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RESUMO

DE GASPARI, L. D. A importancia de formulacbes no desenvolvimento de novos
inseticidas botanicos. 2022. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em Farmacia-
Biogquimica) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o

Paulo, Ribeirdo Preto.

O mosquito Aedes aegypti € o principal vetor, no Brasil, dos arbovirus causadores da
dengue, zika e chikungunya. Mediante as recorrentes epidemias nacionais das arboviroses, faz-
se necessario a busca do combate efetivo contra o vetor, visto ser essa a principal forma de
controle das doencas. O uso de inseticidas alternativos parece ser a tendéncia atual, tanto pelos
esforcos em utilizacdo de produtos com degradacdo natural, com baixo impacto no meio
ambiente e em organismos nédo-alvo, como pela necessidade devido a resisténcia do mosquito
a inseticidas quimicos sintéticos. Nesse contexto, 0s 6leos essenciais com acéo inseticida
emergem como matérias-primas atrativas ao controle do vetor, pois além das propriedades e
aplicacdes a que podem estar associados (como repelentes, inseticidas e, especialmente, como
potencial larvicidas), sdo biodegradados a produtos pouco ou ndo-toxicos e induzem lento
desenvolvimento de resisténcia das cepas dado seus mecanismos de ac¢Oes diversos. Entretanto,
considerando os desafios associados ao emprego de 6leos essenciais como ativos inseticidas —
com destaque para a baixa persisténcia desses compostos no meio ambiente —, o estudo de
formulacGes capazes de incorporar tais substancias é essencial para superar estas limitacoes,
possibilitando a obtencdo de novos inseticidas botanicos eficazes, seguros e estaveis.

Tendo em vista 0 amplo emprego popular do dleo essencial de citronela (Cymbopogon
nardus) com finalidade repelente, foram desenvolvidas formulages sélidas (comprimidos),
contendo esse Gleo e seu constituinte quimico majoritario (citronelal) como ativos, com a
estrategia farmacotécnica de liberacdo prolongada — visando prolongar a acdo dos ativos no
ambiente e, consequentemente, sobre o alvo —, para avaliacdo das agdes toxicas em mosquito
A. aegypti, com énfase na fase larval. Além disso, procedeu-se também, com auxilio da técnica
de Cromatografia gasosa com deteccdo por Espectrometria de massas (CG-EM), a identificacéo
quimica do ¢leo essencial de citronela e a dosagem do ativo citronelal nas formulacgdes

desenvolvidas.

Palavras-chave: Aedes aegypti, 6leos essenciais, formulacdes, 6leo essencial de citronela,
citronelal, CG-EM.
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1 INTRODUCAO

As arboviroses, causadas pelos chamados arbovirus, constituem um grupo de doencas
virais transmitidas por vetores artropodes. Os arbovirus, em sua maioria, circulam na natureza
entre os animais silvestres, com alguma especificidade por determinados hospedeiros e
mantendo-se em ciclos enzodticos em poucas espécies de organismos vertebrados e
invertebrados. O homem ou animais domésticos, quando afetados, tornam-se hospedeiros
acidentais®. Entretanto, alguns virus, como é o caso dos arbovirus da dengue (DENV),
chikungunya (CHIKV) e zika (ZIKV), suplantaram a necessidade de amplificacdo enzodtica
para manutencdo da transmissdo e tornaram-se responsaveis por produzirem epidemias urbanas
tendo exclusivamente o ser humano como amplificador vertebrado?.

As infecgbes por arbovirus tém sido reconhecidas como um crescente problema de
salde publica global principalmente pelo potencial de dispersdo, pela capacidade de mutacéao e
adaptacdo a novos ambientes e hospedeiros (vertebrados e invertebrados), pela susceptibilidade
coletiva, pela possibilidade de desencadear epidemias extensas, pela ocorréncia de casos graves
(acometimento neuroldgico, articular e hemorragico) e ainda, pela demanda por estratégias de

manejo cada vez mais complexas®=.

1.1 ARBOVIROSES EMERGENTES NO BRASIL

No atual contexto epidemioldgico brasileiro, dentre as arboviroses mais incidentes,
destacam-se a dengue (DEN), chikungunya (CHIK) e zika (ZIKA), as quais apresentam como
fator comum o vetor de transmissdo, 0 mosquito Aedes aegypti®.

Nas Américas, o estabelecimento definitivo do género Aedes tem sido observado como
resultado das modificagdes ambientais por a¢Bes antropicas, desordem do crescimento urbano,
deslocamentos populacionais, mudancas climaticas, auséncia de agua tratada e saneamento
basico. Esses fatores favorecem a disseminagéo dos arbovirus no continente, pois garantem
condi¢Bes que pressionam ndo s6 a mutacdo e adequacgdo viral (ao vetor, hospedeiro e
ambiente), como também a adaptaco do vetor®. No Brasil, além dos aspectos citados, o clima
tropical associado constitui outro facilitador relevante a emergéncia de tais arboviroses no pais,
uma vez que, dispde das condi¢des climaticas favoraveis a permanéncia e proliferacdo do
vetor®,

A dengue (DEN), ocasionada pelo arbovirus DENV, constitui uma doenca infecciosa

febril aguda, transmitida pelo mosquito A. aegypti, que pode se manifestar de forma benigna



(classica) ou grave (hemorrégica) a depender de alguns fatores, tais como: o virus envolvido
(pode ser de quatro sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), infeccdo anterior por
determinado sorotipo viral e aspectos individuais (como comorbidades, por exemplo). Sabe-se
que a segunda infeccdo por qualquer sorotipo do arbovirus DENV ¢é consideravelmente mais
grave que a primeira, independentemente dos sorotipos e de sua sequéncia®. Segundo o
Ministério da Saude, a imunidade ao arbovirus DENV é permanente para 0 mesmo sorotipo ao
qual foi previamente infectado (homdloga), entretanto, a imunidade cruzada (heter6loga) existe
temporariamente’.

A chikungunya (CHIK), ocasionada pelo arbovirus CHIKV, é uma doenca infecciosa
febril que pode ser transmitida pelo A. aegypti (meio urbano) e pelo A. albopictus
(principalmente, areas rurais). O nome “chikungunya”, que significa “aqueles que se dobram”
em swahili (idioma da Tanzania), foi assim atribuido em funcdo da aparéncia curvada
apresentada pelos pacientes que foram atendidos na primeira epidemia documentada na
Tanzania, entre 1952 e 1953. Sabe-se que, uma vez infectado pelo CHIKV, a imunidade
permanente € adquirida®,

A zika (ZIK), ocasionada pelo arbovirus ZIKV, também compreende uma doenca
infecciosa febril, assim como DEN e CHIK, transmitida pelo A. aegypti. No ano de 2016, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) decretou a infec¢do por ZIKV como emergéncia em
salde publica de preocupacdo mundial ap6s o cluster de casos, reportados no Brasil em 2015,
de alteracBes neuroldgicas (sindrome de Guillain-Barré) e microcefalia associados, ocorridos
apos situacdo semelhante na Polinésia Francesa em 2014 (WHO, 2016).

A circulagdo conjunta dos arbovirus DENV, CHIKV e ZIKV no territdrio brasileiro
implica em diversos desafios clinicos e econdmicos. No que diz respeito a salde, a auséncia de
vacinas como método profilatico e de antivirais efetivos, a dificuldade no diagndéstico em
funcdo da similaridade de sintomas entre tais infec¢bes, bem como a probabilidade de
coinfeccdo, sdo aspectos que dificultam o manejo clinico e, consequentemente, impactam na
explosdo de novos casos no pais. J& do ponto de vista da economia, as arboviroses ndo so
refletem em custos para combate ao vetor e despesas médicas diretas, como também em custos
indiretos, que é o caso da perda de produtividade econdmica em situaces de afastamento do

trabalho®?.



1.1.1 Arbovirus

Os arbovirus (Arthropod-borne virus), responsaveis pelas arboviroses, descrevem um
grupo de virus transmitidos a um hospedeiro suscetivel — ser humano e/ou outros vertebrados —
pela picada de artropodes hematdfagos. A transmissdo do arbovirus ao hospedeiro vertebrado
suscetivel se d& através da picada por um artropode infectado, sendo que, a infecgdo atinge tal
vetor mediante repasto sanguineo durante a fase de viremia de um hospedeiro vertebrado
infectado®®.

Esse grupo viral — arbovirus — é assim designado ndo apenas em alusdo a sua veiculagao
através de artropodes (vetores), mas principalmente em razao de parte do seu ciclo de replicacdo
ocorrer em membros desse filo®.

No que diz respeito a salde humana, os arbovirus considerados de maior relevancia séo
aqueles transmitidos por culicideos, principalmente dos géneros Culex e Aedes, entretanto ha
de se considerar também aqueles veiculados por outros artrépodes, como flebotomineos
(subfamilia da classe Insecta) e carrapatos (classe Arachnida — ordem Acarina)®.

Os arbovirus causadores de doencas em humanos e outros vertebrados de sangue quente
sdo membros de cinco familias virais: Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae,
Reoviridae e Rhabdoviridae, sendo que, a maior parte dos arbovirus compreende os géneros
Flavivirus (familia Flaviviridae) e Alphavirus (familia Togaviridae). Estima-se que existam
mais 545 espécies de arbovirus, das quais mais de 150 sdo responsaveis por causar doencas em
seres humanos®.

Os virus da dengue (DENV) e zika (ZIKV) séo pertencentes & familia Flaviviridae e ao
género Flavivirus, enquanto o virus da chikungunya (CHIKV) compreende um representante
da familia Togaviridae e do género Alphavirus. Embora pertencentes a linhagens distintas,
DENV, ZIKV e CHIKV compartilham de algumas caracteristicas estruturais — genoma
constituido de RNA fita simples de polaridade positiva, capsideo icosaédrico e envelope viral
—, bem como da capacidade de se adaptar a hospedeiros vertebrados e invertebrados, dada a

grande plasticidade genética e alta frequéncia de mutagGes associadas a esses virus de RNA?
1.1.2 O vetor Aedes aegypti
O A. aegypti — vetor comum das arboviroses dengue, chikungunya e zika, aléem da febre

amarela e outros — é um mosquito (Familia Culicidae) proveniente da Africa, mais

especificamente do Egito (o que explica a escolha do epiteto “aegypt” para designar a espécie),
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o qual foi introduzido no continente Sul-Americano a partir do século XVI, durante a
colonizag&o europeia, através de embarcacgdes que traficavam escravos'?,

No Brasil, os primeiros casos de dengue relatados datam do final do seculo XIX, em
Curitiba (PR), e do inicio do seculo XX, em Niter6i (RJ). No inicio do século XX, o mosquito
A. aegypti passou a ser visto como uma preocupacdo do ponto de vista da satde publica em
funcdo do surto de febre amarela. Em 1955, medidas de controle a febre amarela garantiram a
erradicacdo do A. aegypti no territdrio brasileiro, entretanto, no final da década de 1960, o
relaxamento com as a¢des anteriormente adotadas impactou na reintroducio do vetor no pais'®.
Os primeiros casos de chikungunya e zika no Brasil sdo considerados recentes e proximos,
sendo relatados em 2014 e 2015, respectivamente’.

Admite-se que a disseminacdo global do A. aegypti aconteceu de forma passiva,
mediante deslocamentos populacionais, 0 que possibilitou ao mosquito estabelecer-se em locais
que ofereciam condicfes favoraveis a sua permanéncia e desenvolvimento, como em regifes
tropicais — a exemplo do Brasil — e subtropicais?®.

O mosquito A. aegypti possui ciclo de vida dividido em quatro etapas: ovo, larva, pupa
e adulto. Alguns dias ap6s transformar-se em adulto, 0 mosquito encontra-se apto para o
acasalamento, dessa forma, ap6s a copula, a fémea sai a procura de sangue humano para garantir
0 desenvolvimento e maturacdo dos ovos no ovario. Cerca de trés dias apds a ingestdo do
sangue, a fémea procura lugares favoraveis para deposi¢do dos ovos — normalmente, locais
umidos e, de preferéncia, acima da linha d’agua ou na superficie. Em condigdes ambientais
ideais, o desenvolvimento do embrido se completa em cerca de dois ou trés dias, no entanto,
vale ressaltar que ovos sao estruturas capazes de resistir por mais de um ano longe de agua,
eclodindo a qualquer momento quando submetidos a umidade®.

Apbs a eclosao do ovo, surge a larva, uma fase aquatica do ciclo de vida do mosquito
gue se alimenta, principalmente, da matéria organica presente no criadouro. Essa etapa, que
dura cerca de cinco dias (até ser convertido em pupa), é considerada a mais indicada para se
combater o mosquito A. aegypti, pois alem dos criadouros serem mais localizados, a fase a
seguir, quando a larva se transforma em pupa, raramente sofre efeito de larvicidas e outros
produtos, uma vez que, a pupa ndo se alimenta. A etapa de pupa, em condi¢des favoraveis, dura
de 2 a 3 dias, permanecendo na superficie da agua para facilitar o voo do adulto quando
completa a metamorfose!*.

A fase adulta do A. aegypti é a mais conhecida pelo ser humano, uma vez que ¢ a fase
em que 0 mosquito, quando a fémea é previamente infectada, torna-se capaz de transmitir as

arboviroses no momento da hematofagia'®. O A. aegypti € um mosquito essencialmente urbano
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(cosmopolita), de habito diurno e que, quando infectado, representa ndo apenas o vetor como

também o reservatdrio do arbovirus, uma vez que, permanece infectado durante a sua vidal®4,

1.1.3 Medidas de controle das arboviroses no Brasil

Para evitar ou reduzir a transmissao das arboviroses DEN, CHIK e ZIK enquanto ndo
ha vacinas ou tratamentos especificos disponiveis, a estratégia mais efetiva, do ponto de vista
da saude publica do Brasil, baseia-se no controle do fator comum de transmissdo, 0 mosquito
A. aegypti®.

O controle do vetor A. aegypti é realizado de trés formas principais: mecéanica, quimica
e bioldgica. O controle mecanico compreende a adocao de praticas capazes de eliminar o vetor
e criadouros ou reduzir o contato mosquito-homem, um exemplo é a instalacdo de telas em
portas e janelas. O controle quimico, considerado o mais usual, consiste no uso de produtos
quimicos (ex. fumacé de malathion), sendo recomendado apenas se respeitado o0 uso racional e
a seguranca ao meio ambiente e a populacdo. O controle bioldgico, por sua vez, baseia-se no
emprego de predadores ou patdgenos com potencial para diminuir a populagéo vetorial®®.

Os Agentes Comunitarios de Saude (ACS) e Agentes de Combate a Endemias (ACE),
em parceria com a sociedade, sdo responsaveis por implementar e promover o controle
mecanico e, especialmente, o controle quimico do A. aegypti no territério brasileiro, bem como
acOes educativas que garantam a sustentabilidade da eliminag&o do vetor e criadouros®®.

De acordo com os dados divulgados pelo Ministério da Salde no boletim
epidemioldgico referente as semanas 1 a 17 de 2022 (02/01/2022 a 30/04/2022) no Brasil,
houve aumento dos casos de dengue (em 135,1%), chikungunya (em 56,6%) e zika (em 53,9%)
em relagio ao mesmo periodo no ano anterior (2021)*°. Desta maneira, é possivel verificar que
0s programas de prevencédo e controle de arboviroses em vigor tém se mostrado insuficientes
para conter a incidéncia de tais doengas infecciosas, isto porque além dos facilitadores
associados ao territorio brasileiro (clima, saneamento e desordem na ocupacao urbana), 0 uso
indiscriminado de produtos quimicos (inseticidas e repelentes), principal forma de controle
disseminada no pais, impacta no desenvolvimento de resisténcia por parte dos agentes
etioldgicos e do vetor, além de contaminacdo do meio ambiente. Desta forma, faz-se necessario
buscar por estratégias de intervencao alternativas para prevencao e controle destas arboviroses

no Brasil®.
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1.2 INOVACAO NO CONTROLE VETORIAL — PRODUTOS NATURAIS

Atualmente, diversas abordagens tém sido desenvolvidas como alternativas no controle
do A. aegypti, tais como medidas sociais de vigilancia (abordagem eco-bio-social e
mapeamento de risco das regifes), emprego de recursos naturais e bioldgicos, dispositivos
inseticidas e modificacOes vetoriais (mosquitos transgénicos e esterilizados por irradiacdo),
inclusive considerando-se a combinagéo entre tais estratégias®®.

Tendo em vista as desvantagens associadas ao controle quimico atraves de compostos
sintéticos, principal estratégia de controle do vetor no cenario atual no Brasil, este trabalho
aborda o emprego de compostos naturais como alternativa, pois apresentam-se como uma
ferramenta relevante nao sé pela simplicidade em relacdo as demais abordagens, como também

por agregar sustentabilidade e maior seguranca ao meio ambiente e a organismos nao-alvos.

1.2.1 Histdrico do emprego de plantas e derivados com finalidade inseticida

O emprego de plantas e substancias derivadas como pesticidas botanicos datam desde a
antiguidade®’. Sabe-se que na India, por volta de 2.000 a.C., era comum 0 uso de compostos
com acdo inseticida (provenientes de diversos 6rgdos das plantas) no controle de pragas. Em
paises como o Egito, durante o periodo farabnico, e na China, cerca de 1.200 a.C., substancias
inseticidas derivadas de plantas ja eram direcionadas, por meio de aplicacdo direta ou
fumigacao, para o controle de pragas que acometiam grdos armazenados. Ainda, no século XVI,
europeus também demonstraram dominio botanico ao promoverem 0 manejo de pragas com o
auxilio de plantas®,

Na primeira metade do século XX, os chamados “inseticidas botanicos” também
tiveram grande popularidade e importancia no Brasil, que, na época, foi responsavel por grande
parte da producéo e exportacdo desses produtos, substancias como rotenona, piretro e nicotina,
eram direcionadas a agricultura em funcdo da maior seguranca e menor impacto ambiental
associados®®. Os compostos organicos botanicos, assim como 0s poucos inorganicos que eram
utilizados (arsenicais, fluorados e outros) marcaram, o que é chamada por alguns estudiosos, de
a Primeira Geragéo de Inseticidas®®.

Na década de 1930 foi sintetizado, pela primeira vez, um inseticida organico. A
descoberta e sintese de moléculas com acgéo inseticida, somadas aos problemas associados aos
inseticidas botanicos — especialmente, eficiéncia varidvel e baixa residualidade — fizeram com

que os produtos naturais, até entdo amplamente empregados, perdessem seu espaco sendo
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rapidamente substituidos por produtos quimicos sintéticos, dada a maior eficiéncia e acdo
associada ao novo método*®. A producio dos inseticidas “organo-sintéticos” (organoclorados,
organofosforados, carbamatos e piretroides), assim chamados, marcou o inicio da Segunda
Geragao de Inseticidas'®.

Tendo em vista os impactos causados a fauna e a flora, bem como a satde humana, a
Terceira Geragéo de Inseticidas foi marcada pela proibi¢do dos organoclorados (sobretudo, do
DDT) e pelo investimento na descoberta de moléculas mais especificas e menos agressivas ao
meio ambiente!®.

Nas ultimas décadas, a ressurgéncia global de algumas doencas relacionadas a insetos —
em especial, a arbovirose dengue —, os efeitos negativos associados ao uso de inseticidas
sintéticos — dentre eles residualidade ambiental, toxicidade a organismos nao-alvo e resisténcia
adquirida pelo vetor —, os custos e dificuldades envolvidos na descoberta de hovos compostos
com acdo inseticida, bem como a crescente conscientizacdo ambiental, fizeram emergir
novamente o interesse de se buscar na biodiversidade por alternativas sustentaveis capazes de
combater vetores, que podem afetar tanto a saude humana quanto o meio ambiente, de forma
eficaz e segura®®.

A Quarta Geracao de Inseticidas, vivenciada atualmente, vem abrindo espaco para novas
possibilidades no combate de insetos, como o retorno do emprego de produtos naturais
(metabolitos de origem vegetal ou animal) e a producéo de proteinas e peptideos inseticidas em

vetores de expressao®®.

1.2.2 Inseticidas botanicos

As substancias com atividade inseticida, produzidas e extraidas de determinadas
espécies de plantas, sdo denominadas “inseticidas botanicos” ou “inseticidas vegetais” e
consistem em produtos gerados a partir do metabolismo secundario vegetal®’.

O metabolismo primario vegetal compreende o conjunto de processos metabélicos
considerados essenciais ao funcionamento e manutencéo das células vegetais, dessa forma, 0s
compostos envolvidos em tal metabolismo apresentam distribuicdo universal nas plantas. E o
caso dos carboidratos, lipidios, nucleotideos, aminoacidos e da clorofila. Diferentemente do
metabolismo primario, o metabolismo secundario origina compostos que ndo dispdem de
distribuicdo universal entre os tecidos vegetais, uma vez que, ndo sdo considerados necessarios

para todas as plantas?®. Esse é o caso das substancias inseticidas, cuja producdo é restrita a
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algumas espécies vegetais e, provavelmente, esteja relacionada com mecanismos de defesa
quimica frente a predadores naturais®®,.

Os constituintes com atuacdo inseticida podem ser provenientes de toda a planta ou de
partes dela, podem ser o préprio material vegetal, geralmente, pulverizado, ou ainda, produtos
derivados obtidos por meio de extragdo aquosa ou com solventes organicos?'. De qualquer
maneira, tais produtos do metabolismo secundario variam ndo s6 em relacdo a localizagdo de
biossintese e de alocacao entre as espécies, como também na concentracdo em funcéo do estagio
de desenvolvimento, época do ano, sazonalidade, ritmo circadiano, tratos-culturais, dentre
outros fatores®®.

As caracteristicas de baixa toxicidade e persisténcia relacionadas aos produtos naturais
fazem com que eles sejam associados a um baixo impacto ambiental, isto €, sem efeitos
indesejaveis frente as plantas e demais organismos benéficos??. Entretanto, embora associados
a tais atributos, a concepcdo de que os inseticidas de origem vegetal sdo sempre seguros é
equivocada, uma vez que, ainda que sua menor persisténcia no meio descreva risco reduzido
comparado as substancias sintéticas, ha registros de inseticidas botanicos que sdo tdxicos a
fauna marinha, insetos benéficos e mamiferos!®?2,

Os efeitos desencadeados por uma substancia de origem vegetal sobre os insetos séo
considerados variaveis, podendo ser toxicos, repelentes, causar inibicdo da oviposicdo e da
alimentacdo, e ainda, alteracbes hormonais — acarretando em distdrbios no desenvolvimento,
deformacdes, infertilidade e mortalidade no decorrer das fases da vida®?. Para evitar entdo
potenciais efeitos toxicos ao ambiente e aos seres vivos, Brunherotto (2000) considera que
induzir a mortalidade dos vetores através dos inseticidas botanicos ndao deve ser o principal
objetivo, ja que, para alcancar tal efeito, normalmente sdo necessarias concentracdes elevadas
do produto, o que inviabiliza a técnica do ponto de vista da seguranca a salde e a0 meio
ambiente??, Dessa forma, considera-se que o ideal é minimizar, ou se possivel, impedir, a
oviposicdo e a alimentacdo da praga e, consequentemente, a expansdo populacional de sua
espécie??.

Apesar da variabilidade na composicéo e toxicidade que podem estar associadas aos
inseticidas botanicos (nicotina e rotenona, por exemplo, sdo toxicas a mamiferos e peixes,
respectivamente) — porem, vale ressaltar que, muitas vezes, tal toxicidade é controlavel e
inferior aquela dos compostos quimicos sintéticos — a simplicidade de manejo, a
disponibilidade e baixo custo (a depender do produto natural), o efeito residual ndo prolongado
(degradacdo natural) e mecanismo de acdo diverso (reflete em menor probabilidade de

resisténcia por predadores naturais), sdo algumas das vantagens que suplantam as desvantagens,
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tornando os produtos naturais uma estratégia promissora frente as atuais medidas de controle
quimico'®2,

Algumas das substancias de origem vegetal com atividade inseticida conhecida sao:
piretrinas |1 e Il, rotenona, nicotina, cevadina, veratridina, rianodina, quassinoides e
azadiractina; ha também alguns biopesticidas volateis, que compreendem, normalmente, 6leos

essenciais extraidos de plantas aromaticas®.

1.2.3  Oleos essenciais com potencial larvicida

Como uma alternativa aos compostos quimicos sintéticos atualmente empregados no
controle de vetores sinantropicos (vivem em meio urbano), alguns compostos naturais, como
0s Oleos essenciais com aplicacdo inseticida, vém sendo investigados quanto ao potencial
larvicida — uma vez que, a fase larval é considerada a mais estratégica para controle de vetores
— frente a determinados artropodes, como 0 mosquito A. aegypti, para serem direcionados ao
desenvolvimento de novos produtos inseticidas®®.

Esses compostos, normalmente encontrados nas espécies vegetais popularmente
utilizadas com finalidade repelente, emergem como matérias-primas atrativas ao controle do
vetor, uma vez que, segundo a Agéncia Reguladora de Alimentos e Drogas nos Estados Unidos
— FDA (Food and Drug Administration) e a Organizacdo Mundial da Satide — OMS, os 6leos
essenciais sdo biodegradados a produtos ndo-toxicos, demonstram toxicidade reduzida ou
ausente e ainda, induzem lento desenvolvimento de resisténcia das cepas?.

Os dleos essenciais constituem misturas complexas de substancias volateis,
lipossoltiveis, de baixo peso molecular, normalmente odoriferas e liquidas®®. Sdo extraidos de
partes vegetais (raizes, rizomas, flores, folhas, cascas, caules, frutos e outras) através de
diferentes métodos, sendo os mais comuns a destilag&o por arraste a vapor e prensagem a frio?.
Os oOleos essenciais também apresentam grande afinidade por solventes organicos apolares,
entretanto, a extragdo através destes nio agrega valor comercial®®,

Diversos fatores impactam na qualidade e na composi¢do quimica de um 6leo essencial,
incluindo espécie boténica, partes da planta utilizadas para extragdo, época de colheita, aspectos
relacionados as condicGes de cultivo (clima, temperatura, umidade e outros), presenca de
agrotoxicos e outros?>.

Além da repeléncia, considerado o modo de a¢do mais comum dos 6leos essenciais com

acdo inseticida e seus componentes majoritarios, e da atividade inseticida propriamente dita, a
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qual pode ser expressa de diversas maneiras, sabe-se que esses compostos podem atuar também
em enzimas digestivas e neuroldgicas, além de interagirem com o tegumento do vetor?,
Dentre as plantas promissoras, as quais sintetizam o6leos essenciais com atividade
inseticida e que, potencialmente, podem atuar sob a fase larval dos insetos, destacam-se aquelas
pertencentes aos géneros Cymbopogon spp., Ocimum spp. e Eucalyptus spp., sendo que alguns
dos constituintes responsaveis pela acdo inseticida encontrados nestas misturas de Gleos

incluem: canfora-pineno, limoneno, citronelal, citronelol, geraniol e timol?.

1.2.4 A importancia do estudo de formulagdes na obtencdo de novos inseticidas
botanicos

No cenario atual, é conhecido que o uso de produtos quimicos sintéticos para controle
de vetores descreve diversas preocupacdes no que tange ao meio ambiente e a salude de
vertebrados ndo-alvos (seres humanos e animais), além da contradi¢do quanto a eficécia desses,
devido ao desenvolvimento de cepas resistentes. Neste sentido, produtos naturais — em especial,
os 6leos essenciais dadas as propriedades (repeléncia, inseticida e, especialmente, potencial
larvicida) e beneficios ambientais associados — tém sido extensivamente estudados e testados
para compor uma ferramenta promissora no manejo de artrépodes, com énfase nos
transmissores de doencas?*.

Entretanto, algumas particularidades associadas aos 6leos essenciais, como € 0 caso da
volatilidade (alta pressao de vapor), limitam sua aplicacdo em produtos inseticidas, uma vez
que, esta caracteristica, afeta a permanéncia do composto no ambiente e, consequentemente,
impacta na sua atuacdo frente ao alvo artrépode. Sendo assim, o desenvolvimento de
formulagGes capazes de prolongar a duragéo do efeito do constituinte(s) ativo(s), possibilita o
emprego dos dleos essenciais em produtos inseticidas?.

O conhecimento acerca da formulacdo, isto é, o estudo da composi¢do qualitativa e
quantitativa de um determinado produto, é essencial para garantia dos pilares de eficacia,
qualidade e seguranca deste, uma vez que, reflete na padronizacdo e prevengdo de possiveis
efeitos indesejados?’.

Considerando os desafios associados ao emprego de Oleos essenciais como ativos
inseticidas — dentre os quais, destacam-se baixa persisténcia no meio ambiente (volatilidade),
variabilidade na composicao quimica e potencial toxicidade —, 0 estudo de formulacfes capazes
de incorporar tais substancias é ndo sé necessario para suplantar tais dificuldades, possibilitando
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a obtencdo de produtos eficazes e estaveis, mas principalmente, relevante do ponto de vista da
sustentabilidade e seguranca ambiental e humana.

Em virtude do amplo emprego popular do 6leo essencial proveniente da espécie vegetal
Cymbopogon nardus, devido a acessibilidade e seu potencial efeito larvicida e de repeléncia,
frente ao mosquito A. aegypti®®, foram desenvolvidas formulac@es sélidas (comprimidos) com
a estratégia farmacotécnica de liberacdo prolongada — para superagdo das limitagdes associadas
ao emprego de tais compostos volateis como ativos inseticidas — contendo este 6leo, bem como
seu constituinte majoritario, 0 monoterpeno citronelal, para avaliacdo das acdes toxicas em
mosquito A. aegypti, vetor comum das arboviroses emergentes — dengue, chikungunya e zika —
no pais.

A espécie Cymbopogon nardus pertence ao género Cymbopogon e a familia Poaceae,
sendo origindria da ilha de Java na Indonésia, cultivada em regides tropicais e subtropicais e
popularmente conhecida como “capim-citronela”?®. O 6leo essencial, normalmente extraido das
folhas e colmos, apresenta uma grande concentracdo de citronelal (majoritario), geraniol e -
citronelol, os quais sdo considerados os principais responsaveis pelas atividades de repeléncia
e larvicida®®. Além disso, o 0Oleo essencial de Cymbopogon nardus também apresenta

propriedades antibacteriana, antiviral, antifingica e antioxidante?®.

1.3 ANALISE CROMATOGRAFICA

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo fundamentado na migragédo
diferencial dos constituintes de uma mistura em razéao de diferentes interagdes entre duas fases
imisciveis, a fase movel e a fase estacionaria®®. Além da separacio dos componentes da mistura,
guando acoplada a um detector adequado, a cromatografia também pode ser utilizada para
identificar, por comparacdo com padrdes previamente existentes, e quantificar, através de
calculos envolvendo dimensdes dos sinais obtidos no cromatograma?®.

As diferentes formas de cromatografia podem ser classificadas em funcéo de quatro
critérios principais: quanto a forma fisica do sistema cromatografico (planar ou colunar), quanto
a fase movel empregada (liquido, gas ou fluido supercritico), quanto a fase estacionaria (liquida,
solida ou fase ligada) e quanto ao modo de separacéo (adsorgdo, troca inica, exclusdo ou

mistura destes mecanismos)?.
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1.3.1 Cromatografia em fase gasosa com deteccao por Espectrometria de massas

A cromatografia em fase gasosa € um tipo de cromatografia na qual a fase mével é um
gas inerte (H2, He ou N2) e a fase estacionaria € um adsorvente sélido, denominada
cromatografia gas-sélido (GSC), ou ainda, um liquido adsorvido em um suporte inerte,
denominada cromatografia gas-liquido (GLC). A cromatografia gasosa € uma das técnicas
analiticas mais utilizadas em funcéo do seu poder de resolucdo e capacidade de deteccdo de
substancias em escala nano a picogramas. Entretanto, a grande limitacdo deste método ¢é a
necessidade de que a amostra a ser analisada seja volatil ou termicamente estavel, ainda que
amostras no volateis ou instaveis possam ser derivadas quimicamente?®.

Quando acoplada a um detector, por exemplo, Espectrometria de massas, constitui um
método rapido que possibilita a obtencdo de informacdes valiosas sobre a anélise de produtos
naturais, sendo assim empregada na analise de misturas organicas e bioquimicas complexas,
pesticidas e compostos organicos volateis e semivolateis no meio ambiente?®%,

A Cromatografia gasosa com deteccdo por Espectrometria de massas (CG-EM)
representa uma técnica hibrida, uma vez que, cada uma das suas partes é responsavel por
executar um determinado processo analitico, a Cromatografia a Gas (CG) realiza a separagéo
dos constituintes da amostra a ser analisada, enquanto que a Espectrometria de Massas (EM),
por sua vez, fornece informacGes Uteis para a identificacdo dos constituintes quimicos gasosos

separados pela CG*°.

1.4 DESENVOLVIMENTO DA FORMULACAO

Considerando os desafios associados aos ativos envolvidos — reduzida persisténcia no
ambiente e baixa solubilidade em &gua —, a aplicacéo voltada para 0 meio externo aquoso, bem
como a intencdo de se obter um produto que combine simplicidade e acessibilidade, faz-se
necessario o emprego da tecnologia farmacéutica para obtencdo de uma formulacdo com
liberagcdo modificada, uma vez que, tais sistemas de liberacdo sdo capazes de garantir
conveniéncias — neste caso, estabilidade e liberacdo controlada do ativo no ambiente — que ndo
séo possiveis com sistemas de liberacdo convencional.

A partir de levantamentos bibliograficos realizados, destacaram-se como estratégias
farmacotécnicas, capazes de carrear ativos volateis e apolares, e ainda, prover estabilidade e
aumento da duracdo de acdo: a nanotecnologia, a encapsulacdo e o uso de matrizes poliméricas

hidrofilicas com sistemas de liberacdo prolongados ou controlados.
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Dada a simplicidade associada, e 0s resultados positivos para veiculagdo de compostos
apolares, o desenvolvimento de uma formulagédo sélida, como comprimidos, com emprego de
uma matriz polimérica hidrofilica como agente de liberacdo prolongada, emerge como uma
alternativa interessante e aplicavel a obtencdo de produtos contendo éleos essenciais e seus
ativos, podendo ser primeiramente testada em relacdo as demais (mais complexas). Além do
que, tal sistema matricial, também agrega maior estabilidade — por ser uma forma farmacéutica
solida — e ainda, é capaz de proporcionar o alcance do objetivo, prolongar a eficacia larvicida
do ativo, mediante a incorporacao deste em uma matriz polimérica hidrodispersivel.

Embora diversos sistemas poliméricos possam ser utilizados como agentes moduladores
de liberacéo, os polimeros hidrodispersiveis, como os éteres da celulose, s&o possivelmente o
grupo mais frequentemente empregado em formulacdes de liberagio modificada®. Para este
projeto selecionamos o hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), um polimero hidrofilico
amplamente utilizado em formas farmacéuticas solidas de liberagdo modificada em funcdo da
sua natureza ndo-toxica e ndo iénica (ndo apresenta problemas de compatibilidade), capacidade
de incorporar elevadas quantidades de substancias ativas e facilidade de compressio®?.

A liberacdo de ativos a partir do sistema matricial HPMC ocorre, apds hidratacdo do
polimero, mediante sua capacidade de intumescer (relaxamento das cadeias poliméricas) e
formar uma camada gelatinosa a superficie do comprimido, a qual funciona como barreira a
rapida liberacdo do ativo, controlando tanto a penetracdo de &gua, como a velocidade de

liberacdo da substancia hidrofobica para a agua®’.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver formulages simples, naturais e eficazes contendo 6leo essencial de
citronela (Cymbopogon nardus) e seu ativo majoritario, 0 monoterpeno citronelal, para

aplicacdo inseticida no controle do mosquito A. aegypti, em fase larval.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a composicao quimica do éleo essencial de citronela (Cymbopogon nardus),
pela técnica de Cromatografia em Fase Gasosa com detec¢do por Espectrometria de
Massas (CG-EM), e comparar com laudo emitido pelo fornecedor (Destilaria Bauru).

e Preparar formulacdes solidas de liberacdo prolongada com matérias-primas comumente
utilizadas na industria farmacéutica, tendo como ativos o 6leo essencial de citronelae o
monoterpeno citronelal.

e Auvaliar a toxicidade contra 0 mosquito A. aegypti, em fase larval (L3 instar), das
formulacdes contendo 6leo essencial de citronela e citronelal.

e Determinar a concentracdo do componente majoritario, 0 monoterpeno citronelal,
através da técnica CG-EM, no comprimido contendo 6leo essencial de citronela.

e Determinar a concentragéo de citronelal no comprimido contendo este ativo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 IDENTIFICACAO DOS COMPONENTES QUIMICOS DO OLEO ESSENCIAL DE
CITRONELA (Cymbopogon nardus).

Para a determinagdo da composicdo quimica do Oleo essencial de citronela
(Cymbopogon nardus), foi utilizada a técnica de Cromatografia em Fase Gasosa com detec¢do
por Espectrometria de Massas (CG-EM).

Para confirmar a identidade do componente majoritario, foi injetado no CG-EM, o
padrdo de citronelal, a qual foi verificada mediante a comparacao (padrdo e amostra) do tempo
de retencéo e espectro de massas.

A determinacdo quantitativa (% Area) das substancias presentes na amostra de 6leo
essencial de citronela foi realizada através do software do equipamento, pelo célculo das areas
cromatograficas dos picos obtidos, representando as quantidades respectivas de cada
componente na amostra.

O método analitico e o preparo das amostras estdo descritos a segulir.

3.1.1 Preparo das amostras e método analitico

O dleo essencial de citronela foi preparado na concentracdo de 5 pg/mL e o padrao de
citronelal na concentracédo de 80 pg/mL, ambos utilizando como solvente o acetato de etila grau
HPLC.

Para analise das amostras no equipamento, GCMS-QP2010 ULTRA-SHIMADZU,
foram empregados 0s seguintes parametros:

e Temperatura do injetor: 220 °C;

e Temperatura da coluna: 100 °C;

e Rampa de aquecimento: 100 a 240 °C, a 1,80 °C/min, com tempo total de 5 minutos;
e Coluna cromatogréafica: ZB-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um) Phenomenex;

e (Gaés de arraste: Helio (He);

e Presséo: 288,6 kPa;

e Vazdo do gas: 2,50 mL/min;

e Velocidade linear de 41,6 cm/s;

e Volume de injecdo: 1 L, split 1:60;
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e Parametros do detector de massas: Temperatura do lon source de 250 °C;
Temperatura da interface de 280 °C;
Corte do solvente em 3,00 min;
Modo Scan
Start|End m/z: 35 a 400 m/z;
Voltagem do detector: 0,90 kV +0,00 kV.

3.2 PREPARO DAS FORMULACOES

As formulagdes foram preparadas no estado sélido, na forma de comprimido, contendo
como ativo o 6leo essencial de citronela e citronelal, a matriz polimérica hidrofilica de liberago
prolongada HPMC K100, e a lectina de soja para auxiliar na solubilizacdo do ativo hidrofdbico
na matriz hidrofilica. A concentracdo do dleo essencial de citronela e do citronelal incorporados
na formulagéo seguiram valores referentes a 3 vezes a CLsp (concentracao letal 50%) definida
para cada ativo isoladamente no ensaio larvicida (larvas no estagio L3).

Os comprimidos contendo 6leo essencial de citronela (Figura 3) foram preparados para
peso final de 300 mg, apresentando, portanto, a seguinte composi¢do quantitativa: 40 pL
(13,3%) de o6leo essencial de citronela (principio ativo), 40 mg (13,3%) de lecitina de soja e
HPMC K100 g.s.p. 300 mg (diluente).

Os comprimidos contendo o citronelal foram preparados para peso final de 400 mg,
apresentando, portanto, a seguinte composicdo quantitativa: 40 uL (10%) de citronelal
(principio ativo), 40 mg (10%) de lecitina de soja e HPMC K100 g.s.p. 400 mg (diluente).

Para o preparo das formulagdes, dissolveu-se 6leo essencial/citronelal em lecitina de
soja e, posteriormente, adicionou-se a mistura, pouco a pouco, por cisalhamento, o HPMC
K100. A mistura final obtida foi passada em peneira de 0,5 mm para homogeneizacéo do po.
Em seguida, procedeu-se as prensagens dos comprimidos em prensa manual (Figura 2).

Ao final do processo de compactacéo, os comprimidos foram pesados (Figura 1) para

verificar uniformidade de peso.



Figura 1 — Balanca analitica empregada na pesagem dos excipientes e comprimidos obtidos

Fonte: Elaboracéo propria.

Figura 2 — Prensa manual

il

Fonte: Elaborag&o propria.

Figura 3 — Comprimidos contendo 6leo essencial de citronela

Fonte: Elaboracéao propria
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3.3 ENSAIO LARVICIDA DAS FORMULACOES

O ensaio larvicida foi realizado com base no guia WHO 2005, ensaio em copo utilizando
cepa Rockefeller. O volume de &gua variou entre 100 e 250 mL, de acordo com o tamanho do
copo utilizado e a concentracdo final desejada para cada formulagéo. Para cada copo, foram
utilizadas 25 larvas no estagio L3 e adicionado 1 comprimido. O ensaio foi realizado em 4
replicatas, com controle negativo e positivo, em 3 dias diferentes.

Os copos foram mantidos na temperatura de 25 a 28 °C e, preferencialmente, com
periodos expostos a luz (12 horas) e periodos protegidos da luz, no escuro (12 horas) —
(12L:12E). Apos 24, 48 e 72 horas de exposicdo a mortalidade das larvas foi anotada. Larvas
moribundas foram somadas juntas com as larvas mortas, consideradas, portanto, no célculo da
mortalidade. As larvas mortas sdo aquelas que nao se mexem apos serem estimuladas, com uma
pinca, no sifdo respiratdrio ou regido cervical. Larvas moribundas sdo aquelas incapazes de
chegarem até a superficie e ndo demonstram reacdo caracteristica de mergulho quando ha
perturbacao na agua.

Antes de colocar as amostras para testes, todas as larvas foram verificadas para
comprovarem seus movimentos. Se alguma larva ndo expressasse movimento, esta era retirada

e outra larva da bandeja de criagéo inserida.

3.4 DOSAGEM DO ATIVO NAS FORMULACOES

O constituinte majoritario do 6leo essencial de citronela € o monoterpeno citronelal,
portanto, para o doseamento no comprimido contendo o 6leo como ativo, pela técnica CG-EM,

foi selecionado este componente para quantificacgao.

3.4.1 Curva analitica do padréo de citronelal

Para o preparo da curva analitica do padrdo, pesou-se 10 mg de citronelal em baldo
volumeétrico de 10 mL, cujo volume foi completado com acetato de etila. A solucdo estoque
apresentou concentragdo de 1 mg/mL. A curva foi obtida utilizando-se 5 pontos distintos de
concentragdo, conforme descrito na Tabela 1 (abaixo).

Os pontos da curva foram injetados no equipamento de CG-EM conforme método
analitico descrito no item 3.4.2.



Fonte: Elaboracéo prépria.

Tabela 1 — Pontos da curva analitica do padréo

Ponto Volume da solugao estoque (p1L) Volume AcOEt (uL)
01 (50%) 50 950
02 (75%) 75 925
03 (100%) 100 900
04 (125%) 125 875
05 (150%) 150 850

3.4.2 Preparo das amostras da formulagdo e método analitico

comprimido triturado contendo dleo essencial de citronela e cerca de 100 mg do pé do

25

Para o preparo das amostras da formulacdo pesou-se cerca de 25 mg do p6 do

comprimido triturado contendo citronelal, em respectivos balGes volumétricos de 10 mL. Em

seguida, adicionou-se acetato de etila até completar o volume dos baldes e as misturas foram

levadas em ultrassom por 5 minutos para auxiliar na extracao do ativo da matriz para o solvente.

Posteriormente, as misturas foram filtradas em filtro PTFE 0,22 pm. A amostra

contendo Oleo essencial de citronela foi transferida diretamente para vial, enquanto a do

citronelal foi diluida (125 pL de amostra e 875 L de acetato de etila).
Para analise das amostras no equipamento, GCMS-QP2010 ULTRA-SHIMADZU,

foram empregados 0s seguintes parametros:

Temperatura do injetor: 220 °C;

Temperatura da coluna: 100 °C;

Rampa de aquecimento: 100 a 170 °C, a 1,80 °C/min, com tempo total de 5 minutos;

Coluna cromatografica: ZB-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um) Phenomenex;

Gas de arraste: Hélio (He);

Pressdo: 288,5 kPa;

Vazao do gas: 2,50 mL/min;

Velocidade linear de 41,6 cm/s;

Volume de injecéo: 1 pL, split 1:60;

Parametros do detector de massas: Temperatura do lon source de 250 °C;

Temperatura da interface de 280 °C;
Corte do solvente em 3,00 min;
Modo Relative

Start|End m/z: 35 a 400 m/z;

Voltagem do detector: 0,90 kV +0,00 kV.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 IDENTIFICACAO DOS COMPONENTES QUIMICOS DO OLEO ESSENCIAL DE
CITRONELA (Cymbopogon nardus).

Mediante a analise cromatogréafica do 6leo essencial de citronela (Figura 4) pela técnica
de CG-EM, utilizando as informacdes disponiveis nas bibliotecas do software do equipamento,
é possivel concluir que o ativo majoritario, isto é, o principal constituinte deste éleo essencial
€ o monoterpeno citronelal, o qual representa 39,82% da amostra. Seguido do citronelal
(majoritario), destacam-se dois outros ativos que também estdo presentes em proporgoes
representativas nesta amostra, o geraniol e citronelol, os quais correspondem a 26,51% e
15,50%, respectivamente.

As substancias quimicas listadas na Tabela 2 foram identificadas através da comparacgéo
com o0s espectros de massas dos padrbes disponiveis nas bibliotecas (NIST11, NIST11s,
WILEY7 e FFNSCL1.3) do programa do equipamento (GC-MS Analysis), cujos indices de
similaridade foram maiores do que 90%.

Figura 4 — Cromatograma ampliado do 6leo essencial de citronela fornecido pela Destilaria Bauru.
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Fonte: Elaboragéo propria.
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Tabela 2 — Identificacdo e quantificacdo dos componentes presentes no 6leo essencial de citronela fornecido pela
Destilaria Bauru.

Pico Tempo de Area % Area Nome do constituinte
retencéo (RT)
1 6,174 812244 3,05 Limoneno
2 7,622 148050 0,56 Linalol
3 9,221 10592387 39,82 Citronelal
4 11,890 4122103 15,50 Citronelol
5 12,606 278093 1,05 cis-Citral
6 13,040 7052223 26,51 Geraniol
7 13,848 427674 1,61 trans-Citral
8 17,721 1108563 4,17 Acetato de citronelol
9 19,354 1210204 4,55 Acetato de geraniol
10 20,159 320317 1,20 B-elemeno
11 27,579 182657 0,69 d-cadineno
12 29,048 347986 1,31 a-elemol
26602501 100,00

Fonte: Elaboragao propria.

Figura 5 — Cromatograma do padrdo citronelal (analito 1)

Chromatogram Analito 1 80ug mlL

432,078

9,223

TIC*1.00
MIC1*1.00
.. T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T | T T
10.0 20,0 30,0 320
min
Fonte: Elaboracao propria.
Tabela 3 — Identificacdo e quantificagdo de citronelal no padréo
Pico Tempo de Area % Area Nome do constituinte
retencdo (RT)
1 9,223 992180 100,00 Citronelal
992180 100,00

Fonte: Elaboragéo propria.

De acordo com o laudo emitido pelo fornecedor, a Destilaria Bauru, o 6leo essencial de
citronela (Cymbopogon nardus) adquirido tem como constituinte majoritario o citronelal,
representando 38,36%, seguido de outros ativos, o geraniol e o citronelol, com 37,32% e

18,76%, respectivamente.
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Comparando as informagdes acerca do Oleo de interesse descritas no laudo do
fornecedor com os resultados obtidos na anélise cromatografica (Figura 4 e Tabela 2), é possivel
inferir que as diferencas de porcentagens area sdo muito pequenas, sendo a variacao aceitavel
por se tratar possivelmente de equipamentos de anélise e preparo de amostras diferentes.

Em relagdo a presenca de citronelal no 6leo essencial de citronela, comparando 0s
tempos de retengdo (tr) e espectros de massas obtidos nos cromatogramas do padrdo de
citronelal (Figura 5 e Tabela 3) e do 6leo essencial de citronela (Figura 4 e Tabela 2), é possivel
confirmar a presenca deste constituinte no 6leo de interesse. Em ambos os cromatogramas

(Figuras 4 e 5), os tempos de retencéo foram de 9,22 minutos e 0s espectros de massas similares.

4.2 PREPARO DAS FORMULACOES

Optou-se pelo desenvolvimento de formulagdo sélida (comprimido) com emprego de
uma matriz polimérica hidrofilica como estratégia farmacotécnica de liberacdo prolongada,
para tanto, o ativo hidrofébico e a lectina de soja foram incorporados na matriz hidrofilica
através do principio de adsorcao, apenas por mistura fisica, com auxilio de um gral de porcelana
e pistilo. As vantagens desse processo incluem a simplicidade, facilidade de fabricagao e alto
nivel de reprodutibilidade, ndo sendo necessario nenhum preparo especial, como agitacdo

vigorosa e aquecimentos utilizados em outras técnicas, como a encapsulacéo.

4.3 ENSAIO LARVICIDA DAS FORMULACOES

A formulacdo contendo o ativo Gleo essencial de citronela (Cymbopogon nardus)
apresentou-se moderadamente ativa quanto ao ensaio de agéo larvicida, visto que, embora a
mortalidade de uma fracdo representativa de larvas tenha demorado 72 horas a ocorrer, 0s
comprimidos foram capazes de reduzir uma grande parcela da populacéo larval (cerca de 70%).
A espécie vegetal deste 6leo essencial, a citronela (Cymbopogon nardus), € popularmente
conhecida pela sua acéo repelente, sendo esse resultado larvicida importante, por possibilitar o
estudo de nova atividade contra insetos, no caso o0 A. aegypti, para esta espécie botanica.

Ja a formulacdo contendo o ativo citronelal, apresentou 98% de mortalidade em 72
horas de ensaio, demonstrando uma maior atividade larvicida. Este resultado sugere entdo, que
os demais componentes do 0Oleo essencial da citronela, como citronelol e geraniol, podem
reduzir a atividade larvicida do dleo essencial quando comparado com seu componente

majoritario, 0 monoterpeno citronelal.
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Desta maneira, o citronelal se mostra uma substancia interessante de ser estudada para
aplicagdo como produto boténico larvicida de forma isolada ou em associagdo com outros
materiais, como alternativa aos produtos quimicos sintéticos que sdo utilizados atualmente no

controle do mosquito A. aegypti, como por exemplo, o piriproxifeno.

4.4 DOSAGEM DO ATIVO NAS FORMULACOES

Figura 6 — Curva analitica do citronelal

[x 107]
# Cone. (ppm) Mean Area

i 1 50.000 6232517.00
o 12T 2 75.000 8858513.00
g 3 100.000 11950941.00
c 10 4 125.000 1481947000
3 5 150.000 1773475400
205t

fix)=115861.724000%x+333066.600000
0.0 : . i rr1=0.999763 rr2=0.999526
0.0 0.5 1.0 1.5

Concentration (ppm) [x 107
Fonte: Elaboraco propria.
A curva analitica do citronelal obtida (Figura 6) foi adequada para anélise quantitativa,
pois o coeficiente de correlacdo apresentou-se satisfatorio (0,999) e o ponto de intersec¢édo da

curva no eixo y foi bem préximo de zero.

Figura 7 — Cromatograma do 6leo essencial de citronela, fornecido pela Destilaria Bauru, extraido do comprimido
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Fonte: Elaboragao propria.

Para a identidade dos sinais dos analitos, os indices de similaridade (SI) utilizados foram

superiores a 95%, conforme demonstrado nas Figuras 8, 9 e 10.
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Figura 8 — Espectro de massas do pico obtido no cromatograma com tr de 9,22 min, correspondente ao
monoterpeno citronelal (acima) e espectro de massas do citronelal obtido pela biblioteca NIST11 (abaixo)

Figura 9 — Espectro de massas do pico obtido no cromatograma com tr de 11,88 min, correspondente ao
monoterpeno citronelol (acima) e espectro de massas do citronelol obtido pela biblioteca NIST11 (abaixo)
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Figura 10 — Espectro de massas do pico obtido no cromatograma com tr de 13,03 min, correspondente ao
monoterpeno geraniol (acima) e espectro de massas do geraniol obtido pela biblioteca NIST11 (abaixo)
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Figura 11 — Cromatograma do citronelal extraido do comprimido
Chromatogram CP CITRONELAL
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Fonte: Elaboragéo propria.

Comparando os espectros de massas dos picos mais significativos obtidos no
cromatograma do Oleo essencial de citronela extraido do comprimido, com 0s respectivos
espectros de massas da biblioteca NIST11 (Figuras 8, 9 e 10), e possivel verificar que os
constituintes mais abundantes, presentes no 6leo essencial de citronela, séo citronelal (tr = 9,22

min), citronelol (tr = 11,88 min) e geraniol (tr = 13,03 min), e ainda, confirmar, do ponto de
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vista qualitativo, a composi¢do quimica do 6leo essencial de citronela apresentada no item 4.1
(Tabela 2).

Utilizando a curva analitica obtida (Figura 6), 0 método descrito no item 3.4.2., bem
como os dados fornecidos pelos cromatogramas das Figuras 7 e 11, foi possivel quantificar o
citronelal no comprimido contendo 6leo essencial de citronela e no comprimido contendo
citronelal. A concentracdo de citronelal encontrada no comprimido contendo como ativo 6leo
essencial de citronela foi de 10,6 mg, correspondente a 74% do esperado, j& no comprimido
contendo como ativo o préprio citronelal, a concentracao obtida foi de 7,0 mg, correspondente
a 70% do esperado.

Esta variacdo de citronelal, encontrada entre os comprimidos analisados, pode ser em
decorréncia da volatilidade deste monoterpeno, que possivelmente é evaporado durante o
processo de preparo do p6 e compressdao do comprimido. Esta informacéo é importante para
ressaltar a necessidade de um processo de fabricagdo mais adequado para evitar a perda do
ativo, como por exemplo, com controle de temperatura na sala, menor pressdo na prensa

manual, dentre outros.
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5 CONCLUSAO

O desenvolvimento do presente trabalho possibilitou avaliar a importancia do estudo de
formulacGes para superar os desafios associados a aplicacdo de compostos naturais, Como 0s
oOleos essenciais, usados como ativos na obtengdo de novos inseticidas botanicos.

Os principais constituintes do 6leo essencial de citronela sdo o citronelal (majoritario),
geraniol e citronelol, os quais foram identificados pela analise em CG-EM, semelhantemente
ao descrito no laudo emitido pelo fornecedor. A identificacdo do citronelal como componente
majoritario deste 6leo essencial foi confirmada pela comparacdo com a analise de um padréo.

A formulagéo contendo o ativo citronelal isoladamente apresentou um melhor resultado
larvicida quando comparada a formulacdo contendo o 6leo essencial de citronela, sugerindo
que os demais constituintes do 6leo (geraniol e citronelol) possivelmente ndo contribuem para
a bioatividade larvicida procurada.

A andlise de doseamento do citronelal nas formulagBes preparadas sugere que o
processo de preparo escolhido neste trabalho pode possibilitar a volatizagcdo do material ativo,
pois as porcentagens de recuperacdo estiveram em torno de 70%. Desta maneira, é interessante
promover melhorias no processo de fabricacdo desta formulacdo para aplicacdo como produto
inseticida.

Os resultados obtidos neste trabalhno demonstram que o desenvolvimento de
formulacBes botanicas contendo 6leo essencial de citronela (Cymbopogon nardus) e seu
constituinte majoritario, citronelal, podem ser importantes alternativas naturais para controle
do mosquito Aedes aegypti e, consequentemente, das arboviroses dengue, zika e chikungunya,
sendo necessarios, entretanto, melhorias farmacotécnicas e do processo de fabricagdo para

aplicacdo como produtos inseticidas.
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