCULO PARA OBTENCAO DOS POLIMEROS

Os calculos para obtencao dos formulados foram realizados de acordo com DOW®

(Phr - partes em peso de amina por 100 partes de resina).

Composic¢édo do formulado com 10%: GlyDE - TTGE - EP = 80,29: 9,71: 10,0 p/p

EWWiix 110 = Total Wt / ((Wt/EEW,) + (Wt/EEW,) + (WtsEEW,) = 100 / (80,29/102,11 +
9,71/100,79 +10/220,2) = 100 / (0,7863 + 0,0963 + 0,0454) = 100 / 0,928 = 107,76.

Phr TEGDA = (AHEW 1ecpa * 100)/EEWmix = (37,05 * 100)/107,76 = 34,38
(GlyDGE — TTGE - EP)mix 765,36 mg (623 ul) + 9532 mg = 0,9532 g — 100 partes
TEGDA, x g —34,38;

x = 0,9532 * 34,38/100 = 0,3277 g ou 323 pl

TOTAL: 836 ul (GlyDGE - TTGE)mix + 95,32 mg EP + 323 pl TEGDA + 974 pl EtOH.

Polimerizacdo em bloco: GlyDE — TTGE // TEGDA
Composicao do formulado 5%: GIyDE - TTGE - EP =85.29 - 9.71 - 5.0 p/p

EEWmixas= Total Wt / (Wt/EEW,) + (Wt/EEW)) = 100 / (85.29 / 102.11 + 9.71 / 100.79 +
5/220.2 ) = 100 / (0.8353 + 0.0963 + 0.0227) = 100 / 0,9543 = 104,79

Cura com TEGDA: Phr TEGDA = (AHEWrecpa * 100 / EEWmixis = (37.05*100)/104.79=
35,36;

(GlyDGE-TTGE-EP) mix 813.02 (661.5 ul) + 92.56 mg (80 pl) + 47.66 mg = 0.9533 g — 100 partes.
TEGDA, x g — 35,36;
x =0,9533 * 35.36 / 100 = 0,36 g ou 332 pl

TOTAL: 7415 pl (GlyGE — TTGE)mix + 47.66 mg EP + 332 pl TEGDA + 926 pl de
EtOH
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Polimerizacdo: GIlyDE - TTGE // TEGDA

Composicao do formulado 3%: GIyDE - TTGE - EP =87.29 — 9.71 - 3.0 p/p
EEWnixis= Total Wt / (Wt/EEW,) + (Wt,/EEW)) = 100 / (87.9 / 102.11 + 9.71 / 100.79 +
3/220.2) =100/ (0.8549 + 0.0963 + 0.0136) = 100 / 0,99648 = 103,65

Cura com TEGDA: Phr TEGDA = (AHEW+ecpa * 100 / EEWnix-3 = (37.05*100)/103.65= 35,75
(GlyDGE-TTGE-EP) mix 832. 09 (667 ul) + 92.56 mg (80 pl) + 28.6 mg = 0.9533 g — 100 partes.

TEGDA, x g —36,31;
x =0,9533 * 37.75/100 = 0,36 g ou 355 pl

TOTAL: 757 pl (GlyGE — TTGE)mix + 28.6 mg EP + 355 ul TEGDA + 888 pl de EtOH

Polimerizacéo em bloco: GlyDE — TTGE // TEGDA
Composicao do formulado 0%: GIyDE — TTGE = 70: 8 v/v (ou 90,29 : 9,71 w/w)

EEWomix = Total Wt / (Wt/EEW,) + (Wt/EEW)) = 100 / (90,29 / 102,11) + (9,71 / 100,79)) =
100/ (0,884 + 0,096) = 100/ 0,98 = 102,24

Cura com TEGDA: Phr TEGDA = (AHEW+ecpa * 100 / EEWnix = 3705/102,04 = 36,31
780 pl (GlyDGE — TTGE) mix ou (860,3 mg + 92,56 mg) 0,95286 g — 100 partes
TEGDA, x g — 36,31;
x = 0,953 * 36,31/ 100 = 0,346 g ou 340,9 pl

TOTAL: 780 ul (GlyGE — TTGE)mix + 341 pl TEGDA + 879 pl de EtOH
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Can you give an example of the calculation used to react the resin and curing agent at stoichiometric quantities?
To obtain optimum properties with polyfunctional epoxide-reactive curing agents (particularly the amines), it is desirable to
react the resin and the curing agent at approximately stoichiometric quantities. To determine the ratio required,

calculations can be made as follows, using D.E.H.™ 20 (NH2 - CH2 - CH2 - NH - CH2 - CH2 - NH2) as an example:

1. To calculate the Amine H equivalent weight, use the following equation:

Example:

vt DLEH, 20 - o2

)

Amine H e

2. To calculate the stoichiometric ratio of D.E.H. 20 to use with D.E.R.™ 331™ epoxy resin having an epoxide
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Anine H e wl

aming = -
Epoxide eq wt

Example:

phr D.EH. 20 to be used with D.E.R. 331,

s

3. Frequently, epoxy resins are blended, filled, or modified with reactive and nonreactive components. It is then
necessary to adjust the concentration of the curing agent to cure only the portion of the mix that is reactive; e.g.,
the resins and any reactive diluent present. This may be simply done by calculating the epoxide equivalent weight
(EEW) of the total mix and then applying equation (2) to determine the amount of curing agent to add to 100 parts
of formulation.

ICO para resina epoxi

At

quation (3):

iome

Tiotal Wi
Wia ., Wtb _ Wic

EEWa | EEWD T EEWc

EEW of mix =

Total weight includes all materials, both reactive and nonreactive.

a, b, ¢, etc,, are only the materials reactive with the curing agent, and are charcterized by an epoxy ring.

ANEXO 3. Calculo estequ
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ANEXO 5. Espectro de RMN 'H (CDClIs; 400 MHz) da amostra FE1.
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Anexo 6. Espectro de RMN H (CDCIs; 400 MHz) da amostra FE2.
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Anexo 9. Espectro de RMN H (CDCIs; 400 MHz) da amostra FE5.
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Anexo 10. Espectro de RMN H (CDCIs; 400 MHz) da amostra FE6.
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Anexo 11. Espectro de RMN H (CDCIs; 400 MHz) da amostra FE7.
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Anexo 12. Espectro de RMN H (CDCIs; 400 MHz) da amostra FES.
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	1 INTRODUÇÃO
	As áreas tropicais e subtropicais do globo terrestre são mais vulneráveis ​​a doenças parasitárias (SUTER et al., 2017). O risco de contrair doenças transmitidas por artrópodes é grande devido à urbanização não planejada, a intensificação da globaliz...
	O mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) é o principal vetor de várias doenças virais no Brasil como dengue, chikungunya, zika e febre amarela urbana (TOLLE, 2009; PETERSEN et al., 2016). Entre as doenças transmitidas, a dengue ainda é a mais grave ...
	A incidência mundial da dengue aumentou 30 vezes nos últimos 50 anos e mais países estão relatando seus primeiros surtos da doença (WHO, 2015). Entre 2008 e 2012, mais de 1,2 milhões de casos de dengue foram identificados a cada ano (BHATT et al., 20...
	Levando-se em conta a situação epidemiológica do Brasil, o uso de inseticidas químicos está à frente das ações de controle do mosquito vetor. O controle químico é o principal método utilizado pelo poder público para diminuir as epidemias, desempenhan...
	O controle dos mosquitos depende principalmente de aplicações contínuas de organofosforado, como temephos, reguladores de crescimento de insetos, como diflubenzuron e methoprene e larvicidas bacterianos, como Bacillus thuringiensis e Bacillus sphaeri...
	Portanto, são necessárias urgentemente ferramentas de controle ecologicamente seguras e viáveis. Nos últimos anos, pesquisas extensas foram realizadas para investigar a eficácia de inseticidas botânicos contra os mosquitos, uma vez que não são tóxico...
	Em particular, o potencial de investigar plantas com fontes de metabólitos para fins de controle é digno de atenção (BENELLI e MEHLHORN, 2016). As moléculas produzidas por plantas são muitas vezes eficazes, em poucas partes por milhão (ppm), contra o...
	Neste trabalho foi utilizado o eugenol - 4-alil-2-metoxifenol, molécula usada desde o século XIX, como agente aromático em uma grande variedade de produtos farmacêuticos e alimentícios. O eugenol se constitui no maior componente do óleo essencial ext...
	Desenvolver e caracterizar formulados poliméricos, à base de derivado de eugenol epóxido e testar o potencial larvicida, em condições de laboratório, considerando a sua aplicabilidade como medidas de controle do mosquito transmissor da dengue, chikung...
	2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS
	1) Obter o derivado epóxido a partir do eugenol;
	2) Caracterizar a estrutura do epóxido produzido utilizando a técnica de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN 1H);
	3) Sintetizar formulados poliméricos a partir do eugenol epóxido;
	4) Avaliar o potencial larvicida dos formulados poliméricos, em larvas de Aedes aegypti, por meio de bioensaios em condições de laboratório, determinando os valores da Concentração Letal Mediana - CL50.
	3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	3.1 Biologia: Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)
	O mosquito A. aegypti pertencente ao filo Arthropoda, à classe Insecta, à ordem Diptera, à família Culicidae e ao gênero Aedes (CHRISTOPHERS, 1960). O desenvolvimento pós-embrionário do A. aegypti é por holometabolia, ou seja, apresenta desenvolvimen...
	O estudo da prospecção tecnológica e das formulações biotecnológicas podem ser usados para melhorar a estabilidade e eficácia desses produtos naturais (GHORMADE et al., 2011; PERLATTI et al., 2013; ZARA et al., 2016). Eles também podem proporcionar um...
	Além disso, um sistema de liberação/suporte pode ser personalizado para ser controlado por difusão, pela erosão, controle de inchaço ou combinações destes, devido a sua natureza lipofílica, os larvicidas com base em óleo ou seus derivados devem ser pr...
	Sobretudo, as pesquisas realizadas com tecnologias poliméricas, incorporando inseticidas botânicos, estão focadas principalmente na síntese de nanoemulsões, nanocápsulas e micropartículas, sendo o principal foco em cosméticos, drogas, embalagens de al...
	3.2.3.1 Epóxis
	Resinas epoxídicas ou epóxi são compostos cujas moléculas apresentam pelo menos dois grupos funcionais em sua estrutura (MAY, 1988). Estes grupos epóxi podem ser interno, terminais e em estruturas cíclicas (Figura 2).
	a)                              b)                              c)
	FIGURA 2. Posições dos grupos epóxi: a) internos; b) terminais e c) estruturas cíclicas.
	Fonte: http://qnint.sbq.org.br
	No geral, o termo epóxi é empregado para denominar substâncias liquidas ou sólidas que possuam elevada massa molecular e que possam ser polimerizadas por meio de agentes de reticulação/cura, a fim de obterem-se polímeros termofixos. A principal resin...
	FIGURA 3. Estrutura da resina epóxi diglicidiléter do bisfeno-A (DGEBA).
	Fonte: http://qnint.sbq.org.br
	Estas resinas são muito utilizadas devido ao seu menor custo e maior versatilidade (MAY, 1988). Originam-se da reação entre a epicloridrina e o bisfenol-A. As estruturas são mostradas na figura 4.
	a)                                           b)
	FIGURA 4. Reagentes mais utilizados na síntese de resinas epóxi: a) epicloridrina e b) bisfenol-A.
	Fonte: http://qnint.sbq.org.br
	As resinas são classificadas por meio do peso equivalente em epóxi (EEP), que é definido como a razão da massa molecular da resina pelo número de anéis epóxi. Em geral, para as resinas líquidas tem-se valores de até 229; para as semi-sólidas varia de...
	Considerando as características básicas das resinas epóxi, estas apresentam: baixa viscosidade, alta velocidade de cura, baixa contração durante a cura, alto poder adesivo, boas propriedades mecânica e elétrica, ótimo isolantes, boa resistência a age...
	3.2.3.2 Resinas epóxi obtida de óleos vegetais
	O crescente interesse pela obtenção de polímeros, a partir de fontes renováveis e a busca por resinas epóxi mais flexíveis e com maior resistência ao impacto, incentivaram a utilização de óleos vegetais epoxidados, como resina epóxi (COSTA, 2001; OLI...
	As diversas possibilidades de combinações entre o agente de cura e a resina epóxi tornam possível a obtenção de vários tipos de materiais. No entanto, quando estes materiais possuem altas temperaturas de transição vítrea e alto módulo elástico, estes...
	A incorporação de 5% a 10% de óleos vegetais epoxidados, em formulações de resina epóxi, proporcionam uma melhora substancial da resistência ao impacto e, desta forma, diminui a ocorrência de fraturas. A aplicação de óleos vegetais modificados na ind...
	Reagentes epoxidantes são as substâncias responsáveis pela inserção do oxigênio na ligação dupla carbono-carbono, formando anel epóxi. O uso de sistemas enzimáticos capazes de epoxidar enantios seletivamente e olefinas não-funcionais, também são util...
	Diversos métodos para a obtenção de epóxidos são descritos na literatura e compreendem: 1. utilização de catalíticos heterogêneos de estruturas de tiranosilicatos (KUO e CHOU, 1990); 2. epoxidação de compostos oriundos de gordura insaturada utilizand...
	O peróxido de hidrogênio é o reagente epoxidante mais utilizado, porém devido a sua baixa eletrofilicidade, necessita ser ativado para reagir com uma olefina. Esta ativação, normalmente é feita pela conjugação do grupo hidroperóxido com ligações múlt...
	As resinas epóxi são caracterizadas por um ou mais anéis epóxidos, a versatilidade destas resinas advém do processo de reticulação (cura), que ocorre por meio de reações de abertura do anel, quando submetidas ao calor na presença de um agente reticul...
	Os óleos vegetais podem ser quimicamente modificados a fim de serem aplicáveis em diversas áreas. Dentre estas cita-se biodiesel, combustível, medicamentos, cosméticos, surfactantes, aditivos para polímeros, entre outros (ASHBY e FOGLIA, 1998; MEIER ...
	Os poliésteres podem ser sintetizados de diferentes maneiras, tais como policondensação de hidróxi-ácidos ou de um diácido, ou anidro e um diol, ou polimerização por abertura do anel de lactonas etc., (GUNNER et al., 2006). Os poliésteres, preparados...
	A versatilidade desses polímeros com grupos carboxílicos terminais, modificado com resinas epóxi, como glicidil éter, promove a utilização em revestimentos, visto que esta utilização exige elevadas propriedades de impacto e resistência a solventes (M...
	Os estudos de resinas é uma área amplamente multidisciplinar, abrangendo ciência dos materiais, química, engenharia biomédica e ciências farmacêuticas (WATANABE et al., 2008). Nos últimos anos, o interesse no uso desses materiais na área biomédica e ...
	O melhoramento continua e a aceleração da pesquisa e desenvolvimento de materiais poliméricos teve um grande reflexo, no uso desses materiais em sistema de liberação controlada. Os sistemas poliméricos disponíveis podem ser classificados de acordo co...
	Neste sentido, utilizou-se técnicas de inovações biotecnológicas, como a epoxidação e polimerização, que está presente nas várias áreas da indústria à saúde humana, a partir do desenvolvimento de um formulado de derivados ativos.  Apresentando um m...
	4 MATERIAL E MÉTODOS
	Este trabalho foi realizado por meio de parceria interdisciplinar e interinstitucional entre o Instituto de Química Orgânica da Universidade de Helsinki (Finlândia) e o Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA), bem como o curso de Pós-Gradu...
	4.1 Síntese do derivado do eugenol
	O derivado foi preparado a partir do eugenol da marca Sigma-Aldrich com pureza de 99%. A obtenção do derivado seguiu a metodologia de Boltze et al. (1972) sendo realizado em duas etapas consecutivas, usando as reações de metilação (Etapa 1) e epoxidaç...
	Figura 5. Fluxograma da obtenção do derivado epóxido.
	Inicialmente (Etapa 1) um balão bi-tubular de 500 mL, foi purgado em uma corrente vigorosa de nitrogênio por 10 minutos antes da sua utilização, após montado o sistema seguiu-se para a pesagem dos reagentes, pesados em capela de atmosfera inerte (Box...
	Figura 6. Reator contendo a mistura para obtenção do derivado de eugenol.
	Fonte: Vale, E. S. M. 2015
	Todo o progresso da reação foi monitorada por TLC e teste de peróxido, utilizando uma solução a 10% de Iodeto de potássio (Kl). Para comparação das frações sintetizadas foram recortadas placas de tamanhos variados a partir de cromatoplacas de sílica ...
	Após 24 horas, a mistura foi cuidadosamente lavada com uma solução aquosa saturada de bicarbonato de sódio (NaHCO3 - 3 x 10 ml) e água destilada (3 x 10 mL). A camada orgânica foi separada, seca sobre sulfato de sódio (Na2SO4) e evaporada sob pressão ...
	Figura 7. Reator ligado a bomba de vácuo para retirada do solvente.
	Fonte: Vale, E. S.M. 2015
	Na reação de epoxidação (Etapa 2) foi utilizada a epicloridrina (95%) da seguinte maneira: em um balão bi-tubular de 500 mL, foi adicionado 40 g do produto (Etapa 1) em 150 mL de tolueno sob agitação e refluxo constantes, o tolueno foi utilizado para...
	A remoção de grande parte do solvente foi por rota de evaporação, a outra parte reacional contendo o tolueno residual foi aquecida até 60  C a vácuo por seis horas para retirada total do solvente. Obteve-se o derivado na forma bruta, que foi purifica...
	Figura 8. A - Pistola de ar quente utilizada. B – Sistema para obtenção das frações.
	Fonte: Vale, E.S.M. 2015.
	4.2 Polimerização
	Inicialmente foi obtido um sistema pré-formulado incorporado com 10% das frações, totalizando oito pré-formulados: FE1, FE2, FE3, FE4, FE5, FE6, FE07 e FE8, os quais posteriormente foram testados nos bioensaios seletivos (ver item 4.5.1).
	Nos bioensaios de dose foram preparado um formulado com 3, 5 e 10 %. O sistema estudado dos formulados foi constituído pelos monômeros: éter diglicidílico de glicerol (GlyDGE), derivado de eugenol epóxi (EP), com uma amina 2,2'-(etilenodioxi) bis (et...
	A fórmula utilizada para os cálculos de preparo dos formulados foram de acordo com DOW® (Phr - partes em peso de amina por 100 partes de resina)*:
	EEWmix = Total Wt / ((Wta/EEWa) + (Wtb/EEW)) =
	*= Descrição dos cálculos em anexo 1 e 2.
	A mistura foi mantida sob agitação manual por 5 minutos, a temperatura ambiente (24  C). Após homogeneização, a mistura foi transferida para seringas de 5 mL (Figura 9). As seringas contendo as formulações foram submetidas ao ciclo de cura em estufa,...
	Figura 9. Seringas contendo os materiais com os formulados poliméricos.
	Fonte: Vale, E.S.M. 2015.
	4.3 Técnica de caracterização
	4.3.1 Ressonância Magnética Nuclear (RMN)**
	A caracterização e confirmação das etapas anteriores à polimerização foram realizadas por RMN 1H, onde mostra os picos relevantes em desenho esquemático, sendo o gráfico apresentado no decorrer deste trabalho. Os espectros de RMN 1H foram obtidos no ...
	**= resultados expandidos em gráficos das amostras analisadas (FE1, FE2, FE3, FE4, FE5, FE6, FE7 e FE8) em anexo final.
	4.4 Criação das larvas usadas nos bioensaios
	Fonte: Vale, E. S. M. 2017.
	Fonte: Vale, E.S.M. 2017.
	Fonte: Vale, E. S. M. 2016.
	5 RESULTADOS
	5.1 Caracterização espectroscópica do eugenol epóxido
	Figura 13. Espectro de RMN 1H e estrutura molecular (400 MHz, CDCl3) da amostra FE8.
	Fonte: Vale, E.S.M. 2015.
	5.2 Polimerização
	5.2.1 Síntese do formulado polimérico
	Foi sintetizado um formulado polimérico incorporado com 3, 5 e 10 % do eugenol epóxido (Tabela 1). O processo de obtenção foi por polimerização em meio homogêneo. A polimerização ocorreu quando a viscosidade da mistura era baixa para permitir a mistur...
	Tabela 1. Composição do formulado polimérico.
	GlyDGE - éter diglicidílico de glicerol; TTGE - éter triglicidil trimetilolpropano; TEGDA - 2,2'-(etilenodioxi) bis (etilamina); EP - Eugenol epóxi;  EtOH – etanol;  % – porcentagem em massa; (p/p) - partes em peso de amina por 100 partes de resina.
	5.4 Concentração Letal Mediana - CL50
	Os resultados dos bioensaios com A. aegypti (Tabela 4) adequaram-se à análise de regressão linear e ao modelo de Probit, pois atenderam aos requisitos que exigem valor do teste t para o coeficiente angular superior, em módulo, a 1,96 (significativo a ...
	Quanto à concentração letal mediana para controle de A. aegypti (Tabela 4), considerando a leitura de 24 horas, observou-se valores de CL50 igual a 1,105 mg/mL. Nas avaliações de 48 e 72 horas, os valores de CL50 obtidos, foram 0,967 mg/mL e 0,827 mg/...
	Figuras 16. Regressão linear dose-probit da mortalidade das larvas de Aedes aegypti nos bioensaios com formulado polimérico. (reta: probit calculado, pontos: probit observado).
	6 DISCUSSÃO
	Embora os inseticidas sintéticos tenham impactos ambientais adversos, sua especificidade em relação aos insetos direcionados é alta (OLIVEIRA et al., 2014). Em contrapartida, o emprego de inseticidas botânicos deve ser rigorosamente padronizado, de fo...
	Diante do exposto, formas alternativas e/ou complementares aos métodos usuais para o controle de mosquitos tornam-se imprescindíveis. Dentre elas, aponta-se o manejo integrado de ações que vem se consolidando, com destaque para o uso de substâncias de...
	6.1 Síntese do formulado de derivado de eugenol
	No presente trabalho, foi sintetizado um derivado epóxido por meio da reação entre o eugenol, metilato de sódio e a epicloridrina, o produto final mostrou uma alta pureza pela técnica espectroscópica de RMN 1H, não sendo necessário fazer outra purific...
	Trabalhos reforçam os estudos com o eugenol devido suas propriedades farmacológicas e inseticidas, bem como, a modificação de sua estrutura química para melhorar suas propriedades, incorporando grupos químicos, de forma a obter atividades adicionais (...
	De acordo com Harvey et al. (2014) para a obtenção desse tipo de epóxi, a reação mais frequente é entre a epicloridrina e o bisfenol-a.  O resultado de epoxidação obtidos neste trabalho, foi por meio da reação entre a epicloridrina e o eugenol, substi...
	Qin et al. (2014) sugeriu que o eugenol e o bisfenol-a possuem propriedades mecânicas, dinâmicas, estabilidade térmica e reatividade semelhantes, dessa forma, pode se obter um monômero através da reação de síntese  entre o eugenol e epicloridrina. Seg...
	Portanto, alguns autores relatam o interesse pela a obtenção de resinas epoxídicas derivadas de compostos fenólicos, por possuírem propriedades importantes para a produção de novos produtos com características melhoradas (AUVERGNE et al., 2014; DING e...
	Em relação à confirmação da estrutura do epóxido, o espectro de RMN 1H confirmou a epoxidação do eugenol, por meio dos multipletos em δ 3,88 que é característico do hidrogênio metínico, multipletos com integral relativo em δ 2,78 e dupleto duplo em δ ...
	Resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho são reportados por Wan et al. (2016), que desenvolveram uma nova resina epóxi à base de eugenol e dicloro-xileno, os autores estudaram a resina epóxi na presença de um agente cura de diamina e 4.40-dia...
	Da mesma forma, Kireev et al. (2008) descreveram a epoxidação por meio da reação entre o eugenol e o ácido m-cloroperbenzóico, alcançando bons resultados de epoxidação do eugenol. Entretanto não abordaram a reação de cura e suas propriedades.
	QIN et al.  (2014) mostraram excelentes resultados de uma resina epóxi líquida a base de eugenol, com elevado valor de epóxi, sendo curada com anidrido hexahidroftálico comercial na presença de um catalisador em temperatura variando em 114   C.
	Em relação à polimerização, a técnica utilizada foi à polimerização em bloco, sendo usados dois monômeros e um iniciador, a reação ocorreu em meio homogêneo, sendo polimerizados em solução, para ter estabilidade após a aplicação.
	Fernandes e Lona (2004) referem-se à técnica de polimerização em bloco como um dos métodos mais simples e direto para obtenção de um polímero. Embora seja simples, vários problemas podem ocorrer durante o processo de polimerização, principalmente devi...
	Em relação às matrizes utilizadas para produzir os sistemas estruturados, de acordo com Perlatti et al. (2013), várias ferramentas tecnológicas diferentes podem ser usadas como matrizes, incluindo polímeros sintéticos e biodegradáveis.
	Um método que proporciona camadas protetoras sobre o principio ativo, representa uma alternativa viável e eficiente. Uma solução para a diminuição da evaporação do eugenol, após sua aplicação sobre o alvo, é o emprego de ferramentas alternativas na li...
	Contudo, apesar de ser uma alternativa viável, os principais desafios continuam a ser a estabilidade dos compostos no ambiente. Entretanto, se houvesse a colaboração entre as indústrias e os químicos, os compostos mais estáveis ​​poderiam ser sintetiz...
	Portanto, neste trabalho obteve-se um polímero sintético à base de amina, sendo que esta serviu como base para produzir o revestimento do formulado. Oliveira et al. (2014) relataram que os polímeros sintéticos à base de aminas podem ser utilizados na ...
	O formulado sintetizado no presente trabalho não foi caracterizado quanto à sua estrutura e propriedades físico-químicas. Entretanto, os resultados obtidos são inovadores, mostrando que é possível obter um polímero usando-se eugenol epoxidado, em um p...
	6.2 Atividade larvicida
	Em relação à atividade larvicida, os resultados obtidos nos bioensaios com o formulado polimérico apontaram maior efeito, nas primeiras 24 horas nas larvas de A. aegypti, com registro médio de 90% da mortalidade total.
	A mortalidade das larvas, nas primeiras 24 horas, provavelmente ocorreu devido, à parada do sistema nervoso e digestivo, pois os inseticidas botânicos podem atuar nas enzimas digestivas e neurológicas, bem como interagir com o tegumento do inseto (KIM...
	Em geral, nos bioensaios com o formulado, ocorreu uma acentuada redução no número de larvas nas primeiras 24 horas. Ressalta-se a importância deste formulado, quando há necessidade de um método de controle com ação rápida, segura e que propicia a redu...
	Outro aspecto importante a enfatizar, trata-se dos resultados dos testes biológicos, estes dependem de várias condições laboratoriais, como temperatura, fotoperíodo, materiais e modelos utilizados para a experimentação (LAHLOU, 2004; MORAIS, 2009; BAR...
	Em relação à espécie de mosquito testada, o presente estudo corrobora com Shaalan et al. (2005), onde esses autores descrevem que as larvas de Aedes, em geral, são mais robustas e menos susceptíveis aos inseticidas e derivados botânicos. Desta forma, ...
	No que se refere à concentração letal (CL50), como a Organização Mundial de Saúde (OMS) não estabelece um critério padrão para determinar o grau de toxicidade dos produtos naturais, neste trabalho, utilizamos a classificação estabelecida por Pavela (2...
	Os resultados do presente estudo demonstraram que o formulado polimérico apresenta excelentes perspectivas para aplicação no controle das larvas de mosquitos. Entretanto, o formulado deve ser caracterizado quanto às suas estruturas físico-químicas.
	Não há registros na literatura sobre a atividade larvicida do formulado de eugenol epóxido, frente às larvas de mosquitos. Vários autores relatam a preparação do formulado, partindo de estrutura baseada no eugenol epóxido, reportando apenas para o est...
	Olmo (2008) reportou em seu estudo a ação bacteriostática de duas formulações incorporadas com 10 e 30% de eugenol epóxidos, em cepas bacterianas. Os resultados apresentaram efeito inibitório claro do crescimento bacteriano contra Escherichia coli e S...
	7 CONCLUSÃO
	A partir deste estudo com o formulado polimérico para o controle do A. aegypti pode-se concluir que:
	 O composto eugenol epóxido foi sintetizado a partir do eugenol.
	 A estrutura do derivado foi identificada pela técnica de RMN 1H como eugenol epóxido.
	 Utilizando éter diglicidílico de glicerol (GlyDGE), éter triglicidil trimetilolpropano (TTGE), 2,2'- (etilenodioxi) bis (etilamina) (TEGDA) foi possível obter um formulado polimérico, a partir do eugenol epóxido.
	 Atividade larvicida do formulado polimérico foi constatada em condições de laboratório para larvas de terceiro instar de A. aegypti (CL50 0,827 mg/mL). Constatou-se 100% de mortalidade em 24 horas, após a aplicação.
	Os resultados apresentados evidenciaram o potencial do formulado para o controle de larvas de A. aegypti. Desta forma, este formulado polimérico surge como uma alternativa efetiva e promissora para ser usado como um novo agente, no controle das larvas...
	8 PESPECTIVAS
	Este trabalho fornece uma perspectiva do potencial de ferramentas tecnológicas para melhorar a eficácia de inseticidas botânicos para o controle de mosquitos vetores de doenças. A estratégia do uso do derivado de eugenol epóxido é interessante, pois c...
	9 REFERÊNCIAS
	MEDEIROS, E. S. Eficiência de extrato vegetal e do óleo essencial do cravo-da-índia, Eugenia caryophyllata Thumberg (Myrtaceae), para controle larval de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) e Anopheles darlingi Root, 1926 (Diptera, Culicidae). 2011. 101 f. ...
	MEDEIROS, E. S.; COSTA, F. M.; RODRIGUES, I. B.; TADEI, W. P. Larvicidal activity of the aqueous extract of the clove (Eugenia caryophyllata) against Aedes aegypti (Diptera, Culicidae) under laboratory conditions. Journal of Research in Biology, v. 1,...
	MEDEIROS, E. S.; RODRIGUES, I. B.; LITAIFF-ABREU, E.; TADEI, W. P. Larvicidal activity of clove (Eugenia caryophyllata) extracts and eugenol against Aedes aegypti and Anopheles darlingi. African Journal of Biotechnology, v. 12, n. 8, p. 836-840, 2013.
	MEHLHORN, H.; AL-RASHEID, K. A. S.; AL-QURAISHY, S.; ABDEL-GHAFFAR, F. Research and increase of expertise in arachno-entomology are urgently needed. Parasitology Research, v. 110, n. 1, p. 259-265, 2012.
	MENEZES, E. L. A. Inseticidas botânicos: seus princípios ativos, modo de ação e uso agrícola. Seropédica, Rio de Janeiro: Embrapa Agrobiologia, 2005. 58p.
	MULLAI, K.; JEBANESAN, A.; PUSHPANATHAN, T. Effect of bioactive fractions of Citrullus vulgaris Schrad. leaf extract against Anopheles stephensi and Aedes aegypti. Parasitology Research, v. 102, n. 5, p. 951-955, 2008.
	MUSTAFA, R.; OTHMAN, M. B. H.; ISMAIL, H.; AHMAD, Z. Synthesis and characterization of rigid aromatic-based epoxy resin. Malaysian Polymer Journal, v. 4, n. 2, p. 68-75, 2009.
	MUSTAFA, M. S.; RASOTGI, V.; JAIN, S.; GUPTA, V. Discovery of fifth serotype of dengue virus (DENV-5): A new public health dilemma in dengue control. Medicine Journal Armed Forces India, v. 71 n. 1, p. 67-70. 2015.
	MUKTAR, Y.; TAMERAT, N.; SHEWAFERA, A. Aedes aegypti as a vector of Flavivirus. Journal of Tropical Diseases, v. 4, n. 5, p. 7-7, 2016.

	MIOT, H.A.; LAUTERBACH, G.P.; RIBEIRO, F.A.H.; JÚNIOR, É.L.F.; HERCOS, G.N.; MADEIRA, N.G..; JUNIOR, V. H. Comparison among homemade repellents made with cloves, picaridin, andiroba, and soybean oil against Aedes aegypti bites. Revista da Sociedade Br...
	MIRANDA, M. I. G.; TOMEDI, C.; BICA, C. I. D; SAMIOS, D. A. kinetic study on the effect of filler concentration on crosslinking of diglycidylether of bisphenol-A with 4,4′-diaminodiphenylmethane. Polymer, v. 38, n. 5, p. 1017-1020, 1997.
	MIRESMAILLI, S.; ISMAN, M. B. Botanical insecticides inspired by plant–herbivore chemical interactions. Trends in Plant Science, v. 19, n. 1, p. 29-35, 2014.
	MOTAWIE, A. M.; SADEK, E. M.; AWAD, M. M. B; EL-DIN, A. F. Coatings from Epoxidized (Polyurethane-Polyester) Resin System. Journal Appl Polymer Science, v. 67, p. 577-581, 1998.
	MORAIS, L. A. S. Influência dos fatores abióticos na composição química dos óleos essenciais. Horticultura Brasileira, v. 27, n. 2, p. 4050-4063, 2009.
	MODJINOU, T.; VERSACE, D. L.; ABBAD-ANDALOUSSI, S.; LANGLOIS, V.; RENARD, E. Antibacterial and antioxidant photoinitiated epoxy co-networks of resorcinol and eugenol derivatives. Materialstoday Communications, v. 12, p. 19-29, 2017.
	NARAHASHI, T. Neuroreceptors and Ion Channels as the Basis for Drug Action: Past, Present, and Future. The journal of pharmacology and experimental therapeutics, v. 294, n. 1, p.  26, 2000.
	NUCCI, A. M.; NICOLAU, A.; MARTINI, E. M. A.; SAMIOS, D. Biodiesel polycarboxilic. European Polymer Journal, v. 42, p. 195-202, 2006.
	ANEXOS
	ANEXO 1 - CÁLCULO PARA OBTENÇÃO DOS POLÍMEROS
	Os cálculos para obtenção dos formulados foram realizados de acordo com DOW® (Phr - partes em peso de amina por 100 partes de resina).
	Composição do formulado com 10%: GlyDE - TTGE - EP = 80,29: 9,71: 10,0 p/p
	EWWmix 1-10 = Total Wt / ((Wta/EEWa) + (Wtb/EEWb) + (Wtc/EEWc) = 100 / (80,29/102,11 + 9,71/100,79 +10/220,2) = 100 / (0,7863 + 0,0963 + 0,0454) = 100 / 0,928 = 107,76.
	Phr TEGDA = (AHEW TEGDA * 100)/EEWmix = (37,05 * 100)/107,76 = 34,38
	(GlyDGE – TTGE - EP)mix 765,36 mg (623 µl) + 95,32 mg = 0,9532 g – 100 partes                           TEGDA, x g – 34,38;
	x = 0,9532 * 34,38/100 = 0,3277 g ou 323 µl
	TOTAL: 836 µl (GlyDGE - TTGE)mix + 95,32 mg EP + 323 µl TEGDA + 974 µl EtOH.
	Polimerização em bloco: GlyDE – TTGE // TEGDA
	Composição do formulado 5%: GlyDE - TTGE - EP = 85.29 – 9.71 – 5.0 p/p
	EEWmix1-5= Total Wt / ((Wta/EEWa) + (Wtb/EEW)) = 100 / (85.29 / 102.11 + 9.71 / 100.79 + 5/220.2 ) = 100 / (0.8353 + 0.0963 + 0.0227) = 100 / 0,9543 = 104,79
	Cura com TEGDA: Phr TEGDA = (AHEWTEGDA * 100 / EEWmix1-5 = (37.05*100)/104.79= 35,36;
	(GlyDGE-TTGE-EP) mix 813.02 (661.5 µl) + 92.56 mg (80  µl) + 47.66 mg = 0.9533 g – 100 partes.                                                                                                    TEGDA, x g – 35,36;
	x = 0,9533 * 35.36 / 100 = 0,36 g ou 332 µl
	TOTAL: 741.5 µl (GlyGE – TTGE)mix + 47.66 mg EP + 332 µl TEGDA + 926 µl de EtOH
	Polimerização: GlyDE – TTGE // TEGDA
	Composição do formulado 3%: GlyDE - TTGE - EP = 87.29 – 9.71 – 3.0 p/p
	EEWmix1-3= Total Wt / ((Wta/EEWa) + (Wtb/EEW)) = 100 / (87.9 / 102.11 + 9.71 / 100.79 + 3/220.2 ) = 100 / (0.8549 + 0.0963 + 0.0136) = 100 / 0,99648 = 103,65
	Cura com TEGDA: Phr TEGDA = (AHEWTEGDA * 100 / EEWmix1-3 = (37.05*100)/103.65= 35,75
	(GlyDGE-TTGE-EP) mix 832. 09 (667 µl) + 92.56 mg (80  µl) + 28.6 mg = 0.9533 g – 100 partes.                                                                                                       TEGDA, x g – 36,31;
	x = 0,9533 * 37.75 / 100 = 0,36 g ou 355 µl
	TOTAL: 757 µl (GlyGE – TTGE)mix + 28.6 mg EP + 355 µl TEGDA + 888 µl de EtOH
	Polimerização em bloco: GlyDE – TTGE // TEGDA
	Composição do formulado 0%: GlyDE – TTGE = 70: 8 v/v (ou 90,29 : 9,71 w/w)
	EEWmix = Total Wt / ((Wta/EEWa) + (Wtb/EEW)) = 100 / ((90,29 / 102,11) + (9,71 / 100,79)) = 100 / (0,884 + 0,096) = 100 / 0,98 = 102,24
	Cura com TEGDA: Phr TEGDA = (AHEWTEGDA * 100 / EEWmix = 3705/102,04 = 36,31
	780 µl (GlyDGE – TTGE) mix ou (860,3 mg + 92,56 mg) 0,95286 g – 100 partes
	TEGDA, x g – 36,31;
	x = 0,953 * 36,31 / 100 = 0,346 g ou 340,9 µl
	TOTAL: 780 µl (GlyGE – TTGE)mix + 341 µl TEGDA + 879 µl de EtOH

