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Desenvolvimento de prototipos de biopesticidas a partir do alho
para o controle vetorial de Aedes aegypti

RESUMO

O alho (Allium sativum L. - Amaryllidaceae) é um condimento culinario utilizado h&a
séculos por diversas populacdes. Neste trabalho foi investigado o potencial do uso do
alho para o controle do mais importante vetor de arboviroses no Brasil, 0 mosquito
Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae). O oOleo de alho sintético comercial foi
caracterizado utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas
(GC-MS) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-UV, 210 nm). O 6leo de alho
foi testado em ovos, larvas, pupas e mosquitos adultos para determinagédo da
atividade inseticida e repelente. Ensaios pupicida e larvicida em diferentes recipientes
e a monitorizagdo na solugéo teste foram realizados para aferir o efeito da volatilizagéo
do 6leo de alho na atividade. Os compostos majoritarios do 6leo de alho foram
isolados, testados em larvas e pupas e utilizados para enriqguecimento do 6leo de alho,
gue foi avaliados para determinacédo da melhor composicdo para atividade larvicida e
pupicida. Teste em condi¢cdes de semi-campo foram realizados para larvas e pupas,
e um protocolo de atividade repelente espacial em escala ampliada foi desenvolvido
e testado com o Oleo de alho. Nanoemulsbes de o6leo de alho com CDots
(nanoparticulas de carbono), foram desenvolvidas e avaliadas em diferentes
condicbes de temperatura ao longo de trés meses. A nanoemulsdo com melhor
estabilidade foi escalonada em reator quimico piloto e submetida a teste em campo
no Instituto Central de Ciéncias da UnB apG8s avaliacdo em testes de toxicidade. O
6leo de alho utilizado é composto majoritariamente por trissulfeto (63,0%) e dissulfeto
(26,7%) de dialila. A CLsodo 6leo de alho foi de 1,6 ppm em larvas em 24 h, chegando
a menos de 1,0 ppm em 72 h, e de 20,3 ppm em pupas. O tipo de recipiente utilizado
nos experimentos altera significativamente a atividade larvicida devido as diferentes
taxas de volatilizacdo. A potente atividade larvicida e pupicida se repetiram nos
ensaios em condi¢des de semi-campo. O 6leo de alho foi capaz de matar e repelir os
insetos adultos no teste repelente espacial em condicdes de campo. Ensaios em
peixe-zebra demonstraram que o 6leo de alho tem potencial embriotéxico nas
concentragcbes mais altas, com CLso de 60.7 ppm. O uso de CDots nas nanoemulsdes
desenvolvidas conferiu homogeneidade a formulacdo, e permitiram sua solubilidade
em agua. As nanoemulsdes desenvolvidas foram estaveis a temperatura ambiente e
em geladeira, e aquelas mais promissoras mantiveram ou incrementaram a atividade
ovicida, larvicida e pupicida do 6leo de alho. A avaliacdo toxicologica da formulagéo
sugere um perfil de seguranca adequado, de baixa toxicidade oral, dérmica e ocular.
No estudo preliminar de campo o produto chegou a causar uma reducéo pontual de
60% da quantidade de fémeas de Ae. aegypti na area tratada em relacdo a area nao
tratada. O potencial da nanoformulagéo desenvolvida para o controle vetorial do Ae.
aegypti precisa ser melhor investigado em um estudo mais amplo que inclua também
uma avaliacdo estatistica dos resultados.

Palavras-chave: Aedes aegypti, controle vetorial, 6leo de alho, Allium sativum,
trissulfeto de dialila, bioinseticida, nanoemulséao, Carbon dots, teste em campo



Garlic-derived biopesticides development for Aedes aegypti vector
control

ABSTRACT

Garlic (Allium sativum L. - Amaryllidaceae) is a culinary condiment used for centuries
by different populations. In this work, the potential of garlic to control the most important
vector of arboviruses in Brazil, the Aedes aegypti L. mosquito (Diptera: Culicidae) was
investigated. A commercial synthetic garlic oil was characterized using gas
chromatography coupled to a mass spectrometer (GC-MS) and high performance
liquid chromatography (HPLC-UV, 210 nm). Garlic oil was then tested on eggs, larvae,
pupae and adult mosquitoes to determine insecticidal and repellent activity. Pupicidal
and larvicidal assays with garlic oil in different containers and monitoring of the test
solutions were performed to assess the effect of garlic oil volatilization on the activity.
Garlic oil major compounds were isolated, tested on larvae and pupae and used to
enrich garlic oil, which was evaluated to determine the best composition for larvicidal
and pupicidal activity. Tests under semi-field conditions were carried out for larvae and
pupae, and a large-scale spatial repellent activity protocol was developed for garlic oil
testing. Garlic oil nanoemulsions were developed with Carbon dots (CDots) and
evaluated during storage under different temperature conditions over three months.
The nanoemulsion with the best stability was scaled up in a chemical reactor and
subjected to a preliminary field testing at the Instituto Central de Ciéncias at UnB after
toxicological evaluation. The garlic oil used is mainly composed of diallyl trisulfide
(63.0%) and disulfide (26.7%). The LCso of garlic oil was 1.6 ppm in larvae in 24 h,
reaching less than 1.0 ppm in 72 h, and 20.3 ppm in pupae. The type of container
used in the experiments significantly alters the larvicidal activity due to the different
rates of oil volatilization. The potent larvicidal and pupicidal activity were replicated
under semi-field conditions. Garlic oil was able to kill and repel adult insects, including
under field conditions. Zebrafish toxicological assay showed that garlic oil was
embryotoxic only at the highest concentrations, with a LCso of 60.7 ppm. The use
CDots in the nanoemulsions conferred homogeneity and water solubility. Formulations
maintained the activity of garlic oil and allowed its solubility in water. The
nanoemulsions were stable at room temperature and under refrigeration, and the most
promising maintained or increased the ovicidal, larvicidal and pupicidal activity of garlic
oil. Toxicological evaluation of the formulation suggests an adequate safety profile of
low oral, dermal and ocular toxicity. In the preliminary field study, the product caused
a point reduction of 60% in the number of females of Ae. aegypti in the treated area
relative to the untreated area. The potential of the nanofurmulation developed in this
study for the Ae. Aegypti vector control needs further studies that should also include
a statistical analysis of the results.

Keywords: Aedes aegypti, vector control, garlic oil, Allium sativum, diallyl trissulfide,
bioinsecticide, nanoemulsion, Carbon dots, field trial
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INTRODUCAO

O territorio brasileiro esta infestado pelas duas espécies de Aedes de maior
importancia clinica, Aedes aegypti e Aedes albopictus. Esses mosquitos,
principalmente o Ae. aegypti, sdo vetores das arboviroses dengue, Zika e
chikungunya, e colocam todo o pais sob risco de infec¢do, uma vez que, juntos, esses
mosquitos ocupam 99% do territério brasileiro (MADARIAGA; TICONA;
RESURRECION, 2016). A grande infestacao por esses mosquitos é responsavel por
manter surtos regulares de dengue que chegam, com frequéncia, a mais de 1 milhdo
de casos por ano no Brasil. 2019 foi 0 ano com o maior surto de dengue nas Américas,
superando 3 milhdes de casos, sendo mais de 2 milhdes no Brasil (WHO, 2022). O
comportamento ciclico dos surtos de dengue j4 é conhecido e demanda acdes da
vigilancia para deteccéo dos casos e controle vetorial de mosquitos.

A principal ferramenta para reducdo do nimero de casos das arboviroses € 0
controle vetorial, cujo maior objetivo € reduzir as populacdes de Aedes. Melhorias
sécio sanitarias sdo essenciais para o controle vetorial no Brasil. De acordo com as
Diretrizes Nacionais para a Prevencéo e Controle de Epidemias de Dengue, Normas
e Manuais técnicos, informacéo, educacdo e comunicac¢ao social sdo os componentes
chave do programa de controle do vetor da dengue no Brasil (BRASIL, 2009). No
entanto, o uso de inseticidas tem sido uma estratégia fundamental no combate ao
mosquito, tanto do ponto de vista de gestdo publica quanto da populagdo (SATOTO
et al., 2019; WHO, 2012).

O controle quimico hoje utillizado é rotineiramente desafiado pelo
desenvolvimento de resisténcia aos inseticidas utilizados, além do impacto que podem
causar em todo o ecossistema (GARCIA et al., 2018; LIU, 2015; SATOTO et al., 2019).
Ha, portanto, a necessidade urgente de pesquisa e inovacdo de novos produtos
inseticidas eficazes, seguros e sustentaveis que possam atuar em todas as fases de
desenvolvimento do mosquito (ovos, larvas, pupas e adultos).

Nos anos de 2015 e 2016, foi detectada a relacdo entre o Zika virus e a
microcefalia congénita fetal no Nordeste brasileiro (DE OLIVEIRA et al., 2017). Esse
fato a OMS a declarar uma Emergéncia de Saude Publica de Importancia
Internacional em 2016 (HIGUERA; RAMIREZ, 2019). Nesse cenario de preocupacio
mundial, o Ministério da Saude realizou uma demanda & Universidade de Brasilia de
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avaliacao quimica e bioldgica de potenciais produtos inseticidas recebidos pelo 6rgao.
Apos a execucdo de experimentos, producdo de relatérios técnicos e reunibes, 0
governo decidiu ndo adotar esses produtos, mas subsidiar o desenvolvimento de
novas tecnologias para o controle vetorial.

Os produtos naturais sdo reconhecidos como fonte de novos compostos
bioativos com caracteristicas desejaveis para o desenvolvimento de produtos
bioinseticidas. Aliada aos produtos naturais, a nanotecnologia auxilia a superacao da
principal limitacdo dos produtos naturais: baixa solubilidade em agua. Esta tese de
doutorado foi desenvolvida no ambito do projeto ArboControl, visando o
desenvolvimento de biopesticidas nanotecnoldgicos produzidos a partir de 6leo de

alho para controle das formas imaturas e adultas de Ae aegypti.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Aedes aegypti

A ordem Diptera (do grego di = duas, pteron = asas), composta principalmente
por mosquitos e moscas, tem como caracteristica marcante a presenca de asas
posteriores modificadas na forma de halteres que funcionam apenas como
estabilizadores de voo. Possuem apenas um par de asas funcional, caracteristica que
levou ao nome da ordem. No mundo estima-se que existam mais de 150 mil espécies
distribuidas em 160 mil familias. No Brasil foram catalogadas quase 9 mil espécies,
mas estima-se que no pais habitem mais de 60 mil diferentes espécies desta Ordem
(CARVALHO et al., 2012).

Os dipteros sao holometabolos, o que significa que passam por metamorfose
completa durante seu ciclo de vida. Estdo distribuidos em diversos habitats e possuem
diversos habitos alimentares podendo ser hematofagos, predadores, parasitas ou se
alimentarem de partes ou substancias de origem vegetal. Diversas espécies
representam motivos de preocupacdo para a saude publica por serem vetores de
doencas, algumas apresentam relevancia econémica por serem polinizadores ou
pragas agricolas, outras detém importancia académica como a Drosophila
melanogaster por ser um modelo de estudo amplamente empregado por cientistas
(CARVALHO et al., 2012).

Esta Ordem é dividida em dois grupos: os dipteros inferiores que contém,
dentre outras, as familias Culicidae (mosquitos) e Psychodidae (flebotomineos), e o
grupo dos Neodiptera que contém as moscas como, por exemplo, a D. melanogaster
(WIEGMANN et al., 2011).

A familia Culicidae esta dividida em trés subfamilias: Toxorhynchitinae,
Anophelinae e Culicinae, das quais as duas ultimas tem mosquitos que se tornaram
um grande problema de saude publica. Culicinae, engloba vetores dos seguintes
géneros: Aedes (dengue, Zika, chikungunya, febre amarela, dentre outros), Culex
(filariose e febre do Nilo), Mansonia (encefalite Saint Louis), Haemagogus (febre
amarela silvestre) e Sabethes (febre amarela silvestre). A capacidade de varios
membros dessa familia de se tornarem vetores se da ao habito hematéfago de fémeas
para maturacdo de seus ovos. Durante o repasto sanguineo, pode haver inoculacao
de virus, parasitos ou outros patégenos caso a fémea esteja infectada. O estudo de
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mosquitos tomou atencéo da area cientifica somente apos a confirmacao, no fim do
século XIX, de que estes participavam do ciclo de transmissédo de algumas doencas
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Sistematicamente, o Aedes aegypti é classificado na
Ordem Diptera, familia Culicidae, tribo Aedini, género Aedes e espécie Aedes aegypti.

O mosquito Aedes aegypti foi identificado pela primeira vez pelo naturalista
Fredrik Hasselgvist, discipulo do renomado Carl Linnaeus, durante expedicdo no
Egito, que inspirou o nome da espécie. A palavra Aedes deriva do grego antigo que
significa desagradéavel, odioso (POWELL; TABACHNICK, 2013). O ancestral do Ae.
aegypti domesticado vivia na Africa, aproveitando a agua acumulada em 0cos nos
troncos de arvore como habitat para as larvas e utilizando animais silvestres para o
repasto sanguineo. Essa forma ancestral ainda existe em seu habitat natural na Africa
e é reconhecida como a subespécie formosus. Além do diferente comportamento,
essa subespécie tem a coloracdo mais escura do que se reconhece no Ae. aegypti
domesticado, conhecida como a subespécie Ae. aegypti aegypti (POWELL,;
TABACHNICK, 2013).

Sabe-se que as linhagens que hoje colonizam as Américas partiram da Africa
em navios durante as Grandes navegacfes e chegaram as Américas quase
concomitantemente aos europeus. As longas viagens exigiam o transporte de grande
guantidade de agua doce, que criavam o perfeito habitat para o mosquito. Nao se
sabe, porém, se a domesticacdo do mosquito ocorreu por conta das longas
expedi¢cdes maritimas que selecionaram 0s mosquitos adaptados aos seres humanos
ou se essas linhagens ja haviam sido domesticadas. Seguindo a segunda hipoétese, a
pressdo ambiental durante a formagdo do deserto do Saara teria alterado a
disponibilidade de agua obrigando o Ae. aegypti a se estabelecer proximo aos
assentamentos humanos na Africa (POWELL; TABACHNICK, 2013).

Segundo dados de sequenciamento genético, a espécie encontrada nas
Américas deriva diretamente da Africa, enquanto os mosquitos hoje encontrados na
Asia e no Pacifico derivam das linhagens americanas. E interessante notar, porém,
que as linhagens fora da Africa sdo monofiléticas, o que significa que todas derivam
de um evento de domesticagdo de uma linhagem uUnica que se espalhou por todo o
mundo. A domesticacdo pode ter alterado a competéncia vetorial uma vez que
populacdes da subespécie formosus tem menor capacidade de transmissao tanto de
dengue quanto de febre amarela. O comportamento de oviposicdo das fémeas,

porém, ainda segue adaptado a condi¢cdes naturais uma vez que 0S OVOS Sa0
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posicionados acima da linha d’agua e permanecem quiescentes até sua completa
submersdo. Esse comportamento esta adaptado a uma imprevisivel disponibilidade
de agua nos ambientes naturais, permitindo que 0s ovos s se desenvolvam em um
cenario de abundéancia hidrica (POWELL; TABACHNICK, 2013).

Ciclo de vida do Ae. aegypti

O mosquito Ae. aegypti &€ holometabolo, o que significa que sofre metamorfose
completa durante seu ciclo de vida, que dura em torno de 10 a 15 dias a depender de
condi¢cBes ambientais. O ciclo de vida é dividido em quatro estagios: ovo, quatro instar
larvais, pupa e adulto (Figura 1). Os estadios imaturos sédo todos aquaticos, fazendo
que grande parte do seu ciclo de vida seja embaixo d’agua e que sua disseminagao
seja maior em periodos de chuva. Os ovos sao individualmente depositados préoximos
a superficie da agua e, apés completarem seu desenvolvimento embrionario, eclodem
quando completamente submersos, gerando o primeiro dos quatro estadios larvarios.
As larvas se alimentam de matéria organica e microorganismos presentes na agua e
0s quatro estadios duram em torno de 5 a 7 dias. As pupas, por sua vez, hao se
alimentam e completam o desenvolvimento do mosquito em 2 a 4 dias. A emergéncia
dos adultos é normalmente crepuscular e os jovens adultos demandam 24 h para
completa maturacdo sexual e endurecimento de seu exoesqueleto. Apos 2 a 3 dias
da completa formacdo dos adultos, ocorre a cOpula. Machos e fémeas adultos se
alimentam de seiva, mas a fémea requer o repasto sanguineo para maturacao dos
0VO0S, ja que as proteinas obtidas do sangue fornecem aminoacidos essenciais para a
sintese de proteinas para os ovos. O repasto sanguineo é o evento de grande
importancia para a saude publica, uma vez que é nesse momento que a fémea é
capaz de se infectar ou infectar o hospedeiro com os arbovirus (CHAPMAN, 1998;
CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Apos copular, a fémea armazena o esperma permanentemente em estruturas
denominadas espermatecas. O esperma estocado € suficiente para fertilizar todos os
ovos que a fémea produza durante sua vida, sendo necessaria somente uma
copulacao durante sua vida. O macho € atraido pelo som do batimento das asas das
fémeas, que provavelmente estara proxima de um hospedeiro vertebrado. Apos a
copula, a fémea faz o repasto sanguineo, se tornando mais pesada, o que altera a

frequéncia do batimento de suas asas, que passa a nao ser mais atrativa para os
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machos. Desta forma, uma fémea raramente ird copular com mais de um macho. Uma
vez que a ovogénese se completa (apds o repasto sanguineo), a fémea sai em busca
de criadouros para oviposicao. Os ovocitos maduros s6 séo fertilizados quando séo
transportados através do oviduto central que é conectado a espermateca.
Imediatamente antes da postura, 0s espermatozoides armazenados penetram nos
ovocitos através de uma estrutura denominada micrépila. Os ovos requerem ainda 77
h (a 25 °C) ap0s a oviposicdo para completar seu desenvolvimento embrionario nos
criadouros e dar origem a larvas L1. A oviposicdo desse mosquito, assim como o
repasto sanguineo, é diurna e bimodal, com picos entre 6 e 8 h da manha e entre as
16 e 18 h da tarde. A oviposicéo se intensifica no periodo chuvoso, quando ha maior

disponibilidade de criadouros e maior populacdo de mosquitos (CHAPMAN, 1998).

~
7 N\

* Vg Repasto

Sanguineo

Figura 1. Ciclo de vida do Ae. aegypti. Fonte: Arquivo do Laboratério de Farmacognosia/UnB.

Como se trata de uma espécie jA domesticada, varios tipos diferentes de
criadouros s&o utilizados. E interessante notar que as fémeas preferem locais que ja

tenham larvas de Ae. aegypti, uma vez que ali 0S 0vos conseguiram se manter viaveis
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e eclodir. Os ovos sdo assincrénicos, ou seja, eclodem em momentos diferentes,
sendo mais uma estratégia para manutencdo da espécie (SILVA; SILVA, 1999;
WONG et al., 2011).

Os ovos de Ae. aegypti sdo potencialmente a maior razao do sucesso dessa
espécie e do fracasso de acdes de controle vetorial. Apdés o desenvolvimento
embrionario, podem entrar em diapausa e sobreviver por mais de um ano (CONSOLI,
OLIVEIRA, 1994). A temperatura para viabilidade dos ovos vai de 16 °C a 31 °C com
umidade relativa maior que 80%. Apesar de aceitarem uma grande faixa de
temperatura, os ovos tem maior velocidade de desenvolvimento em temperaturas
mais elevadas (SILVA; SILVA, 1999).

Os ovos recém postos sdo brancos, flexiveis e permeaveis, mas se tornam
escuros, rigidos e impermeaveis durante seu desenvolvimento. Nas primeiras fases
do desenvolvimento embrionario os ovos sédo revestidos somente pelo cérion,
produzido ainda no ovario. O cérion se divide em duas estruturas, o endocérion —
rigido e homogéneo; e o exocdrion — heterogéneo e mais flexivel. O enrijecimento e
escurecimento dos ovos estdo relacionados a melanizacdo e esclerotizacdo do
endocorion, que ocorre 3 a 4 h ap6s a postura. O que protege o embrido da
dessecacado e o mantem viavel por longos periodos é a formac¢éo da cuticula serosa,
uma matriz extracelular produzida pela membrana serosa (que é uma camada celular
mais interior de protecao direta ao embrido). A quitina presente na cuticula serosa e
a melanizacdo do cérion sdo os fatores mais importantes de protecdo dos ovos a
dessecacdo. ApOs oviposicao, término do desenvolvimento embrionario e estimulo
para eclosdo (temperatura favoravel e presenca de agua), as larvas L1 rompem o0s
ovos através da “espicula rompedora”, uma estrutura presente na cabeca da larva
(KAUFFMAN et al., 2017; VARGAS et al., 2014).

O estagio larval é estritamente aquatico e dura de 5 a 7 dias, terminando com
o desenvolvimento de pupas. Sdo quatro estagios larvarios, denominados L1, L2, L3
e L4. A cada muda, € liberado um exoesqueleto de quitina permitindo seu crescimento.
As larvas se alimentam de matéria organica e microorganismos dispersos na agua.
Seu aparelho bucal mastigador-raspador também permite que triturem particulas
depositadas no fundo e paredes dos reservatérios. As escovas orais a frente da
cabeca promovem correntes hidricas que trazem para a boca da larva as particulas
gue serdo mastigadas. Possuem mandibula e maxila robustas, dotadas de dentes e

cerdas fortes para auxiliar na trituragéo dos alimentos. A filtracdo € a principal forma
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de ingestdo e cada larva chega a filtrar até 2 litros de agua por dia. A ingestdo néo
seletiva de particulas por parte das larvas facilita o uso de larvicidas que tenham
atividade apds ingressar pelo aparelho bucal. A cabeca € provida por um par de
antenas, olhos formados por ocelos acompanhados de uma macula que se
transformara nos olhos compostos dos insetos adultos (CHAPMAN, 1998; CONSOLI;
OLIVEIRA, 1994; KAUFFMAN et al., 2017).

No primeiro instar larval, medem somente 1 mm e chegam até 8 mm no quarto
estadio. O tamanho e taxa de crescimento variam de acordo com a temperatura,
disponibilidade de nutrientes e densidade de larvas no mesmo reservatério. O
posicionamento em relacéo a lamina d’agua é um dos critérios que separam as larvas
de Aedes de outros mosquitos: as de Aedes ficam na superficie de maneira quase
perpendicular, enquanto as larvas de Anopheles ficam paralelas e as de Culex ficam
em posi¢cao angulada (CHAPMAN, 1998; RUEDA, 2004).

Seu corpo é nitidamente dividido em cabeca, térax e abdome, o qual possui
nove segmentos. Possuem cerca de 222 pares de cerdas que tem fungéo sensorial e
auxiliam na flutuagdo. O segmento anal possui um sifdo para respiracdo e quatro
estruturas chamadas papilas anais, para regulacdo osmotica (RUEDA, 2004).

A pupa € o ultimo estagio aquatico do desenvolvimento, e dura entre 2 a 4 dias.
Esse estadio € modvel, porém ndo se alimenta e por isso tende a ficar imével na
superficie da dgua como estratégia de conservacdo de energia. Tem aspecto de
virgula e é a primeira fase em que é possivel definir o sexo do animal. Inicialmente
tem coloracéo clara, que vai escurecendo a medida que se aproxima o momento da
emergéncia do adulto. Divide-se em duas porcdes: cefalotérax (cabeca + térax) e
abdome com 8 segmentos. No cefalotorax ha duas estruturas tubulares denominadas
trompas respiratérias, que chegam a superficie permitindo a respiracado. No fim do
abdome h& um par de paletas que auxiliam na locomocao e sua disposi¢éo é um dos
critérios de diferenciacdo entre machos e fémeas. Nas fémeas, as paletas sdo maiores
e sobrepostas, enquanto nos machos sao menores e espacadas (Figura 2). O lobo
genital das fémeas é pequeno, enquanto o dos machos € bilobulado e volumoso.
Normalmente as pupas fémeas sdo consideravelmente maiores que as pupas
machos, fator que pode ser alterado pela temperatura e outras condi¢des de criacédo
(CHAPMAN, 1998; KAUFFMAN et al., 2017; RUEDA, 2004).
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Figura 2. Registro fotografico da morfologia de pupas do sexo feminino e masculino.

A fase adulta do Aedes € 0 mosquito propriamente dito, que possui cabeca,
torax e abdome. As fémeas e machos séo parecidos, com diferencas principalmente
quanto ao tamanho e forma da antena, que no macho € plumosa. A probdscide do
macho é mais longa que a da fémea, porém néo é adaptada para penetrar na pele
para o repasto sanguineo. No térax de cor preta estéo inseridos os trés pares de patas,
um par de asas e um par de halteres. Uma das caracteristicas mais marcantes deste
mosquito é a presenca de escamas claras conferindo o padrdo de listras brancas tanto
no abdome quanto em suas patas. A principal caracteristica que diferencia Ae. aegypti
de Ae. albopictus € o desenho em forma de lira no térax em vista dorsal da primeira
espécie. Os mosquitos procuram superficies escuras e iméveis para 0 repouso. A
posicdo de repouso do Aedes é paralela a superficie, em oposi¢cdo aos Anopheles que
tem postura mais verticalizada, caracteristica que facilita a distincdo entre os géneros
(CHAPMAN, 1998; RUEDA, 2004).

O metabolismo energético dos mosquitos depende da ingestédo de carboidratos
proveniente de alguma matriz vegetal. As fémeas necessitam também de repasto
sanguineo para maturacdo dos ovos e sdo capazes de estocar os carboidratos de sua
alimentacao no diverticulo central, mantendo o estbmago vazio para receber o sangue
quando do repasto. Na auséncia de uma fonte de carboidratos, as fémeas utilizam
lipideos do sangue como fonte de energia para os voos (BARREDO; DEGENNARO,
2020).
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A emergéncia do adulto é geralmente crepuscular. Apés 2 a 3 dias da
emergéncia, ha o acasalamento e repasto sanguineo da fémea. Estimulos visuais,
térmicos e olfatorios sédo importantes durante a busca pelo hospedeiro, sendo o ultimo
o fator mais predominante para a escolha. A busca pelo hospedeiro termina quando
ha suficiente distensdo abdominal pela ingestdo de sangue. Ae. aegypti se utiliza
quase exclusivamente de sangue humano para o repasto (CHAPMAN, 1998;
CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

A expectativa de vida dos mosquitos varia de 10 a 35 dias, sendo que as
fémeas sobrevivem por mais tempo. Acredita-se que o repasto sanguineo forneca
nutrientes que permitem maior sobrevivéncia das fémeas. Outra hipétese é que o
ejaculado do macho contenha proteinas e outros compostos que aumentem
significativamente o fitness das fémeas (VILLARREAL et al., 2018).

A distancia de voo dos adultos € normalmente inferior a 200 m, sendo
incapazes de viajar longas distancias. A presenca de mosquitos no ambiente
doméstico é devida, portanto, a disponibilidade de criadouros na propria residéncia e
na vizinhanca proxima. A aglomeracao urbana € um fator de grande importancia para
a propagacao viral, uma vez que fémeas infectadas seriam capazes de realizar
repasto em varios domicilios de uma mesma vizinhanca (HARRINGTON et al., 2005;
HEMME et al., 2010; RUSSELL et al., 2005)

Distribuicdo do Ae. aegypti

O mosquito Ae. aegypti esta estabelecido nas regides tropicais e subtropicais
do mundo (KRAEMER et al., 2015). Tolera ambientes com temperaturas de 15 °C a
30 °C, sendo possivel encontra-los em ambientes com temperaturas mais elevadas
(BRADY et al, 2013, 2014). Temperaturas inferiores a 15 °C impedem a
movimentagdo e desenvolvimento dos mosquitos e limitam o estabelecimento da
espécie nesses locais (BRADY et al., 2014; YANG et al., 2009).

Uma vez que possui todo o ciclo de vida imaturo em ambientes aquaticos, o
estabelecimento da espécie depende da quantidade e frequéncia de precipitacdes. A
inconstancia do fornecimento urbano de agua faz com que a populacéo estoque agua
em recipientes que fornecem as condi¢des adequadas para o desenvolvimento do

mosquito. Portanto, a sazonalidade dos surtos de arboviroses, geralmente
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concentrados nos periodos chuvosos, pode ser alterada devido ao racionamento de
agua (KROKOVSKY et al., 2022).

Arboviroses

As arboviroses sdo doencas virais causadas por virus transmitidos por
artropodes hematéfagos a hospedeiros vertebrados. Ja sdo conhecidas mais de 545
espécies de arbovirus, sendo que cerca de 150 causam doencas em humanos, e a
maioria zoondtica. Grande parte dos arbovirus sdo virus de RNA. Acredita-se que o
RNA tenha maior plasticidade e taxa de mutacédo, o que facilitaria sua replicacdo tanto
em hospedeiros vertebrados quanto invertebrados (HIGUERA; RAMIREZ, 2019).
Para alguns arbovirus, como os virus da dengue, Zika, chikungunya e febre amarela,
0s seres humanos sdo reservatorios e alvos de surtos em areas urbanas sem
demandar um reservatorio animal intermediario. Por outro lado, para a maior parte
dos arbovirus, os seres humanos sdo hospedeiros acidentais, infectados em eventos
de “spill over’, que ndo desenvolvem viremia suficiente para continuar o ciclo de
transmissdo (CLETON et al., 2012).

As mudancas climaticas e a invasdo de regides com biodiversidade
desconhecida, favorecem a transposicao da barreira entre espécies, causando novas
doencas em seres humanos. O desequilibrio ambiental e mudancas climaticas,
aliados as dinamicas de crescimento populacional desordenado favorece o
desenvolvimento dos artrépodes transmissores das arboviroses. Espécies de
mosquitos antes restritas ao ambiente tropical, hoje ja estdo se estabelecendo em
regides temperadas do mundo, colocando paises desenvolvidos em risco de
estabelecimento de surtos autéctones (BRADY et al., 2012, 2014; GOULD et al., 2017;
KRAEMER et al., 2015).

Os arbovirus de importancia sanitaria no Brasil estdo concentrados em 3
familias: Flaviviridae, Togaviridae e Bunyaviridae. A familia Flaviviridae é composta
por 3 géneros: Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus. O género Flavivirus engloba 39
diferentes espécies de arbovirus que causam encefalites ou febre hemorragica. Os
principais agentes deste género sao os virus da dengue (DENV), Zika (ZKV), oeste
do nilo (WNV), febre amarela (YFV) e virus da encefalite de Saint Louis (SLEV). O
termo flavivirus deriva do latim “flavus”, que significa amarelo, em referéncia a ictericia

causada pela febre amarela. Os flavivirus sdo taxonomicamente divididos em 3 grupos
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baseados no vetor: transmitido por carrapato; transmitido por mosquito e virus sem
vetor conhecido. Dentre os flavivirus transmitidos por mosquitos, sdo ainda
subclassificados de acordo com o principal vetor comumente utilizado na transmissao,
Aedes sp. ou Culex sp. (CLETON et al.,, 2012; GOULD et al., 2017; HIGUERA;
RAMIREZ, 2019; LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014; VASILAKIS; WEAVER,
2008).

A familia Togaviridae possui 0s géneros Alphavirus que inclui cerca de 40 virus
e Rubivirus que é composto somente pelo virus da rubéola. Dentre os Alphavirus, 0s
de maior importancia entomoldgica e sanitaria no Brasil sdo os chikungunya (CHIKV),
Mayaro (MAYV) e o virus da encefalite equina do leste (EEEV). A familia Bunyaviridae
produz doencas menos prevalentes no pais e € constituida por 4 géneros que infectam
animais (Orthobunyavirus, Phlebovirus, Nairovirus e Hantavirus), e um género que
infecta plantas (Tospovirus). Os hantavirus sdo transmitidos por aerossoéis de
excremento de roedores, mas 0s outros Bunyaviridae sdo transmitidos por,
principalmente mosquitos e carrapatos (CLETON et al., 2012; GOULD et al., 2017;
HIGUERA; RAMIREZ, 2019; LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014).

Os artropodes sdo o0s principais transmissores das arboviroses, e 0s
responsaveis pela circulacdo viral sustentada. Por outro lado, outras formas de
transmissdo ja foram documentadas e s&o alvo de vigilancia para evitar o
estabelecimento de surtos. Os bancos de sangue fazem testes soroldgicos de
amostras para evitar a transmissao por transfusdo de sangue em areas endémicas de
arbovirus. Ja foi documentada também transmissao por via sexual, por via materno-
infantil durante o parto e através do transplante de 6érgdos (CARDONA-OSPINA et al.,
2018; CONTOPOULOS-IOANNIDIS et al., 2018; PETERSEN; BUSCH, 2010).

Dinamica de transmisséo de arboviroses por mosquitos

O repasto sanguineo € o evento de grande importancia para a saude publica,
uma vez que é nesse momento que a fémea é capaz de se infectar ou infectar o
hospedeiro com os arbovirus. Para completar o ciclo de transmissédo, as fémeas
devem ter finalizado a maturacédo sexual, fazer repasto sanguineo em um hospedeiro
infectado apds o periodo de incubacéo intrinseco do virus e ainda picar outro
hospedeiro apds o periodo de incubagdo extrinseco. O periodo de incubacao
intrinseco ocorre no hospedeiro vertebrado, e a infeccdo do mosquito sé ocorre se 0
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repasto ocorrer durante o periodo de viremia do hospedeiro, que € quando ha virus
no sangue. Para dengue, o periodo virémico ocorre 1 dia apdés aparecimento de
sintomas e vai até o sexto dia de doenca. O periodo de incubacéo extrinseco se passa
no mosquito e dura de 9 a 13 dias. Dessa maneira, as fémeas passam a ser
efetivamente infectantes ap0s o0 repasto sanguineo e o periodo de incubacéo
extrinseco, ou seja, aproximadamente aos 13 dias de vida e permanecem infectantes
até o fim de sua vida (6 a 8 semanas) (WHO, 2022). Alguns estudos mostram, porém,
que o periodo de incubacéo extrinseco varia de acordo com a temperatura ambiente
e pela quantidade de virus ingerido durante o repasto. Esses dados sdo essenciais
para prever e estimar adequadamente a escala dos surtos das arboviroses (TJADEN
et al., 2013).

O potencial de uma populacdo de mosquitos efetivamente causar surtos de
arboviroses esta intimamente relacionada a Taxa de Sobrevivéncia Diaria (Daily
Survival Rate — DSR). Através da aplicacdo de modelos mateméaticos em dados de
estudos de recaptura de mosquitos, € possivel estimar a proporcao de sobrevivéncia
diaria dessas fémeas. Uma DSR de 0,9 significa que aproximadamente 90% das
fémeas sobrevive a cada dia, fazendo com que menos de 40% da populacao inicial
de fémeas infectadas esteja disponivel para transmissdo, que ocorre apés os 13
primeiros dias de vida (JOHNSON et al., 2020). Um estudo no Rio de Janeiro
encontrou DSR de aproximadamente 0,7, fazendo com que a populacéo de fémeas
aptas para a transmisséo sejam inferiores a 10% da sua populagé&o inicial (DAVID;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA; FREITAS, 2009).

A transmissdo transovariana ja foi reportada tanto para os virus Zika,
chikungunya e os quatro sorotipos de dengue (DZUL-MANZANILLA et al., 2016;
FERREIRA-DE-BRITO et al., 2016; FERREIRA-DE-LIMA; LIMA-CAMARA, 2018).
Nesse caso, a fémea ja esta apta para transmissao dos arbovirus no primeiro repasto
sanguineo. Tanto em estudos controlados em laboratério quanto em coletas do
campo, pesquisadores foram capazes de detectar larvas e adultos machos com os
virus, confirmando que a transmissao ocorreu através da progenitora infectada (DA
COSTA et al.,, 2017). Alguns estudos, porém, demonstram a baixa taxa de
transmissao transovariana e questionam a sua real importancia na dinamica dos
surtos virais (DZUL-MANZANILLA et al., 2016; FERREIRA-DE-BRITO et al., 2016;
FERREIRA-DE-LIMA; LIMA-CAMARA, 2018; ROSEN et al., 1983). Por outro lado, a
transmissao transovariana de DENV foi relatada sucessivamente até a sétima geracao
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de mosquitos, fortalecendo a hipétese de que 0s mosquitos sdo possiveis
reservatorios virais durante periodos interepidémicos (JOSHI; MOURYA; SHARMA,
2002).

Dengue

O virus da dengue (DENV) é um virus de RNA positivo com 10-11 kpb
pertencente a familia Flaviviridae. O DENV esta dividido em 4 sorotipos (DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4) que afetam os seres humanos e possuem 30-35% de
diversidade em aminoacidos entre si. Em cada sorotipo estao inseridos uma gama de
genotipos que variam aproximadamente em 3% em nivel de aminoacidos. Ja foram
reconhecidos trés genoétipos de DENV-1, seis de DENV-2 e quatro de DENV-3 e
DENV-4 (WHO, 2012). A sequéncia genética de uma amostra de DENV proveniente
de uma infeccao silvatica foi diferente de todos os sorotipos humanos e silvaticos
conhecidos até o momento. Chegou-se a especular de que seria 0 quinto sorotipo de
DENV, mas como nao foram detectados mais casos com esse sorotipo, o evento foi
considerado um spillover que ndo chegou a entrar no ciclo epidémico humano
(POLLETT et al., 2018).

Os eventos de spillover que deram origem aos sorotipos humanos epidémicos
de DENV1-4 ocorreram no final do século XIX e inicio do século XX. Nessa época se
iniciaram os processos de urbanizacdo e crescimento populacional suficiente para
iniciar o ciclo urbano epidémico de dengue (WEAVER, 2013). Por volta de 1800, antes
da primeira revolucao industrial, somente 3% da populacdo mundial encontrava-se na
area urbana. Ja apos a segunda revolucao industrial, na metade do século XIX, cerca
de 15% da populacgéo ja estava urbanizada.

Através de estudos genéticos, estima-se que 0 encontro entre esses virus e 0s
seres humanos se deu a mais de 1600 anos atras. Esse dado & compativel com o
relato de uma sindrome com os mesmos sintomas de dengue na China no século Il
Por se tratar de uma doenga que ocorria perto de criadouros aquéaticos dos mosquitos,
era chamada de “veneno da agua”. S6 foram registrados relatos de sindrome
semelhante muitos séculos depois, em diferentes regides do mundo, sugerindo uma
epidemia em 1788. O aumento do comércio e navegacdes coincidiu com o
espalhamento da doenga no mundo. Uma segunda pandemia de dengue se estendeu
de 1823 a 1916 ao redor do mundo, com inicio na Africa e se espalhando para india,
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Oceania e Américas. Provavelmente o virus se espalhou através do comércio de
produtos e do trafico de escravos, e se aproveitou do estabelecimento do vetor Ae.
aegypti para transformar a dengue epidémica em endémica nesses locais
(VASILAKIS; WEAVER, 2008).

Apés o fim da segunda guerra mundial, o mundo sofreu grandes
transformacdes, com desenvolvimento tecnoldgico, relacdes ecoldgicas
desbalanceadas e um grande crescimento populacional. Essas mudancgas permitiram
0 estabelecimento e dispersdo dos vetores em diversas regides. A iniciativa da
Organizacdo Panamericana de Saude de erradicar o mosquito permitiu um periodo
de 20 anos de baixa taxa de infeccdo. Com o abandono do programa nos anos 1970
iniciou-se o aumento gradual da populacao do vetor até os niveis de hoje. A circulagédo
viral dos anos 1960 e 1970 era composta de um Unico sorotipo. Com o aumento do
namero de casos e circulagdo viral, hoje todos o0s sorotipos ocorrem
concomitantemente no mundo (VASILAKIS; WEAVER, 2008).

O espectro de manifestacdes de infec¢cdes por DENV é muito variavel, desde
infec¢des assintomaticas até estabelecimento de febre hemorragica grave. Apesar de
muito dinamica, a taxa de infectados assintomaticos para sintomaticos € 4 para 1.
Acredita-se que o0s assintomaticos desempenham um importante papel nas epidemias
de dengue e manutencdo dos ciclos de transmissdo. E reconhecida a protecéo
homotipica permanente ao sorotipo ao qual o paciente foi exposto e protecdo
heterotipica transitéria de aproximadamente 3 anos aos outros sorotipos. Acredita-se,
porém, que uma infeccdo secundéaria por DENV tem potencial de maior gravidade,
uma vez que algumas proteinas do envelope viral sdo conservadas entre 0s sorotipos.
Dessa forma, os anticorpos formados durante a primeira infeccdo possuem
reatividade cruzada reconhecendo o novo virus (MIDGLEY et al., 2012). Inclusive, a
reatividade cruzada com ZIKV, outro flavivirus, foi demonstrada e pode levar ao
desenvolvimento de infecgbes mais graves (DEJNIRATTISAI et al., 2016).

A severidade das infec¢des secundarias se da por um processo chamado de
potenciacdo dependente de anticorpos (Antibody-dependent enhancement)
(DEJNIRATTISAI et al., 2010). Os anticorpos de uma infec¢ao anterior por flavivirus
séo capazes de reconhecer, mas ndo neutralizar os virus da nova infeccdo. Pelo
contrario, os anticorpos facilitam a entrada dos virus nas células favorecendo uma
replicacdo viral em maior escala. Infec¢cdes pds secundarias, ou seja, a partir da

terceira infeccdo por DENV sdo menos frequentes e mais brandas (OLKOWSKI et al.,
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2013). Além da infeccdo secundaria, a carga virémica, o sorotipo 2 (DENV2), idade
do paciente e ordem da infeccdo pelos sorotipos estéo relacionados com infeccdes
mais graves (POLLETT et al., 2018; VAUGHN et al., 2000).

Todo esse conhecimento é importante para o desenvolvimento de vacinas que
sejam seguras. Atualmente, a Dengvaxia (Sanofi Pasteur) é a Unica vacina liberada
para venda no Brasil, indicada para pacientes de 9 a 45 anos que ja tiveram a doenca.
SO € indicada para pacientes que tenham tido contato anterior com DENV, pois ha o
risco de ocorréncia de infec¢cdo mais grave em uma possivel infec¢éo ja que a vacina
somente oferece uma protecéo parcial (POLLETT et al., 2018). Um estudo de base
populacional foi realizado no Parana para avaliar a efetividade da vacina Dengvaxia
(CYD-TDV) contra dengue. O estudo caso-controle foi realizado nos cinco municipios
mais populosos do estado. A efetividade da vacina contra qualquer sorotipo foi de
11,1% (95% IC: -19,0% a 33,6%). A efetividade da vacina chegou a 93,3% (95% IC:
47,7% a 99,2%) para DENV-4. O estudo concluiu que a vacina foi efetiva para a
prevencéo de casos de dengue somente pelo DENV-4 (DE MORAES et al., 2022). A
TK-003 é outra vacina em estagio avancado de desenvolvimento para protecao contra
dengue. A vacina vem sendo estudada para uso tanto em pacientes que ja tiveram
contato com o virus como em pacientes soronegativos. Essa vacina tem se mostrado
eficaz e segura para os dois grupos. A protecao contra formas sintomaticas de dengue
cai apoOs trés anos da imunizacdo, porém a protecdo contra hospitalizacbes por
dengue segue inalterada nesse periodo. O esquema vacinal com possivel
administracdo de mais uma dose € sugerido (RIVERA et al., 2021).

Ja foi demonstrada a capacidade vetorial de Ae. aegypti de carrear mais de um
sorotipo de DENV ao mesmo tempo (ANGEL; ANGEL; JOSHI, 2015). Além disso, ja
foram também verificados individuos infectados tanto com DENV quanto ZIKV
(CHAVES et al.,, 2018; LANGERAK et al., 2019; OLAWOYIN; KRIBS, 2020). A
distribuicdo do principal vetor, Ae. aegypti em escala global, coloca metade da
populacdo mundial em risco de transmisséo das arboviroses. Mais de 100 milhdes de
infeccbes assintomaticas e aproximadamente 10.000 mortes sdo causadas por
dengue em mais de 125 paises todos os anos. Por conta desses nimeros, dengue é
considerada a arbovirose de maior impacto e propor¢cdo no mundo. As projecdes
estimam que, com as mudancas climaticas, dengue serd mais intensa nas areas
endémicas com amplificacdo viral acelerada, aumento da sobrevivéncia e reproducéao

do vetor, e com aumento das temporadas de transmissdo. Em combinacao, esses
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fatores levardo a um aumento de nimero de casos, que serdo também mais severos.
Ainda, esse cenario favorece a propagacdo da doenca para areas hoje livres ou
consideradas de baixo risco para transmissao de arboviroses (BHATT et al., 2013;
BRADY et al., 2014; KRAEMER et al., 2015; MESSINA et al., 2019).

Zika

O Zika virus é outro flavivirus de RNA fita simples. O mecanismo exato da
replicacdo ainda ndo € conhecido, mas sabe-se que o ZIKV tem a capacidade de se
replicar nas células intestinais e nas glandulas salivares dos mosquitos. Nas células
de mamiferos o virus possui neurotropismo, se replicando nas células dendriticas,
neurdnios e ceélulas da glia. A capacidade desses virus de infectar diferentes
hospedeiros permite a manutencéo do ciclo urbano entre humanos e o ciclo enzodtico
entre primatas ndo humanos (HIGUERA; RAMIREZ, 2019).

A maior parte das infec¢gfes por ZIKV sdo assintomaticas em humanos, mas 0s
sintomas dos casos sintoméaticos incluem febre, dor articular, rash e conjuntivite. Esse
virus ganhou maior atencao durante a epidemia de ZIKV no Nordeste brasileiro, ao
final de 2015 — inicio de 2016, quando foi detectada a relacdo entre o virus e a
microcefalia congénita fetal durante o periodo gestacional. Essa relacdo causal com
as microcefalias levou a OMS a declarar uma Emergéncia de Saude Publica de
Importancia Internacional em 2016 (HIGUERA; RAMIREZ, 2019).

O ZIKV foi isolado a primeira vez de macacos rhesus na floresta de Zika, em
Uganda. Inicialmente, casos esporadicos de infeccdo eram reportados em partes da
Africa e Asia. Em 2007, 73% da populac¢éo da Micronésia foi infectada por ZIKV, que
comecgou a se espalhar pelas ilhas do Pacifico. No ano de 2013, 28.000 casos
suspeitos ocorreram nessas ilhas, correspondendo naquela época ao segundo maior
surto ja documentado. O virus chegou ao Chile em 2014 e no Brasil em 2015 com
mais de 1.300.000 casos suspeitos (HIGUERA; RAMIREZ, 2019). Até a metade de
2019, 87 paises ja registraram transmissdo autéctone de ZIKV em 4 das 6 regifes
delimitadas pela OMS (Africa, Américas, Sudeste Asiatico e Pacifico Oeste) (WHO,
2019).

O surto no Brasil em 2015 e 2016 teve mais de 40.000 casos notificados de
infeccdo em gestantes com 1950 casos confirmados de microcefalia por ZIKV. A
ocorréncia de microcefalia fetal teve um pico mensal de 49,9 casos por 10.000
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nascidos vivos durante a primeira onda de infeccdo que ocorreu no Nordeste
brasileiro. A segunda onda foi mais branda, com picos que variaram de 3,2 a 15 entre
10.000 nascidos vivos (DE OLIVEIRA et al., 2017). Apdés o surto no Brasil outros
paises também registraram casos de malformacdes congénitas associadas a infeccéo
por ZIKV (HILL et al., 2019; KUADKITKAN et al., 2020; MOI et al., 2017). Apesar da
diminuicdo expressiva do numero de casos, a vigilancia é constante devido a
gravidade das repercussdes de uma nova epidemia (WHO, 2019).

S&o reconhecidas duas diferentes linhagens para ZIKV: Africana (sublinhagens
Leste e Oeste) e Asiatica (sublinhagens Sudoeste Asiatica, Pacifico e llhas
Americanas). As linhagens da América do Sul e do Pacifico derivam da Asia. Algumas
alteracdes de aminoacidos na linhagem da América do Sul podem estar relacionadas
ao aumento de patogenicidade e o sucesso de reproducdo viral. As infec¢des de ZIKV
tendem a conferir imunidade permanente do hospedeiro ao virus (SCHRAUF et al.,
2020).

A analise de sequenciamento de linhagens de ZIKV mostraram alta identidade
com DENV-2, provavelmente pelo alto nivel de conservagcdo dos elementos
necessarios para replicacao. O diagnostico de infec¢des por ZIKV ainda é um desafio
uma vez que mutacbes podem alterar a efetividade dos testes e primers utilizados
para amplificar sequéncias de ZIKV também amplificam sequéncias de DENV
(HIGUERA; RAMIREZ, 2019). Os testes soroldgicos também carecem de
especificidade, fazendo com que o diagndstico laboratorial seja um desafio em regides
de co-circulacéo viral (KERKHOF et al., 2020). Por esse motivo, casos de co-infeccfes
de ZIKV e DENV séo dificeis de serem corretamente diagnosticados.

Além da transmissao vetorial por Aedes sp. foi observada transmissao sexual
de ZIKV, principalmente de um homem para uma mulher. A OMS reconhece, porém,
que em locais com transmissdo endémica e presen¢a de mosquitos, a transmissao
priméria e mais importante é através do vetor. Diante da alta propor¢cdo de neonatos
afetados por ZIKV (42% dos bebés nascidos de méaes que tiveram rash cutaneo
durante a gravidez no Brasil), a OMS lancou um protocolo para prevencédo da
transmissdo sexual de ZIKV (WHO, 2020). A recomendacdo € mais importante para
viajantes de ou para areas com transmisséo e aconselha o uso de preservativos ou
abstinéncia sexual por 3 meses apds o deslocamento. Esse tempo foi estimado de
acordo com o periodo em que ZIKV € encontrado no sémen que, na maioria dos

casos, nao passa de 50 dias. H& ainda recomendacéo de uso de método de barreira
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ou abstinéncia sexual para mulheres gravidas ou em planejamento gestacional

durante todo o periodo de gravidez em areas de transmissao de ZIKV (WHO, 2020).
Chikungunya

Chikungunya (CHIKV) é um virus de RNA de fita simples pertencente ao género
Alphavirus (familia Togaviridae). A transmissédo desse virus se da principalmente por
vetores artropodes, mas pode também haver transmisséo horizontal especialmente
se a infeccdo ocorre em data proxima ao parto (CONTOPOULOS-IOANNIDIS et al.,
2018). Durante periodos epidémicos, 0s seres humanos sdo 0s principais
reservatérios do virus. Em periodos interepidémicos, primatas, roedores e passaros
séo os principais reservatérios (MONTERO, 2016).

O nome do virus surgiu apos o primeiro surto conhecido, na Tanzania em 1952,
e se traduz como “a doenca que dobra as articulagdes”. A infecgdo pode se manifestar
em uma forma aguda, subaguda ou cronica. A maior parte dos infectados desenvolve
sintomas, que sdo geralmente mais severos do que para ZIKV e DENV. A febre alta
de inicio repentino € geralmente acompanhada de uma forte artralgia. Na doenca
aguda 70% a 100% dos pacientes tem acometimento de mudltiplas articulacdes,
principalmente das maos e dos pés. Parte dos pacientes sintomaticos se recupera
apos 10 dias, mas de 43% a 70% desenvolvem a forma subaguda, que pode durar
até 3 meses. Uma parcela importante desses pacientes evolui para a doenca crénica,
gue tende a se resolver com o tempo. De qualquer forma, 47% dos doentes crbénicos
ainda permanecem com a doencga apo6s 2 anos. A letalidade da infeccao por CHIKV é
baixa, mas suas manifestacbes com dores articulares severas afetam a qualidade de
vida dos pacientes e a produtividade da populacdo durante uma epidemia
(MONTERO, 2016).

Surtos isolados foram identificados na Africa e Asia até 2004 ano em que houve
uma grande epidemia com 1,3 milhdes de casos humanos reportados na india, Italia
e Franca (HIGUERA; RAMIREZ, 2019; MONTERO, 2016). Uma muta¢&o no virus é
apontada como responsavel pela adaptacdo ao mosquito Ae. albopictus e aumento
da competéncia de Ae. aegypti, permitindo a transmissao do virus para novas regiées
do mundo com maior impacto (MALJKOVIC BERRY et al., 2019). Assim como Visto
para ZIKV e DENV, a infeccdo com recuperacdo do paciente, parece levar a
imunidade permanente para esse virus (AUERSWALD et al., 2018; SCHRAUF et al.,
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2020). Da mesma maneira observada para os flavivirus ZIKV e DENV, ha
possibilidade de coinfeccdo dos mosquitos com os dois alfavirus CHIKV e o virus
Mayaro (MAYV) (KANTOR et al., 2019).

Febre amarela

O virus da febre amarela (YFV) é um flavivirus de RNA de fita simples positiva.
Esse virus é mantido no ciclo silvatico pelos Aedes spp. na Africa e pelos mosquitos
Haemagogus spp. e Sabethes spp. nas Américas. Por outro lado, a transmisséo
urbana, ocorre principalmente através do Ae. aegypti, tornando esse mosquito crucial
na maioria das epidemias até hoje (HIGUERA; RAMIREZ, 2019).

O termo febre amarela vem da ictericia causada pelo acometimento hepatico
de alguns casos. A infec¢cdo por YFV pode ser subclinica, ndo especifica ou pode
chegar a uma severidade que leve o paciente ao Obito. Sabe-se que a linhagem
selvagem do virus € viscerotrépica, causando maiores danos ao figado, rins, baco,
linfonodos e coracdo. Alguns dados mostram que multiplos ciclos de transmisséo
vetor-homem aumenta a viruléncia do YFV (VASILAKIS; WEAVER, 2008).

Na América do Sul, a incidéncia de febre amarela é de 5 casos para cada
100.000 habitantes e € dez vezes maior no oeste africano. Por outro lado, a taxa de
mortalidade é maior na América do que na Africa, possivelmente por uma diferente
interacdo entre o virus e a populacgéo local (VASILAKIS; WEAVER, 2008). A incidéncia
nas Ameéricas, especialmente no Brasil, € menor por conta da disponibilidade de
imunizacao contra o YFV. Por outro lado, uma vez que a cobertura vacinal no pais é
de cerca de 80%, ocasionalmente ocorrem surtos silvaticos da doenca.
Recentemente, em 2016, o Brasil teve seu pior surto de febre amarela dos ultimos 80
anos, com casos principalmente na regidao Sudeste. Em menos de 18 meses, foram
confirmados 1833 casos com 578 mortes. O ultimo grande surto de febre amarela no
Brasil havia ocorrido entre 1934 a 1940 com 1079 mortes confirmadas por
histopatologia. A grande preocupacdo em termos de saude publica é o
estabelecimento do YFV nos ciclos de transmissao urbanos causados por Ae. aegypti
(POSSAS et al., 2018).
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Controle vetorial

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o controle vetorial &
essencial para o controle da dengue e outras arboviroses. O 6érgdo promove uma
estratégia denominada “Controle Vetorial Integrado”, que defende o uso racional de
estratégias para otimizacdo dos recursos para controle vetorial. Ainda, o controle
vetorial deve atingir todas as formas do mosquito, tanto as imaturas quanto a adulta
nas casas e locais com circulacdo de pessoas. A estratégia mais eficaz para controlar
as populacdes de mosquito combinam controle quimico, biolégico e manejo ambiental
(WHO, [s.d.]).

O manejo ambiental consiste em promover alteracdes do ambiente como forma
de eliminar as condi¢cdes para o desenvolvimento dos mosquitos e para evitar o
contato com humanos. Engloba alterag@es fisicas permanentes do meio ambiente que
acabem com criadouros, manejo adequado do lixo, melhora de condi¢cdes socio-
sanitarias com encanamento de agua e esgoto, atencdo com plantas que acumulem
agua, dentre outros. Ainda também faz parte do manejo ambiental a instalacdo de
telas mosquiteiras em janelas e ao redor das camas para evitar o contato com 0s
mosquitos (WHO, [s.d.]).

O controle biolégico é o mais dificil de ser implantado ja que requer o cultivo de
predadores do mosquito, especialmente das larvas. Essa estratégia envolve
introducéo de peixes e crustaceos nos reservatorios de agua para que possam predar
as larvas do mosquito. Adicionalmente podem ser utilizadas bactérias como as do
género Wolbachia sp. que séo patogénicas para 0os mosquitos e inviabilizam o
estabelecimento de suas populag¢des (WHO, [s.d.]).

O controle quimico é realizado através do uso de inseticidas. O uso de agentes
larvicidas deve ser complementar ao controle ambiental, e s6 devera ser utilizado nos
criadouros que ndo puderem ser removidos. O uso de adulticidas deve ser feito
através de tratamento residual de superficies ou uso espacial. O tratamento residual
é feito em superficies para matar os mosquitos que possam pousar. O uso espacial é
usado em casos especificos onde ha transmisséo local, para que possa diminuir a
populacdo de mosquitos, e portanto, a circulacdo viral, mesmo que
momentaneamente (WHO, [s.d.]).

Modelos s&o estudados a fim de avaliar o impacto da percepcéao de risco da
populacdo sobre o resultado de medidas de controle quimico. A excessiva
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preocupacdo ambiental acerca do uso do controle quimico pode ser um fator que
atrapalhe na logistica do controle vetorial. Por outro lado, também fornece elementos
para demandar avaliacdo de risco da exposicdo da populacdo a esses agentes. A
informacgao e educagéo se mostram os melhores aliados para melhor avaliacdo de
risco da populacdo acerca da sua exposicdo tanto aos patdogenos quanto aos
pesticidas (SUAREZ et al., 2020).

Controle quimico

Existem quatro classes principais dos inseticidas classicos: organoclorados,
organofosforados, piretroides e carbamatos. Todos agem no sistema nervoso central,
fazendo com que sejam pesticidas de acao rapida. Tanto os carbamatos quanto 0s
organofosforados inibem a enzima acetilcolinesterase, responsavel por cessar o
impulso nervoso através da quebra do neurotransmissor acetilcolina. Ja os piretroides
e organoclorados modulam canais de sédio, fazendo um knockdown (estado imovel
gue pode evoluir para morte) instantdneo dos mosquitos. Desta forma, 0s inseticidas
classicos possuem apenas dois mecanismos de acdo, resultando em maiores
chances de desenvolvimento de resisténcia (REZENDE-TEIXEIRA et al., 2022).

Os inibidores do crescimento sédo uma classe mais moderna de inseticidas que
tem se mostrado como alternativas promissoras no controle vetorial. O principal
exemplo dessa classe é o piriproxifeno, um analogo de horménio juvenoide que
impede o desenvolvimento completo do mosquito. E um inseticida de acéo tardia,
atuando principalmente na fase de pupa, quando impede a completa formacéo do
mosquito adulto e provoca mortalidade no estagio pupal (HUSTEDT et al., 2020).

O potencial téxico do piriproxifeno em organismos aquaticos ja foi
extensamente avaliado. Aproximadamente uma a cada 4 espécies aquaticas ja
avaliadas foi afetada por piriproxifeno em doses inferiores a concentragao
recomendada de uso. Foram especialmente considerados 0s organismos em risco: 0S
crustdceos Daphnia magna, Eurytemora affinis e Leander tenuicornis e o peixe de
agua doce Xiphophorus maculatus. O peixe-zebra (Danio rerio), um dos modelos de
ecotoxicidade mais utilizados, foi relativamente resistente a piriproxifeno, com DLso de
5,2 uM (1,67 pg/mL), mais do que 160 vezes superior a concentracdo usada para

controle de larvas de Ae. aegypti. A partir da concentracao de 6,4 uM (2,056 pg/mL)
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efeitos subletais significativos foram observados (MOURA; SOUZA-SANTOS, 2020;
TRUONG et al., 2016).

Inseticida microbioldgico: Bacillus thuringiensis

A bactéria Bacillus thuringiensis tem sido amplamente estudada para uso em
controle vetorial por conta de sua especificidade e baixo impacto no meio ambiente.
A acdo inseticida dessa bactéria se da pela producao de cristais de proteinas (BRAVO
et al., 2011; STALINSKI et al., 2016). A subespécie B. thuringiensis israelensis (Bti)
produz as proteinas Cry4Aa, Cry4Ba, Cryl0, CryllAa e CytlAa que demonstraram
atividade téxica em mosquitos. As proteinas Cry agem se ligando a receptores e
criando poros na membrana levando a mortalidade celular pelo desequilibrio osmotico
(BERRY et al., 2002; BRAVO et al., 2011). O uso dessa biotecnologia tem vantagens
como facilidade do escalonamento de producdo dos microorganismos, replicacdo das
bactérias evitando reaplicacdo nos criadouros e baixa impacto ambiental. Dentre as
principais desvantagens é sua fotossensibilidade fazendo com que rapidamente se
degrade em criadouros expostos ao sol. A baixa possibilidade de desenvolvimento de
resisténcia também é apontada como uma vantagem do uso de Bti. Estudos, porém,
ja identificaram possiveis mecanismos de resisténcia que podem ser desenvolvidos.
Aparentemente o mecanismo ja reconhecido age pela acdo de galectinas
(substancias envolvidas no reconhecimento de patdégenos e defesa dos insetos) que
competem pelos sitios de ligacéo prevenindo a interacdo das proteinas Cry com seus
alvos moleculares. Para se proteger, larvas de Ae. aegypti demonstraram aumento na
expressao de galectinas no seu sistema digestivo apoés tratamento com Bti (HU et al.,
2020). Cabe ressaltar que esse mecanismo de possivel resisténcia pode nao ter
relevancia uma vez que Bti produz uma série de proteinas Cry tdoxicas que podem
atuar sinergicamente para superar o desenvolvimento de resisténcia (BRAVO et al.,
2011).

Inseticidas botanicos

Azadirachta indica (Meliaceae), popularmente conhecida por nim € a espécie
vegetal de maior relevancia em relacdo a produtos inseticidas atualmente. De suas
sementes é extraida a azadiractina, um dos 300 compostos ja identificados, um dos
limondides responsavel pela atividade inseticida da planta. Revisdes da literatura
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tratam acerca dos diversos usos em potencial dessa espécie (BENELLI et al., 2017;
CHAUDHARY et al., 2017; KILANI-MORAKCHI; MORAKCHI-GOUDJIL; SIFI, 2021).

Da espécie Tanacetum cinerariifolium s&@o extraidas as piretrinas, terpenos
inseticidas que serviram de inspiracdo para o desenvolvimento de compostos
sintéticos mais ativos (LYBRAND et al., 2020). Da mesma maneira, a nicotina, um
alcaléide natural do tabaco (Nicotiana tabacum) serviu de inspiracdo para o
desenvolvimento de uma classe inseticidas denominada de neonicotinoides (SOUTO
et al., 2021).

Durante o projeto ArboControl, uma série de plantas foram testadas quanto ao
seu potencial como inseticida. Quinonas naturais de Connarus suberosus e seus
derivados sintéticos demonstraram bom potencial larvicida com atividade residual
interessante (SILVA et al., 2020a). O bilobol extraido de Schinus terebinthifolia teve
uma potente atividade larvicida com interessante perfil de degradacao (SCHULTE et
al., 2021). De Vismia gracilis foram obtidas benzofenonas e antragquinonas com
potencial larvicida (MAGALHAES et al., 2022). Oleos essenciais comerciais e de
plantas do Cerrado demonstraram potencial como larvicidas e repelentes (PILON et
al., 2022; SILVA et al., 2022). Ainda, acetogeninas, diterpenos e fenilpropanoides
foram identificadas como as substancias responsaveis pela atividade inseticida de
espécies da familia Annonaceae (DE SOUSA et al., 2020; DEMARQUE et al., 2020).

Resisténcia a Inseticidas

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, a resisténcia a inseticidas é
definida como a habilidade de um inseto sobreviver aos efeitos toxicos de inseticidas
através de mutagfes genéticas ou selecédo natural (WHO, 2012). O uso abundante de
inseticidas com diversas finalidades (agricultura, controle vetorial sanitario, uso
domiciliar) é capaz de promover resisténcia cruzada e cria pressao seletiva para
populacdes resistentes. Diferentes inseticidas de uma mesma classe quimica, que
compartilham os mesmos mecanismos de agédo, normalmente ndo sao efetivos nas
populacdes resistentes aquela classe de compostos. A resisténcia de uma populagéo
de mosquitos, por exemplo, a um organofosforado, provavelmente confere resisténcia
a toda classe de compostos organofosforados (GJULLEN; PETERS, 1952; LIU, 2015).
A resisténcia de mosquitos a pesticidas comecou a ser reportada nos anos 50 e
continua a ser descrita com grande frequéncia atualmente (REZENDE-TEIXEIRA et
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al.,, 2022). O uso de inseticidas para o controle deve ser bem aplicado e o
desenvolvimento de resisténcia das populacdes de vetores deve ser rotineiramente
avaliada (WHO, 2005, 2012).

Caracteristicas desejaveis para um novo inseticida para controle vetorial

O desenvolvimento de um produto inseticida tem algumas semelhancas, mas
principalmente muitas diferencas em relacéo as caracteristicas de um medicamento
para uso humano. Em consonéancia, um inseticida idealmente deve ser capaz de
penetrar rapidamente a cuticula dos insetos ou o epitélio digestivo e promover sua
acdo toxica. A biodisponibilidade é, portanto, comum no desenvolvimento dos dois
tipos de produto. A vantagem do desenvolvimento de inseticidas é a oportunidade de
avaliacdo de sua atividade in vivo, diretamente nos organismos alvo, em todas as
fases de desenvolvimento do produto. Por outro lado, o desenvolvimento de
inseticidas encontra exigéncias que nao sao tao cruciais no desenvolvimento de
medicamentos. O custo do inseticida formulado deve necessariamente ser baixo, uma
vez que sera aplicado em grandes areas. A forma de obtencdo dos ativos, seja por
sintese, extracdo ou isolamento devem ser simplificadas. As estratégias de drug
delivery para inseticidas € mais complexa, uma vez que as substancias tdxicas devem
entrar em contato com insetos que estao dispersos e em movimento no ambiente.
Para medicamentos, o tipo de formulacao e a via de administracdo fazem com que a
dose administrada seja mais precisa. A estabilidade da formulacéo, principalmente
frente a radiacdo solar, € um fator importante também. Por fim, o impacto ambiental
dos pesticidas com sua atividade em organismos nao-alvo € extremamente importante
e um dos fatores que mais dificultam o registro de novos produtos (SWALE, 2019).

Em 30 anos a participacdo dos pesticidas botanicos na literatura cientifica
cresceu de menos de 2% nos anos 80 para 21% em 2011. A crescente preocupacao
sobre o0 Iimpacto ambiental das atividades humanas tem pressionado o
desenvolvimento e uso de estratégias mais “verdes”. A conscientizagdo acerca dos
maleficios dos pesticidas para a saude humana e dos ecossistemas tem impulsionado
cada vez mais a producdo organica no campo. Aliada ao relativo sucesso da
azadiractina, uma substancia isolada da planta Azadirachta indica, e de diversos
produtos bioldgicos para o controle de pragas agricolas, a consciéncia ambiental tem

impulsionado a pesquisa de novos biopesticidas. Acompanhando a onda de novos
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biopesticidas, os requerimentos regulatérios para registro no mundo estdo cada vez
mais rigidos, o que desacelera o desenvolvimento desses novos produtos (ISMAN,
2015, 2020; ISMAN; GRIENEISEN, 2014).

O uso de matrizes naturais ja utilizadas para consumo humano, como o alho,
faz com que as barreiras regulatorias sejam menores. Aliado a isso e aos beneficios
ambientais, ha uma aceitacdo maior do mercado, uma vez que a populacéo ja esta,
h& séculos, acostumada ao uso desses produtos. A funcao alimenticia faz com que
essas fontes vegetais estejam disponiveis em grande escala no mundo.

A efetividade das plantas e seus derivados em insetos ndo ocorre por acaso,
mas é resultado da interacéo desses seres vivos ao longo de milhares de anos. Como
protecao, as plantas desenvolveram um sofisticado arsenal de compostos para limitar
0 ataque de patdgenos e herbivoros. A producdo dos metabdlitos secundarios é
dependente de diversos fatores ambientais, que modulam tanto a quantidade quanto
a diversidade de substancias. A pesquisa de biopesticidas deve iniciar na
caracterizacdo completa da amostra para que os dados possam ser reprodutiveis e
os resultados associados a diferente composi¢do da matriz. O uso de fontes vegetais
alimenticias demanda uma analise rigorosa de pesticidas residuais que possam ser o
responsaveis pela atividade biolégica observada (ISMAN; GRIENEISEN, 2014).

Alguns autores sugerem que além da analise quimica, a falta de uso de controle
positivo nos experimentos reduz a credibilidade dos resultados reportados (ISMAN;
GRIENEISEN, 2014). Por outro lado, algumas vertentes sugerem que 0 uso de
controle positivo € essencial na etapa de validacdo dos métodos, mas desnecessaria
na rotina diaria de testagem. Afinal de contas, uma linhagem suscetivel a
organofosforados ira morrer com uma quantidade adequada de temefds. A atividade
de compostos altamente tOxicos como o0s pesticidas das primeiras geracdes € muito
superior aos biopesticidas menos agressivos. Essa comparacdo muitas vezes é
desnecessaria e pouco informativa. Esses pesticidas foram registrados sob regras
mais brandas e muitos deles ndo passariam hoje nos critérios de toxicidade utilizados
no desenvolvimento de novos produtos. Por esse motivo, a comparacao da atividade
desses agentes com 0s biopesticidas de menor impacto ambiental e potencial toxico
nao deve ser o Unico critério avaliado. Como forma de padronizar os resultados, o uso
de protocolos de avaliacao da atividade, como o sugerido pela OMS para larvicidas,

deve ser seguido no processo de desenvolvimento dos pesticidas (WHO, 2005).
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A disponibilidade dos insetos para estudos in vivo em todas as fases do
desenvolvimento do produto permite uma avaliacdo mais acurada acerca das
propriedades da amostra. Por outro lado, a maior parte das pesquisas ndo passa dos
estudos no cenario laboratorial com condi¢des de cultivo e testagem controladas. A
avaliacdo das amostras em situacfes de campo traria maior confiabilidade acerca do
potencial real de desenvolvimento de um biopesticida a partir da amostra estudada.
S8o também escassas as avaliagbes na literatura acerca do potencial toxico em
humanos e em organismos n&o-alvo sdo geralmente escassos, possivelmente pelo
uso medicinal histérico e reconhecida baixa toxicidade de varios produtos botanicos
(ISMAN, 2020; ISMAN; GRIENEISEN, 2014).

A correta identificacdo vegetal com depdésito de exsicata e avaliacdo de
botanicos especialistas parece ser outro fator que coloca em cheque a credibilidade
dos estudos. As fontes vegetais cultivadas na agricultura convencional podem estar
contaminadas com pesticidas utilizada no controle de pragas no campo. A
caracteriza¢do quimica de amostras produzidas a partir desses vegetais é essencial,
uma vez que os pesticidas podem ser extraidos junto aos metabdlitos secundarios e
afetar a atividade biolégica da amostra (ISMAN, 2020; ISMAN; GRIENEISEN, 2014).

Por fim, o desenvolvimento de biopesticidas para uso agricola no Brasil além
de todas as qualificacBes técnicas, precisa passar por um processo de registro feito
conjuntamente em trés 6rgaos: MAPA, ANVISA e IBAMA. Por outro lado, o uso de
inseticidas para ac6es em saude publica se enquadram na legislacdo de saneantes e
domissanitarios da ANVISA, sendo necessario o0 registro somente nesse 0rgao
segundo a RDC N° 59, DE 17 DE DEZEMBRO DE 2010 (ANVISA, 2010).

O alho como potencial inseticida para controle vetorial

A importéancia do controle vetorial devido a alta prevaléncia de arboviroses no
pais aliado a ineficiéncia dos programas hoje utilizados expdem a necessidade do
desenvolvimento de alternativas eficazes de controle (GARCIA et al., 2018; MACIEL-
DE-FREITAS; VALLE, 2014). A atividade pesticida do alho ja foi demonstrada em
trabalhos anteriores, mas seu potencial para o desenvolvimento de um produto
comercializavel ainda ndo foi explorado para o controle vetorial de mosquitos
(AMONKAR; BANERJI, 1971; AMONKAR; REEVES, 1970; CAMPBELL et al., 2011a,
2011b; JARIAL, 2001; JUNNILA et al., 2015; RAJAN et al., 2005).
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O alho, o bulbo da espécie Allium sativum L. (Amaryllidaceae), é um alimento
utilizado e cultivado em todo planeta a mais de 4.000 anos. Também fazem parte da
mesma familia a cebola, cebolinha e o alho-poré, todos com alto teor de compostos
organosulfurados que conferem odor e sabor caracteristicos. Em 2018, foram
produzidas 28.494.130 de toneladas de alho no mundo em uma area cultivada de
1.546.741 de hectares. A producdo de alho vem crescendo a cada ano, sendo a
produgdo mundial em 2018, seis vezes maior do que no ano de 1961. Atualmente o
maior produtor de alho no mundo € a China, responsavel por quase 80% da producao
mundial (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS,
2018). Diante da ancestralidade de uso do alho e as diversas aplicacGes exploradas,
esta espécie vegetal estd contemplada em véarias monografias de agéncias
regulatérias de varios paises (ANVISA, 2015, 2019; EMA, 2016; HEALTH CANADA,
2018; OECD, 2017).

O dleo de alho, obtido através da hidrodestilacdo de seus bulbos processados
(cortados, amassados, espremidos), também €& comestivel apesar de ndo ser
considerado palatavel. Aproximadamente 70% do bulbo fresco é constituido por dgua
e somente 0,1 a 0,4% de 6leo. O alho ainda € composto por proteinas, aminoacidos,
enzimas, vitaminas, minerais, carboidratos e saponinas (BAKER; GRANT, 2018).
Vérios fatores podem alterar a composicado do alho, consequentemente mudando a
sua atividade biologica. Especialmente, as condi¢des de crescimento da planta e seu
processamento podem alterar tanto a quantidade quanto a variedade de compostos
(MARTINS; PETROPOULOS; FERREIRA, 2016).

Quase a totalidade dos metabdlitos secundarios do 6leo de alho séo derivados
de enxofre, sendo o dissulfeto de dialila e o trissulfeto de dialila os majoritarios. Esses
compostos sdo produzidos quando a enzima alinase, estocada em vesiculas nas
células, é liberada durante o processamento do alho, convertendo a aliina em alicina.
Em temperatura ambiente, a alicina se decompde em uma mistura complexa, mas
mais estavel, de compostos organosulfurados como os polissulfetos, ajoenos e vinil
ditinas (ANWAR et al., 2017). Essa estratégia € uma maneira sofisticada da planta
nao sofrer com a toxicidade da alicina e seus derivados, uma vez que sO seréo
produzidos no local da lesdo da planta. Esses compostos, produzidos apds o
processamento do alho, sdo responsaveis pelo seu odor caracteristico (ANWAR et

al., 2014). Por conta da etapa enzimatica, o 6leo de alho ndo € considerado como um
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Oleo essencial classico, como os Oleos de plantas aromaticas como lavanda, cravo e
alecrim.

Quando avaliados isoladamente, os polissulfetos parecem ter maior atividade
com o aumento da cadeia de enxofre. Além do aumento da atividade, as cadeias de
enxofre mais longas trazem também maior instabilidade. Essa instabilidade faz com
gue seja dificil o isolamento e o0 uso de polissulfetos com mais de 5 &tomos de enxofre.
Por outro lado, a mistura desses compostos, como encontrado no 6leo de alho, traz
relativa estabilidade ao sistema mesmo a temperatura ambiente (ANWAR et al.,
2014).

Apesar da estrutura quimica simples, esses compostos possuem diversificados
mecanismos de agao que alteram o balanco redox intracelular, causando estresse
oxidativo que danifica enzimas, proteinas, lipideos e o DNA de bactérias e
nematoides. Ainda possuem a capacidade de coordenacdo com ions metalicos, o que
leva a um desequilibrio i6nico intracelular. O carater lipofilico dos polissulfetos ainda
permite sua interacdo com estruturas da membrana. Acredita-se que diante da
diversidade dos processos e estruturas intracelulares nos quais o alho atua fazem
com que seja limitada a capacidade de desenvolvimento de resisténcia (ANWAR et
al., 2017; ARBACH et al., 2019).

O primeiro pesticida com o 6leo de alho como Unico ativo registrado na EPA
(Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos) foi em 1991. Até 2017, haviam
30 produtos registrados com 6leo de alho na EPA (BAKER; GRANT, 2018). O nimero
de produtos € relativamente pequeno visto a ampla atividade do alho em diversos
organismos, sua seguranca e o conhecimento milenar acerca de varias de suas
propriedades (ANWAR et al., 2017). Um software de estimativa do destino de
compostos baseado em suas caracteristicas fisicas e quimicas foi desenvolvido pela
EPA. Nesse software foi estimada que a meia vida do 6leo de alho foi de 2,8 h no ar,
720 h no solo e 360 h na agua (BAKER; GRANT, 2018).

Atualmente existem 9 biopesticidas registrados na EPA (Estados Unidos) que
contam com o alho como um dos principios ativos, sob 0s seguintes nomes
comerciais: Allityn Insect Repellent; Anti-Pest-O Original Concentrate; Anti-Pest-O
RTU; BacStop; Captiva Prime; Deer-Off Deer Repellant Concentrate; Feather Duster;
Mildew Cure; No Moss (EPA, 2020). Esses produtos séo utilizados primariamente para
controle de pragas agricolas na agricultura convencional e organica. O principal efeito

€ arepeléncia de artrépodes, passaros e mamiferos como veados, coelhos e esquilos
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das areas de plantacdo, estufas, gramados, aterro sanitarios, marinas, edificios,
galpbes. Os produtos variam na composicao, desde formulacfes apenas com Oleo de
alho ou suco de alho como principio ativo, até mistura com outros 6leos essenciais,
capsaicina e azadiractina. No Brasil, ha somente um pesticida produzido a partir de
alho registrado. O produto, a base de extrato aquoso de alho, cujos principios ativos
Sao 0s mesmos presentes no Oleo do alho, foi registrado como nematicida sob o nome
comercial de Vigga pela empresa Omex (ANVISA, 2020).

Apesar do 6leo de alho reunir caracteristicas desejaveis para o
desenvolvimento de novos produtos, algumas limitacdes devem ser superadas. A
principal limitacdo diz respeito a baixa solubilidade em agua e alta volatilidade. A fim

de superar essas limitacfes, uma estratégia é a utilizacdo de nanoparticulas.
Carbon Dots (CDots)

Os Carbon dots, ou CDots, sdo nanoestruturas sélidas de carbono produzidas
a partir de qualquer fonte organica atraveés, principalmente, da queima controlada sob
pressdo. Sao estruturas quase esféricas constituidas por carbono e grupos funcionais
baseados em nitrogénio e oxigénio como acido carboxilico, amina e alcool (CHOI et
al., 2018). Esses materiais sao atraentes para uma gama de aplicacdes por possuirem
luminescéncia, inércia quimica, biocompatibilidade, solubilidade em agua, baixa
toxicidade e ainda possuirem baixo custo de producédo (TUERHONG; XU; YIN, 2017).
Dentre as varias aplicacdes ja reportadas, os CDots demonstraram potencial de serem
usados como co-estabilizadores de emulsdes (REN et al., 2019; TAN et al., 2015). Os
CDots tem baixo custo de producdo e podem ser utilizadas na formulacdo de uma
infinidade de produtos (CHOI et al., 2018; LI et al.,, 2020). Possuem ainda
fluorescéncia, permitindo que sejam facilmente localizadas no interior dos insetos e,
portanto, que sejam identificados os provaveis locais de atuacdo dos componentes
por eles carreados (TAN et al., 2015; TUERHONG; XU; YIN, 2017; ZHAO et al., 2015).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolver formulagcbes bioinseticidas a partir do alho para o controle vetorial de
Aedes aegypti.

Objetivos especificos

e Caracterizar quimicamente o 6leo de alho ArboS187;

e Avaliar a atividade ovicida, larvicida, pupicida, repelente e adulticida do 6leo de
alho quimicamente caracterizado em Ae. aegypti;

e Avaliar a atividade larvicida e pupicida dos compostos isolados do éleo de alho
e Oleos de alho suplementados com diferentes propor¢cdes desses compostos;

e Estimar a atividade larvicida e pupicida do 6leo de alho em diferentes tipos de
recipientes;

e Auvaliar a atividade larvicida, pupicida e repelente espacial do 6leo de alho em
testes em semi-campo;

e Avaliar o potencial ecotoxicoldgico do 6leo de alho;

e Desenvolver nanoemulsdes a partir do 6leo de alho e Carbon dots;

e Avaliar a estabilidade das nanoemulsdes de Oleo de alho em diferentes
temperaturas de estocagem por 12 semanas;

e Avaliar a atividade da nanoemulsfes de 6leo de alho em ovos, larvas e pupas
de Ae. aegypti;

e Escalonar as formulacdes em bancada;

e Escalonar em planta piloto a nanoemulsado mais promissora;

e Auvaliar o potencial toxicolégico da nanoemulséo de oleo de alho

e Avaliar a efetividade da nanoemulsao de 6leo de alho em ensaio preliminar em

campo.
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METODOS

Substéncias quimicas e analise instrumental

O padréao do inseticida organofosforado temefés, o piriproxifeno, o éleo de alho
sintético (ArboS187) e os compostos dissulfeto de dialila (DAS2) e trissulfeto de dialila
(DAS3) foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich (Suica). Todos os solventes
utilizados nos processos de extracdo e isolamento foram grau HPLC adquiridos da
Sigma Aldrich ou JT Baker.

Os Carbon dots utilizados foram produzidos no Laboratério de Inorganica e
Materiais do Instituo de Quimica da Universidade de Brasilia. A tecnologia de uso do
CDot desenvolvida consta na patente “Nanoformulacdes biopesticidas baseadas em
metabdlitos secundéarios e micronutrientes, seu processo de obtencdo e seu uso no
controle de patdégenos e pragas”, depositada junto ao Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI) sob o n° BR 10 2020 002179 6 em 31/01/2020, de
titularidade da Fundacdo Universidade de Brasilia (FUB) e da KrillTech Solugcdes
Sustentaveis em Engenharia LTDA (KrillTech).

Os espectros de Ressonéancia Magnética Nuclear (NMR) foram adquiridos em
espectrometro Bruker Ascend Il 600 MHz na Central Analitica do Instituto de Quimica
da UnB (IQ/UnB). O tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como padréo interno. HPLC-
UV Varian foi utilizado para cromatografia preparativa e HPLC-UV Waters foi utilizado
nas analises analiticas, ambos do Laboratério de Farmacognosia/UnB.

As analises por cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de massas
(GC-MS) foram realizadas na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
— USP/RP. As amostras foram solubilizadas em hexano para concentracao final de
1,0 mg/mL e 1,0 uL de amostra foi injetado com Split de 4 na coluna DB-5MS (30 m x
25 mm x 25 pm). O gés de arraste foi o hélio, com fluxo de 1,3 mL/min e fluxo de purga
de 3,0 mL/min. O gradiente de aquecimento foi de 3 °C/min de 60 °C a 120 °C e de 15
°C /min até 200 °C. A temperatura do injetor foi de 220 °C e a temperatura do detector
de 250 °C na fonte de ions e 280 °C na interface. A aquisigéo foi iniciada com 2,0 min

e a faixa de m/z foi de 35 a 400 m/z.
Manutencédo da col6nia de Ae. aegypti Rockefeller

As colbnias de Ae. aegypti da linhagem Rockefeller, sdo mantidas no Insetario
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ArboControl (Laboratério José Elias de Paula/ Anexo do Laboratério de
Farmacognosia /UnB) sem exposicdo a nenhum inseticida. Os mosquitos sao
mantidos a 28 £ 2 °C e 70 + 10% Umidade Relativa (UR) em um fotoperiodo de 12 h.
As larvas sdo criadas em agua da torneira e alimentadas com racdo de peixe. A
alimentacdo dos insetos adultos é realizada com solucdo de acucar a 10%
impregnada em papel de filtro duas vezes por semana. Para alimentacéo das fémeas,
também é utilizado sangue equino trés vezes por semana. Apds repasto sanguineo
sdo inseridos papéis de filtro em recipientes com 4gua nas gaiolas para que as fémeas
possam fazer oviposi¢do. Os papéis com ovos sdo secos e escovados e 0S 0vos Sao
mantidos em ambiente com umidade controlada. Para ecloséo, os ovos sdo pesados
e inseridos em potes com agua. Para sincronizar a eclosdo, os recipientes séao
colocados em camara de pressao reduzida. Em seguida, 0os ovos séo transferidos
para bandejas, onde dao origem as larvas, que sao alimentadas com racdo de peixes
até o estagio de pupas. Para montagem das gaiolas séo inseridas 1500 fémeas para
500 machos. As larvas usadas nos testes sdo do 3° estagio, e as pupas com idade
entre 2 h a 24 h.

Modificacao do 6leo de alho (semi-sintese)

O oleo ArboS187 foi modificado através da reacdo com enxofre elementar. A
reacdo foi realizada com 509 mg de Ss aquecido em baldo até a fuséo
(aproximadamente 120 °C), seguido da adicdo de 3 mL de ArboS187. A reacao foi
mantida a 120 °C por aproximadamente 2 h. Esse procedimento foi baseado em
sintese de polissulfetos ja reportada (WANG et al.,, 2013). O novo 6leo obtido foi
analisado por GC-MS e HPLC-UV para comparar a diferenga do teor dos polissulfetos

em relacdo ao 6leo original.
Isolamento dos polissulfetos

Trissulfeto de dialila (DAS3), tetrassulfeto de dialila (DAS4) e pentasulfeto de
dialila (DAS5) foram isolados a partir do 6leo de alho semissintético Arbo2A170A
através de HPLC/UV (210 nm) preparativo utilizando equipamento Varian ProStar.
Uma coluna Phenomenex Luna C18(2) (5 um, 150 x 21.2 mm) foi utilizada com fase
movel isocratica de 90% metanol por 30 min a 10 mL/min, monitorada a 210 nm. Para

o procedimento, 1,0 mL do 6leo de alho modificado Arbo2A170A foi solubilizado em
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9,0 mL de etanol. Para cada corrida, foram injetados 500 pL desta solu¢cdo. Foram
coletados os picos em 7’; 9’; 10,3’; 13,3’; 17,7 23,8". A cada corrida as fragdes
coletadas eram estocadas em freezer e protegidas com papel aluminio. Os picos
coletados foram injetados em coluna analitica SunFire C18 5um 4,6 x 250 mm (90%
metanol, 1 mL/min, 15 min, 210 nm) para avaliacédo do perfil. Os picos com bom perfil
de separacédo foram extraidos de 3 a 4 vezes com 50 mL de hexano em funil de
separacdo. A porcao organica (superior) foi coletada e sulfato de sédio anidro utilizado
para retirada de agua residual. Apés filtracdo, as amostras foram concentradas em
rotaevaporador, transferidas para frascos pré-pesados e o0 solvente residual
evaporado por N2. Em seguida, uma aliquota das amostras foi dissolvida em
cloroférmio deuterado (CDCI3) e analisada por ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (NMR 1H). Os dados de NMR foram comparados com a literatura para

confirmacédo da estrutura molecular (Wang et al., 2013).
Avaliacao do efeito do solvente nos polissulfetos isolados

Os polissulfetos (DAS2-DAS5) foram diluidos em DMSO para testes biolégicos
e analisados por HPLC. A analise das solucdes recém-preparadas mostrou que DAS4
e DAS5 se tratavam de uma mistura de polissulfetos. Portanto, foi realizado
experimento para avaliar o efeito do DMSO na estabilidade dos polissulfetos de dialila.

O DAS4 se mostrou instavel na diluicio com DMSO e foi selecionado para
estudos mais aprofundados. Para as analises, solu¢cdes de DAS4 em metanol, em
50% de DMSO e 50% de DMSO-ds foram analisadas assim que preparadas e ao longo
do tempo para avaliacao do efeito de instabilidade. A seguir, novas solu¢cdes de DAS4
em 50% de DMSO, 25% DMSO, 10% DMSO e 1% DMSO foram preparadas e
avaliadas ao longo do tempo. Da mesma maneira, o efeito da dissolu¢cdo em 50% de
DMF (dimetilformamida) também foi avaliado. Em seguida, solugdes de DAS2, DAS3,
DASS e ¢6leo de alho ArboS187 em metanol e 50% de DMSO também foram avaliadas

ao longo do tempo.

As avaliacdes em HPLC foram realizados em coluna SunFire C18 (5 um 4.6 x
250 mm) com sistema eluente isocratico de 90% metanol por 15 min a 1 mL/min e
detecc¢do de picos a 210 nm. A area de pico dos polissulfetos foi comparada entre os
diferentes tratamentos e tempos. A % de area de pico foi expressa em relacdo a area

de pico inicial de cada composto.
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Atividade larvicida e pupicida

Os ensaios de screening larvicida e pupicida sao realizados em placas de 12
pocos contendo 10 larvas L3 ou 5 pupas e 3 mL de agua por poco. Em seguida, as
amostras promissoras sao testadas em copos plasticos contendo 10 larvas L3 ou 10
pupas com 20 mL de agua por copo ou em copos plasticos com 200 mL de agua e 25
larvas L3 ou 25 pupas, para determinacdo da concentracdo letal média (CLso). A
quantidade de amostra adequada € solubilizada em DMSO (dimetilsulfoxido < 2%)
que €& também utilizado como controle negativo de todos os experimentos. A
temperatura do ambiente é controlada (25 °C a 28 °C) e com fotoperiodo de 12 h. A
atividade larvicida é observada a cada 24 h, até 72 h. A atividade pupicida/ inibicdo de
emergéncia de adultos € observada apds a completa ecloséo de adultos em todas as
réplicas do controle negativo. Temefos foi utilizado como controle positivo para
ensaios larvicidas. As larvas, pupas e mosquitos que ndo reagem a estimulos
mecanicos e luminosos séo considerados mortos.

Em todos os ensaios larvicidas, o teste € invalidado caso 20% das larvas
passarem para o estagio de pupa. Se a mortalidade do controle estiver entre 5 e 20%,
a mortalidade é corrigida de acordo com a férmula de Abbott. As porcentagens da
mortalidade de larvas e pupas de cada uma das replicatas foram inseridas no software
GraphPad Prism 7 para célculo da CLso e CLso em um intervalo de confianca (IC) de
95%. Para determinacado da atividade larvicida e pupicida de cada amostra, foram
realizadas trés réplicas usando diferentes lotes em diferentes periodos e os resultados
foram calculados considerando-se todos os dados obtidos por concentracao.

De acordo com o guia da OMS, os testes que apresentarem mortalidade > 5%
no controle negativo devem ser corrigidos pela férmula de Abbott e os testes que
apresentarem mortalidade > 20% devem ser descartados.

Formula de Abbott:

X-Y
Mortalidade corrigida % =% x 100

em que X = % de sobrevivéncia no controle negativo e Y = % de sobrevivéncia nas
amostras testadas.

Nos experimentos em que houve variacdo de concentracdes e diferentes
amostras foi realizada analise de variancia (ANOVA) bidirecional com p0s teste de

Tukey para comparagBes multiplas. No caso em que ndo houve variacdo de
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concentracdo, foi utilizada ANOVA unidirecional. Foram considerados
estatisticamente significantes os resultados que variaram com nivel de significancia
inferior a 0,05 (p<0,05).

Efeito do recipiente na atividade larvicida e pupicida

Em todos os experimentos foram utilizadas larvas L3 e pupas com até 24 h de
vida de Ae. aegypti Rockefeller. Todos os testes foram realizados em laboratério com
fotoperiodo de 12 h, temperatura e umidade controlados. Tanto para larvas quanto
para pupas, foram testadas placas de 12 pogos com e sem tampa, copos pequenos
com 20 mL de solucéo e copos grandes com 200 mL de solug&o. Os testes foram
realizados em quadruplicata e repetidos com trés diferentes lotes de larvas e pupas.
Os volumes de agua e quantidade de insetos utilizados estdo descritos na Tabela 1.

Para padronizar as concentracdes utilizadas entre todos o0s recipientes
testados, a solucao original do 6leo de alho ArboS187 em DMSO (< 2%) foi diluida na
agua do teste em balbes volumétricos e os diferentes volumes transferidos para os
recipientes conforme Tabela 1. Os testes com os diferentes recipientes foram todos
realizados no mesmo dia com o mesmo lote de larvas, e repetido com 3 diferentes
lotes (Figura 3). Estudos preliminares foram desenvolvidos para determinagédo do
intervalo de concentracbes usadas para 0s ensaios larvicidas e pupicidas
padronizados. Foram testadas seis concentracdes para larvas (4,8 ppm; 2,4 ppm; 1,8
ppm; 1,2 ppm; 0,8 ppm e 0,4 ppm) e cinco concentracdes para pupa (60,0 ppm; 50,0
ppm; 40,0 ppm; 30,0 ppm e 5,0 ppm). Para larvas, foi observada mortalidade apos 24
h, 48 h e 72 h. Para pupas foi observada a mortalidade de pupas e mosquitos, assim
como o numero de mosquitos adultos viaveis somente apos eclosdo de todos os
adultos no controle.

Os dados de mortalidade obtidos foram analisados por regressao nao-linear no
Graph Prism e por probit no software R com o script desenvolvido por grupo de
pesquisa francés (MILESI; POCQUET; LABBE, 2013). Para comparac&o da atividade
entre os diferentes recipientes, foi realizada analise de variancia (ANOVA) bidirecional
com pos teste de Tukey para comparacbes multiplas. Foram considerados
estatisticamente significantes os resultados que variaram com nivel de significancia
inferior a 0,05 (p<0,05).
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Tabela 1. ParAmetros utilizados para os testes de padroniza¢do do método de avaliagdo de atividade
larvicida e pupicida.

Recipiente Volume de agua | N° de larvas/ pupas | N° total de larvas/
por replicata*** pupas testados***

Placa com tampa 3mL 10/5* 120/ 60 **

Placa sem tampa 3mL 10/5* 120/ 60 **

Copo pequeno 20 mL 10 120

Copo grande 200 mL 25 300

*Para pupas também foram testadas 5 pupas por replicata, tanto nas placas abertas quanto nas
fechadas. **Para placas com 5 pupas foram testados no total 60 pupas por concentracdo. *** Niumero
de individuos testados por concentragéo.

Figura 3. Montagem dos recipientes de teste. Diluicdo da amostra em baldo volumétrico, separacéo e
contagem de larvas e pupas e fechamento dos recipientes com tecido.

Para deteccdo do 6leo de alho na agua do teste, uma solucdo Unica de
ArboS187 foi preparada e transferida para os diferentes recipientes estudados. Para
o procedimento, 20 mg de 6leo ArboS187 foi pesado, solubilizado em 4 mL de DMSO
e em seguida diluido em 4 litros de 4gua em dois baldes volumétricos de 2 L cada. A
solucéo foi transferida para os diferentes recipientes com os seguintes volumes: 200
mL de solugcdo em copo grande, 120 mL de solucdo em copo grande, 20 mL de
solugcdo em copo pequeno, 3 mL de solucdo por poco em placa de 12 pogos com ou
sem tampa. Foram montados o0s recipientes em triplicata para cada tempo de
exposicdo avaliado. Imediatamente apds a transferéncia dos volumes, uma aliquota
de 20 mL de cada recipiente foi retirada e mantida em frasco de vidro tampado em
geladeira até o processamento. Para a placa de 12 pocos, todo o contetdo da placa
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foi transferido para outro recipiente do qual foram coletados 20 mL de solucédo. O
mesmo procedimento foi realizado apés 4 h e 24 h de montagem dos recipientes.
Para concentracédo do 6leo, os 20 mL de solugéo foram eluidos em cartuchos
de SPE (do inglés Solid Phase Extraction) Cis, que foram em seguida eluidos com 2
mL de metanol. A solucdo metandlica recuperada foi entéo filtrada em filtro de seringa
de politetrafluoroetileno (PTFE) hidrofébico 0,22 um e avaliado por HPLC. Para a
andlise, foi utilizada coluna Phenomenex Kinetex 2,6 y EVO C18 250 x 4,6 mm
utilizando gradiente : 80-100% metanol (0-8 min), 100% (8-10 min), 100-80% (10-12
min), 80% (12-15 min) com deteccdo a 215 nm. O volume de injecdo de todas as
amostras foi de 10 pL. A area de pico de DAS3, eluicao a aproximadamente 5,1 min,
foi utilizada para comparacao entre os diferentes tempos e recipientes. A analise de
variancia (ANOVA) com pos-teste Tukey foi utilizada para comparacao das areas de

pico dos recipientes ao longo do tempo.

Atividade dos polissulfetos isolados e 6leos de alho modificados

Os polissulfetos foram diluidos em etanol (<2,0% em agua) e testados em
placas de 12 pocos contendo 3 mL de solucdo e 10 larvas ou 5 pupas. Para
determinacao da CLso 0s compostos foram testados a 10,0; 5,0; 2,5; 1,25; 0,63 e 0,31
ppm para larvas e 50,0; 25,0; 12,5; 6,25; 3,13 e 1,56 ppm para pupas. Um total de 240
larvas e 120 pupas foram expostas aos tratamentos, em quadruplicata. O 6leo de alho
ArboS187 foi suplementado com DAS2, DAS3, DAS4 e DAS5 (50% p/p)
individualmente e testado em larvas e pupas nas mesmas concentracdes que 0s
compostos isolados. Etanol foi utilizado para solubilizar os 6leos na dgua e também
foi usado como controle negativo (<2,0% de etanol em agua). As Clso foram
calculadas para cada amostra utilizando GraphPad Prism 8. As curvas dose-resposta
foram comparadas utilizando o teste de analise de variancia seguido de teste Dunnett
para comparar a atividade das amostras com a atividade do 6leo de alho original.

Solugbes estoque em etanol dos polissulfetos isolados, do 6leo de alho original
(ArboS187) e dos d6leos de alho suplementados foram monitoradas por HPLC durante
todo o experimento com larvas e pupas. Uma coluna SunFire C18 (5 ym 4.6 x 250
mm) foi utilizada com sistema eluente isocratico de 90% metanol por 15 min a 1

mL/min e deteccao de picos a 210 nm.
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Atividade larvicida e pupicida em condi¢cdes de semi-campo

As concentracfes referentes a concentracéo letal para 80% dos individuos
(CLso), & concentracdo letal para 90% dos individuos (CLgo) € @ menor concentracao
que causou 100% de mortalidade de larvas ou pupas foram testadas em condi¢des
de semi-campo. Para os testes, 50 larvas L3 ou 50 pupas com menos de 24 h foram
contadas e adicionadas em baldes plasticos contendo 8 litros de agua da torneira. Os
animais foram mantidos nos baldes por 2 h para aclimatacdo antes da adicdo das
amostras. O 6leo de alho ArboS187 foi pesado e solubilizado em DMSO (< 2%), e 10
mL dessa solucédo foi pipetada em cada balde a fim de obter a concentracéo final
desejada. Os baldes foram mantidos na area externa do Insetario do Laboratorio de
Farmacognosia, area com cobertura, cobertos com tela e dispostos de maneira
aleatéria. Um termo higrémetro foi mantido em um dos baldes controle (0,125% de
DMSO) para acompanhamento da temperatura e umidade durante cada experimento.
A leitura da atividade larvicida foi realizada apés 24 h, 48 h e 72 h. Ja para a atividade
pupicida, os baldes foram monitorados até que todas as pupas virassem adultos ou
morressem, quando era realizada a leitura final. Foi realizado controle positivo para

larvas com temefds a 0,013 ppm.
Atividade ovicida

Para os ensaios da atividade ovicida foram utilizadas diferentes secdes de
papel de oviposicdo contendo aproximadamente 100-200 ovos de Ae. aegypti
estocados de 1 a 2 meses. As sec¢les de papéis foram fotografadas antes do inicio do
experimento para posterior contagem dos ovos utilizando o software ImageJ (Figura
4). Os papéis foram submersos nas solucdes de teste de 6leo de alho ArboS187 em
DMSO a 100 ppm, 6leo de alho ArboS187 em CDot a 100 ppm, controle negativo de
DMSO (concentracdo < 1%) e solucdo aquosa de CDot. Os papéis com 0S 0v0s
permaneceram nessas solugdes por 48 h e foram transferidos para solugcéo de agua
limpa para estimulo de eclos&o. Para a ecloséo for¢ada, os recipientes foram inseridos
em um dessecador a baixa pressédo por 30 min. As larvas recém eclodidas foram
alimentadas com racéo de peixe e contadas apos 48 h. Tanto as larvas eclodidas
espontaneamente quanto as larvas advindas de ecloséo forcada foram contabilizadas.

O numero total de larvas vivas e a quantidade inicial de ovos contados através do
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ImageJ foram utilizados para calcular a taxa de mortalidade corrigida utilizando a
férmula de Herderson-Tilton (HENDERSON; TILTON, 1955):

ninicialno Co * n finalno T

mort = (1 — ) * 100

n finalno Co * ninicialno T
em que mort = mortalidade corrigida; n inicial no Co = nimero de ovos no controle; n
final no Co = numero de larvas vivas no controle ao final do experimento; n inicial no
T = nimero de ovos no tratamento, n final no T = numero de larvas vivas no tratamento

ao final do experimento .

Figura 4. Contagem de ovos nas sec¢des de papéis de oviposicao utilizando software ImageJ.

Atividade em adultos

Ensaios preliminares da atividade repelente e adulticida do alho foram
realizados no Laboratério de Farmacognosia e sinalizaram atividade interessante.
Portanto, o 6leo de alho ArboS187 foi testado pela mestranda Natalia Mendes Gomes
durante periodo de capacitacdo na University of Notre Dame, Estados Unidos, em
2019, no ambito do projeto CAPES Print.

Os testes foram realizados com fémeas de Ae. aegypti (Liverpool), com col6nia
estabelecida na University of Notre Dame, em Laboratério coordenado por Dra. Nicole
Achee e Dr. John Grieco (South Bend, Indiana, Estados Unidos). Os mosquitos foram
mantidos a 27 °C, 80% UR, com fotoperiodo de 12 h. Grupos de fémeas de 4 a 7 dias
de vida foram separados em recipientes e alimentadas com solucéo acucarada 10%

até o dia anterior ao teste. Para o teste de Irritacdo por Contato (IC), foram utilizados
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10 £ 2 mosquitos para cada replicata; para Repeléncia Espacial (RE), 20 + 2
mosquitos; e para toxicidade 25 mosquitos por replicata.

Para os testes no HITSS (High-throughput screening system), as solucdes a
1% (v/v) com ArboS187 (1,5 mL) foram aplicadas de maneira uniforme em redes de
275 cm? com auxilio de uma micropipeta (Figura 5). Esta concentragédo foi baseada
em estudos anteriores com repelentes (GRIECO et al., 2007; JOHN P. GRIECO et al.,
2005; NICOLE L. ACHEE et al., 2009) e testes pilotos realizados no Laboratério de
Farmacognosia da UnB. A rede controle foi tratada com 1,5 mL de etanol, solvente
em que foi diluida a amostra. A rede foi seca por 20 min antes de ser inserida no
cilindro de metal interno do HITSS. Novas redes foram tratadas antes da quinta
replicata para RE; e uma nova rede antes do teste de IC. A temperatura da sala de
teste teve uma média de 24 °C e 37% de umidade relativa do ar. Os testes foram
repetidos no mesmo aparato no Laboratério de Farmacognosia da UnB com a
linhagem Rockefeller utilizando as concentracfes de 7,5% (v/v), 5,0 (v/v), 2,5% (V/v)
e 1,5% (v/v). As concentracdes foram determinadas seguindo estudos preliminares
para observacao da atividade repelente.

O aparato foi lavado ao final de cada dia de teste. As partes que tiveram contato
direto com as redes tratadas foram lavadas com acetona e as demais com detergente
(Liqui-Nox, Alconox, New York, NY; Extran). Todos os componentes foram secos a

temperatura ambiente overnight.

Spacial Repellency Assay

Contact Irritancy Assay

Figura 5. Desenho esquematico de um high-throughput screening system (HITSS).

Configuracfes para repeléncia espacial (acima), e irritacdo por contato (abaixo). Componentes: 1)
cilindro de tratamento; 2) cilindro transparente; 3) tampa lateral; 4) conectores; 5) cilindro de metal
interno; 6) rede de tratamento (GRIECO et al., 2007).
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Repeléncia espacial

O cilindro transparente (Figura 5, aparato superior) foi conectado lateralmente
a dois cilindros de metal, através dos conectores, que facilitam a movimentacdo dos
mosquitos em direcdo as extremidades do aparato. Grupos de 20 mosquitos foram
introduzidos no cilindro transparente, com as valvulas dos conectores fechadas, e
repousaram por 30 segundos. Em seguida, as valvulas foram abertas por 10 min.
ApOs esse tempo, as valvulas foram fechadas e contou-se o nimero de mosquitos em
cada cilindro metalico. O niumero de mosquitos que apresentaram knockdown (KD)
nos trés cilindros foi observado. Mosquitos foram considerados KD quando
posicionados lateralmente e incapazes de se levantar quando o aparato era
movimentado. Foram realizadas nove replicatas para cada solu¢cdo. PMD (p-mentano-
3,8-diol), um biopesticida derivado de eucalipto foi utilizado a 20% (v/v) como controle
positivo.

A repeléncia espacial foi expressa pelo indice de repeléncia espacial (SAl,
spatial activity index). O SAI é calculado a partir da formula SAI = (Nc - Nt) / (Nc + Nt),
sendo Nc o numero de fémeas no cilindro controle; e Nt, no cilindro com o tratamento.
Este indice representa a proporcdo de fémeas que ndo entraram no cilindro com
tratamento em relacdo ao numero total de mosquitos que transitaram livremente
durante o experimento. Essa raz&o varia de -1 a 1. Zero indica que ndo houve
resposta; -1 indica que todos os mosquitos entraram no cilindro com tratamento, ou
seja, houve um efeito atrativo; e 1 indica que todos os mosquitos ficaram no cilindro
controle, resultando em atividade repelente espacial.

Calculou-se ainda o indice de atividade espacial ponderada (wSAl, weighted
spatial activity index), que € obtido multiplicando-se o percentual de mosquitos que
apresentam alguma resposta (PRESP) pelo SAI (WSAI = PRESP * SAl). O percentual
de resposta (PRESP) é calculado por: ((Nc + Nt) / N) *100, sendo N o namero de
mosquitos inserido no cilindro central no inicio do experimento. O wSAl, representa a
magnitude do efeito repelente ou atrativo, enquanto o SAI diz respeito a existéncia ou
nao de um movimento direcional.

Os dados foram analisados por um teste ndo paramétrico de postos com sinais
(signed-rank) (PROC UNIVARIATE, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA 2012-2018)

para determinar se a média do SAl e do wSAl de cada tratamento foi diferente de zero.
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Irritacdo por contato

Um cilindro transparente foi conectado a um cilindro de metal com tratamento
utilizando-se um conector, para se obter uma unidade de teste (Figura 5, aparato
inferior). Grupos de 10 mosquitos foram introduzidos na por¢cdo metélica, onde
repousaram por 30 segundos. A valvula borboleta do conector foi aberta por 10 min,
e entdo fechada. O numero de mosquitos em cada porcdo do aparato foi anotado,
bem como o niumero de individuos KD. Foram realizadas 6 replicatas para cada tipo
de tratamento, utilizando-se a mesma rede tratada para o teste de repeléncia espacial.
Um controle somente com veiculo foi realizado ao mesmo tempo para cada
experimento. PMD a 20% (v/v) foi utilizado como controle positivo.

Os dados foram analisados usando o teste Wilcoxon (PROC NPAR1IWAY, SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA 2012-2018) para avaliar a diferenca entre o nimero de
mosquitos que escapam dos cilindros controle e teste. Obteve-se o percentual médio
de escape no tratamento, corrigido pelo escape no controle e KD no cilindro metélico

de tratamento.

Toxicidade de mosquitos adultos

O efeito adulticida da amostra foi investigado de acordo com a diretriz para
avaliar a resisténcia a inseticida em vetores usando o bioensaio com garrafa (CDC,
2010). Foram utilizadas garrafas Wheaton 250 mL tampadas com papel aluminio. As
garrafas e o papel aluminio, utilizado como tampa, foram impregnados com 1 mL de
solucéo 1% (v/v) do oOleo de alho em etanol, e guardadas ao abrigo de luz overnight
em uma capela de fluxo laminar vertical. Grupos de 25 fémeas foram inseridas nas
garrafas, em quadruplicata (n=100) e o numero de mosquitos KD (knockdown) foi
observado a cada 5 min na primeira hora de experimento e a cada 15 min na segunda
hora. Apds observar-se que todos os mosquitos estavam KD, estes foram transferidos
para frascos, com auxilio de um aspirador mecéanico, onde receberam solugéo
acucarada por 24 h. Ao fim deste periodo, observou-se a taxa de mortalidade. Com o
experimento, obteve-se o tempo e a dose diagndstica (CDC, 2010). Reporta-se a taxa

de KD em 30 min de experimento e a taxa de mortalidade apés 24 h.
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Atividade de repeléncia espacial em condi¢cfes de semi-campo

Um ensaio de repeléncia espacial escalonado foi conduzido em condi¢des de
semi-campo. O desenho experimental se assemelha ao aparato HITSS utilizado nos
testes de repeléncia espacial (Figura 5). No experimento, duas salas de 10 m3
localizadas no Insetario do Laboratério de Farmacognosia foram conectadas por um
tubo que permite o fluxo de mosquitos durante o experimento (Figura 6). Dentro das
salas, o tubo é englobado por uma gaiola de cada um dos lados, evitando que os
mosquitos voem livremente pela sala. Em uma das salas de teste, foi posicionado um
difusor ultrassénico de 6leos essenciais contendo 300 mL de agua e 150 uL de éleo
de alho. Na outra sala controle foi adicionado um humidificador de ambiente contendo
apenas agua. As salas possuiam suas respectivas portas e ainda eram separadas por
um corredor de 1,3 metros. Grupos de 20 *+ 8 fémeas foram utilizadas para cada uma
das 9 replicatas. A solucao teste foi renovada antes da execucédo da sétima replicata.
Fémeas com 5 dias de vida foram inseridas no tubo central que conecta as duas salas.
Apés aclimatacao de 30 segundos, os mosquitos foram liberados do tubo central para
se movimentarem ao longo do aparato e das salas. Apés 15 min, o numero de
mosquitos vivos e knockdown foram contados ao longo das secdes do aparato (sala
controle, sala tratada e tubo central). Assim como o teste de repeléncia no HITSS, os

valores de SAIl, wSAl e PRESP foram determinados.

SALA 1 SALA 2

D CORREDOR D

Figura 6. Esquema de experimento de repeléncia espacial em condi¢fes de semi-campo. A sala 1,
onde encontra-se um difusor com 6leo de alho, é conectada a sala 2, em que somente é dispersada
agua, através de um tubo (em azul) (DUSI et al., 2022).
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Avaliacdo ecotoxicologica do 6leo de alho ArboS187 — embriotoxicidade de

peixe-zebra (Danio rerio)

Esse estudo foi conduzido no Laboratério de Genética Toxicoldgica (G-Tox) da
Universidade de Brasilia - UnB, onde os peixes adultos sdo mantidos em um sistema
recirculante de agua automatizado, abastecido com agua filtrada por carvao ativado e
aerada para eliminacéo de cloro (ZebTec, Tecniplast, Italia). As caracteristicas fisicas
e quimicas do sistema sdo mantidas em: pH 7,2 - 7,6; dureza 6.7 °dH; temperatura de
26 = 1 °C; condutividade 728 uS. A sala de aquarios dispde de um fotoperiodo de 12
h de luz e 12 h de escuro. Os peixes séo alimentados de duas a trés vezes ao dia com
a racdo comercial (SERAVipan©; Tetramin®©) e nauplios (larvas) de Artemia salina.

Para a obtencdo de embrides, grupos de peixes machos e fémeas, na
proporcao de 2:1, respectivamente, foram colocados em um aquario de reproducdo
(iISpawn-Tecniplast, Italia), no dia anterior ao teste, separados por uma barreira. O
fundo do aquério de desova € equipado com uma rede para evitar a predacao dos
embrides pelos adultos. No dia posterior a preparacdo do aquario de reproducédo a
barreira foi retirada pela manha cinco min antes das luzes da sala de cultivo
acenderem, permitindo, assim, o contato entre os peixes machos e fémeas e,
consequentemente, a desova. Foi respeitado o intervalo de desova entre 30 - 120 min
e posteriormente os peixes adultos foram recolhidos e devolvidos para o sistema de
cultivo. A agua dos aquaérios foi filtrada por uma peneira para a separacdo dos ovos,
os quais foram lavados para remocao de restos de fezes e alimento. Posteriormente
foi feita uma primeira triagem dos ovos viaveis a olho nu, seguida de uma selegao
criteriosa dos ovos fertilizados ao estereomicroscopio (Sterioscopic STEMI 2000 -
Zeiss). Por fim, esses foram distribuidos, um ovo por po¢o, em microplacas de 96
pocos, contendo as diferentes solugdes teste do 6leo de alho ArboS187.

Os ensaios com embrides foram baseados no protocolo para avaliacdo de
toxicidade da OCDE: Fish Embryo Toxicity — FET test — (OECD n° 236, 2013). Ap0s 0
recolhimento dos ovos dos aquarios de acasalamento, os mesmos foram lavados e
distribuidos imediatamente em microplacas com solu¢des de 6leo de alho ArboS187
para garantir o inicio da exposi¢do nos estagios iniciais. Solu¢des de ArboS187 nas
concentracbes de 1; 2; 3,9; 7,7; 15,2; 30; 59,2 e 100 ppm foram utilizadas. A exposicao
foi realizada em microplacas de 96 pocos com 250 pyL de cada concentracdo. Os

testes foram condicionados em uma camara climatica com condi¢des idénticas a sala
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de cultivo. As solucdes de 6leo de alho em DMSO e dos controles negativos foram
preparadas com a agua de cultivo de peixe-zebra. Todos os testes foram feitos em
triplicata com um total de 60 organismos por concentragao. A duracéo dos testes foi
de 96 h.

Na fase de embrido foi avaliada a mortalidade antes e apds a eclosao
(coagulacao dos ovos e morte de embrides). Ademais, foram avaliadas alteracdes em
parametros de desenvolvimento embrionario como: formacéo do otdlito, pigmentacao
do corpo e olhos, formacgéo dos somitos, presenca de batimento cardiaco, separacao
da cauda do saco vitelino, edema, acumulo de hemacias, liquido amniotico, absorcéo
do saco vitelino, formacéo do telencéfalo e eclosdo. Apos a ecloséo foram avaliados:
pigmentacdo do corpo e olhos, batimento cardiaco, edema, acumulo de hemacias,
absorcdo do saco vitelino, inflacdo da bexiga natatdria, malformacfes da cauda,
resposta ao estimulo mecanico (equilibrio, definido como o embrido deitado
lateralmente no fundo do poco da microplaca).

O pacote estatistico Sigma Plot 12.5 foi utilizado para andlises estatisticas. As
concentracOes efetivas (CEso) foram calculadas usando uma fungéo de decaimento
alostérico ndo linear em uma planilha construida sobre o Microsoft Excel. A ANOVA
unidirecional foi utilizada para detectar as diferencas entre 0os grupos para 0s
conjuntos de dados normalmente distribuidos. O teste de Dunnett ou Dunn (para
testes paramétricos ou ndo paramétricos, respectivamente) foi utilizado para detectar
diferencas significativas entre as concentracgdes testadas e o controle (p <0,05).

Nanoemulsdes com CDot

CDots produzidos pelo Laboratério de Inorganica e Materiais (LIMA) do Instituto
de Quimica da UnB foram utilizados. O 6leo de alho ArboS187 foi adsorvido no CDot
em po e em seguida foi diretamente solubilizado em agua, sem necessidade de uso
de DMSO ou qualquer outro solvente. Para o procedimento, 50 mg de CDot com
guantidades variadas de 6leo de alho foram diluidos em 1 L de agua. Foi realizado
experimento larvicida e pupicida com a mistura de CDot para comparacéo da atividade
com o Oleo solubilizado em DMSO. Larvas tratadas com solu¢des de CDot foram
observadas em microscopio 6ptico com luz ultravioleta no Laboratério de Microscopia,

no Centro Nacional de Recursos Genéticos e Biotecnologia da Embrapa.
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As nanoemulsdes foram produzidas utilizando dispersores Ultra Turrax IKA T25
disponibilizados pelo Laboratério de Desenvolvimento de Processos Quimicos do
Instituto de Quimica da UnB. Para o desenvolvimento e otimizacdo das emulsdes,
diferentes parametros foram avaliados. Dentre os parametros estudados estdo as
condicBes experimentais como: temperatura, tempo, tipo e velocidade de agitacao.
Quanto aos materiais de partida, foram estudados a ordem de adicdo dos
componentes, sua proporcdo na formulagdo, escolha de solvente e do sistema

tensoativo.

Escalonamento em bancada e escala piloto

Testes de escalonamento em bancada foram realizados para duas
nanoformulacdes. Ambas reacdes foram escalonadas para volume final de 200 mL,
aproximadamente 15 vezes o volume obtido no desenvolvimento das formulacdes.
Nos testes de escala piloto, 0 mesmo agitador Ultra Turrax IKA T25 da etapa anterior
foi utilizado. Para a formulacdo 87, foi realizado um sistema em triplicata, sendo
incorporado o CDot liquido 1 no sistema tensoativo, enquanto o CDot liquido 2 foi
utilizado em trés diferentes nanoemulsdes (formulacdes 125, 126 e 127) com
pequenas alteracdes na quantidade de solvente presente. Os CDot liquido 1 e 2 sédo
preparacdes liquidas das nanoestruturas de carbono cujas diferencas residem em sua
sintese, protegida por patente e segredo industrial da spin-off Krilltech e do grupo de
pesquisa do LIMA. Apds o escalonamento de bancada, testes de escalonamento no
reator foram realizados utilizando os melhores parametros observados em bancada.
Para tal, foi montado uma planta piloto, e todo o sistema foi montado a partir do reator
de 40 L, como visto na Figura 7. O primeiro teste foi desenvolvido usando 6leo de soja
(apenas para observar alguns parametros reacionais) e o segundo teste foi realizado
com o Oleo de alho. Ambas reacdes foram realizadas com sistema tensoativo com
CDot liquido 2 para obtencdo de 19 litros de formulacdo, 450 vezes o volume
trabalhado inicialmente. A fim de se obter produto para os testes em campo, que seréo
descritos em proxima sessao, foi realizado escalonamento com sistema tensoativo

com CDot liquido 1, com obtencéo total de 150 litros de formulacgéo.
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Figura 7. Planta piloto para escalonamento industrial das nanoformula¢ges desenvolvidas.

Estudo de estabilidade das formulacdes

As emulsdes Oleo em agua produzidas foram caracterizadas utilizando
analisador de tamanho de particulas Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino
Unido), equipado com laser He-Ne 633 nm de 4 mW e um detector de fotodiodo de
avalanche. As avaliacbes de estabilidade foram realizadas no Laboratério de
Tecnologia de Medicamentos, Alimentos e Cosméticos da Faculdade de Ciéncias da
Saude da UnB. Os dados de disperséo foram coletados a 25 °C e processados usando
software incorporado a fim de se obter a faixa de tamanho das gotas dispersas na
emulsdo, bem como sua distribuicdo de tamanho. O preparo de amostra para essas
analises consistiu na diluicdo de 10 yL da emulsdo para 10 mL de agua para
determinacao do diametro hidrodinamico e indice de polidisperséo. Para afericdo do
potencial zeta, 0 mesmo fator de diluicdo foi utilizado para dispersdo em solucdo 1
mM de NaCl.

A estabilidade das formulacdes foi avaliada por meio de monitoramento do
tamanho e distribuicdo de tamanho das particulas em fungcé&o do tempo. As analises
foram realizadas 24 h apos sua producéo e apos 1, 2, 4 e 12 semanas estocadas a
temperatura ambiente, sob resfriamento em geladeira e sob aquecimento em estufa
a 55 °C. Amostras estocadas por 4 semanas ao ar livre sob incidéncia solar intensa
também foram estudadas.

Para avaliacdo cromatografica, foi realizado estudo para padronizacao do

método de analise. Para isso, foram avaliados pardmetros para dissolucdo das
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amostras como solvente, volume de diluicdo, tipo de filtro, coluna cromatogréfica,
selecéo de comprimento de onda de analise e gradiente de eluicéo.

Outro parametro de observacdo da estabilidade das formulagbes consistiu na
avaliacdo da atividade larvicida e pupicida das mesmas ap0s estocagem. A avaliagdo
da atividade bioldgica seguiu os critérios estabelecidos pela OMS ja descritos
anteriormente. As formulacfes foram solubilizadas em agua em baldo volumétrico,
sendo preparadas diluicbes seriadas que foram transferidas para os recipientes para
testagem. FormulagBes recém preparadas e estocadas a temperatura ambiente foram

submetidas a ensaios para determinacéo da CLso.
Avaliacdes toxicologicas da nanoformulacédo de 6leo de alho

Ensaios toxicologicos da nanoformulacao de 6leo de alho desenvolvida neste
trabalho e aplicada nos ensaios de campo foram realizados pela empresa Ecolyzer,
pertencente a Rede Brasileira de Laboratérios Analiticos em Saude (Reblas). O
produto foi submetido a determinacao de toxicidade aguda oral e toxicidade aguda
dermal em ratos albinos (Rattus novergicus) segundo protocolos OECD 420:2002 e
402:2017. Os ratos recebem, por via oral ou dermal em dose Unica, uma das seguintes
doses: 5, 50, 300 e 2.000 mg/kg de peso vivo. Sao observados diariamente quanto a
letalidade, alteracdes comportamentais, sinais clinicos e achados anatomopatolégicos
macroscopicos ao final do experimento.

O teste de curta duracdo para danos oculares foi realizado in vitro, utilizando
células Statens Serum Institut Rabbit Cornea (SIRC) segundo protocolo OECD 491.
As células séo cultivadas em microplacas de 96 pocos e expostas ao produto por
cinco min. A citotoxicidade é entdo avaliada utilizando o ensaio de MTT. Para o teste
o produto foi diluido na propor¢éo de 0,5 mL/L em agua e aplicado nas concentracdes
de 5% e 0,05% em solucdo a 0,9% de NaCl. Os testes foram realizados em triplicata
em trés repeticdes independentes.

No ensaio de sensitizagdo dérmica foram utilizados camundongos (Mus
musculus da linhagem CBA/J segundo protocolo OECD 442B. O protocolo consiste
na aplicacéo topica do produto da seguinte forma: dia 1 a 3 - aplicagao de 25 yL de
produto no dorso de cada orelha; dia 4 - sem aplicacao; dia 5 — aplicacdo de 0,5 mL
da solugdo de BrdU por via intraperitoneal; dia 6 — pesagem, avaliagdo clinica,
eutanasia e retirada dos linfonodos auriculares. Os linfonodos séo processados para
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obtencdo de uma suspenséo celular que é avaliada em placas de 96 pocos em leitor
de ELISA com comprimento de onda de emisséao de 370 nm e 492 nm de referéncia.
O BrdU é um anélogo da timidina incorporado ao DNA das células em proliferagéo.
Para a leitura, é utilizado um anticorpo especifico para BrdU marcado com peroxidase.

Os testes de irritacdo e corrosdo dérmica foram realizado in vitro segundo
protocolo OECD 439 e 431, respectivamente, utilizando um tecido artificial de
epiderme humano reconstruida (Reconstructed Human Epidermis - RHE). Para
irritacdo dérmica os tecidos foram expostos topicamente ao produto diluido na
proporcao de 0,5 mL/L, enxaguados 25 vezes com 1 mL de PBS estéril e incubados

por 42 h para posterior avaliacdo de viabilidade celular.
Ensaio preliminar em campo

Um ensaio preliminar de campo com a nanoformulacéo escalonada de 6leo de
alho com CDot foi realizado no Instituto Central de Ciéncias da Universidade de
Brasilia. No estudo, o monitoramento da presenca dos vetores foi realizado antes e
apos o inicio de aplicacdo do produto desenvolvido nesta tese. O prédio foi dividido
em trés secdes (Ala Norte, Ala Central e Ala Sul) que também foram comparadas ao
longo de todo experimento. A pesquisa teve autorizacao pelos setores responsaveis
pelo edificio, que foram orientados a proceder com o controle vetorial convencional
em todo o prédio. Ainda, foi solicitado registro e disponibilizacdo dos dados de todas
as acdes com uso de pesticida no prédio durante o periodo da pesquisa. A Ala Norte
foi selecionada para receber, adicionalmente, o produto desenvolvido nesta tese.

O monitoramento vetorial foi realizado utilizando tecnologia da empresa Ecovec
utilizando armadilha MosquiTrap® para captura de mosquitos adultos. As armadilhas
sdo compostas por um recipiente preto onde é adicionada agua e um funil plastico
preto que direciona o v6o dos mosquitos em direcdo a uma cartela adesiva. Foi
inserida na armadilha um tubo plastico com um atrativo para mosquitos fémea que
séo atraidas para oviposicdo. Ao todo, 147 armadilhas foram instaladas ao longo do
ICC, divididas ao longo dos 3 andares do prédio. Uma vez por semana as armadilhas
foram vistoriadas quanto a presenca dos mosquitos. O sistema permite identificar
mosquitos da espécie Ae. aegypti, Ae. albopictus e Culex sp., diferenciados entre
fémeas e machos. O numero de mosquitos capturados servem de base para o calculo
dos indicadores IMFA e IPM. O IMFA, indice Médio de Fémeas Adultas de Aedes
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aegypti, é arazao entre o numero de fémeas capturadas e a quantidade de armadilhas
vistoriadas na regido.

O IPM, indice de Positividade da MosquiTRAP, é a representacdo do
percentual de armadilhas positivas na semana. E calculado pela divisdo do nimero
de armadilhas positivas pelo nimero total de armadilhas vistoriadas na semana. Por
armadilha positiva entende-se aquela que capturou uma ou mais fémeas de Aedes
aegypti.

O tratamento dos reservatorios identificados no prédio foi realizado através da
diluicho do produto em &gua seguido de pulverizacdo costal. Uma equipe de
profissionais contratada pela prefeitura do campus Darcy Ribeiro foi orientada e
acompanhada durante a aplicacao do produto. O tratamento foi realizado uma vez por
semana, por 5 semanas consecutivas. O tratamento foi iniciado ap6s monitoramento
das armadilhas por 5 semanas sem intervencédo. A equipe responsavel pela vistoria
das armadilhas nédo foi informada sobre a area do prédio que seria tratada, para evitar
bias na avaliagdo dos resultados. Ainda, a equipe de aplicacdo do inseticida néo
participou das vistorias das armadilhas.

Para determinacdo da concentracdo do produto a ser aplicada através da
bomba de pulverizacéo costal, 10 baldes contendo 4 litros de agua, 75 larvas e 10
pupas da linhagem Rockefeller foram montados na parte externa do insetario. O
produto escalonado foi diluido em série e pulverizado nos baldes. Foi observado que
2 segundos de acionamento da vélvula de dispersdo dos liquidos com um bico
especifico ejetam aproximadamente 80 mL de solucdo. Desta forma, as solucdes
foram preparadas para concentragdo final tedrica de 10.000 ppm; 5.000 ppm; 2.500

ppm; 1.250 ppm e 625 ppm de produto para teste em dois baldes por concentracéo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Alguns resultados deste trabalho foram publicados em artigo cientifico e séo
referenciados no texto (Dusi et al., 2022): Renata Garcia Dusi, Lais da Silva Morais,
Natélia Mendes Gomes Magalhaes, Lorena Carneiro Albernaz, Chris J. Hamilton, Laila
Salmen Espindola, Potential of garlic oil as a biopesticide against all Aedes aegypti life
stages, Industrial Crops and Products, 181, 2022, 114780.

Perfil quimico do 6leo de alho ArboS187

O dleo de alho sintético ArboS187 foi caracterizado por GC-MS e por HPLC-
UV. A analise por GC-MS resultou na anotacao de 8 picos, todos com ao menos um
atomo de enxofre na estrutura (Figura 8). Os compostos majoritarios sao sulfeto de
dialila (DAS, 4,62%), dissulfeto de dialila (DAS2, 26,67%), trissulfeto de dialila (DAS3
63,06%) e tetrassulfeto de dialila (DAS4, 4,34%) (Tabela 2). Juntos, esses
polissulfetos de dialila (DAPS) somam mais de 97% da area de pico identificada por
GC-MS.

Tabela 2. Composicao do éleo de alho ArboS187 por GC-MS.

IR*  Composto Massa  Areade

molar pico(%)

840 1,2-dithiolane 106 0,63
896 sulfeto de dialila (DAS) 114 4,62
1078 dissulfeto de dialila (DAS2) 146 26,67
1212 2-vinyl-4H-1,3-dithiin 144 0,30
1300 trissulfeto de dialila (DAS3) 178 63,06
1537 tetrassulfeto de dialila (DAS4) 210 4,23
1808 4,5,9-trithia-1,11-dodeca-diene 220 0,32
- 6-methyl-4,5,8,9,10-penta-thio-trideca-1 284 0,16
Total identificado 100,0

2|R = Indice de retencédo determinado a partir de uma série homoéloga de n-alcanos em coluna
DB-5 MS.
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Figura 8. Estrutura quimica dos polissulfeltos mais abundantes no éleo de alho.

A Tabela 3 compara a composicao relativa dos polisulfetos do 6leo de alho
ArboS187 pelos dois métodos cromatograficos. DAS3 também foi o composto mais
abundante correspondendo por HPLC-UV, correspondendo a 53,9% da composicao
total, mas, ao contrario do GC-MS, DAS4 foi proporcionalmente mais abundante que
DAS2 por HPLC-UV. A deteccéo da proporcao dos polissulfetos varia de acordo com
a técnica empregada, por conta da diferenca entre os detectores. O coeficiente de
extincdo molar dos polissulfetos varia na luz UV, fazendo com que ndo haja uma
relacéo direta entre area de pico e concentracao dos diferentes compostos (LAWSON,;
WANG; HUGHES, 1991).

Tabela 3. Composicdo percentual relativa dos polissulfetos de dialila do 6leo de alho ArboS187
determinada por GC-MS e HPLC-UV.

Método DAS DAS2 DAS3 DAS4 DASS5 DAS6 DAPS*

GC-MS 4,6 26,7 63,1 4,2 ND ND 98,6

HPLC-UV 1,7 16,6 53,9 19,6 4,2 1,9 97,9

*DAPS: polissulfetos de dialila. ND: N&o Detectado.
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Modificacdo quimica do 6leo de alho ArboS187

A estratégia de modificacdo do Oleo de alho utilizada nesse trabalho foi
baseada na sintese completa do 6leo de alho ja publicada anteriormente (WANG et
al., 2013). A simplicidade da reagdo e seus reagentes faz com que a sintese completa
da mistura dos componentes ativos do 6leo de alho seja compativel com a escala
industrial. Desta forma, em caso de falta de bulbos de alho no mercado, o dleo
sintético pode facilmente ser produzido para substituir o 6leo de alho natural.

A modificacéo do 6leo de alho ArboS187 (original), alterou a coloracgéo do 6leo,
de amarelo palido para alaranjado (Figura 9). Ao final da reacdo, 3,6 g do 6leo
modificado (Arbo2A170A) foram recuperados. Em analise por GC-MS e HPLC-UV foi
possivel observar que a reacdo aumentou a propor¢ao de polissulfetos de cadeia mais
longa (Tabela 4 e Figura 10), principalmente DAS4 e DAS5, e reducdo de DAS3. A
propor¢cdo de DAS2 no 6leo se manteve praticamente inalterada. Os dois 6leos
(original e modificado) foram testados a 4 ppm em larvas em placas de 12 po¢os com
10 larvas L3 em triplicata (Figura 11). A mortalidade causada pelo 6leo original foi
estatisticamente maior (p valor de 0,009) segundo teste ANOVA seguido de pés teste
Tukey. Por outro lado, nenhuma etapa de purificacéo foi realizada no 6leo modificado
Arbo2A170A, e é possivel que subprodutos da reacdo sem atividade larvicida possam
ter sido formados e diminuem a concentracdo dos polissulfetos ativos no 6leo. E
possivel também que alguma quantidade de enxofre elementar ndo tenha reagido e
tenha se mantido solubilizado no 6leo. Por ter maior proporcao dos polissulfetos de
cadeia mais longa, o 6leo Arbo2A170A foi utilizado para isolamento dos polissulfetos

para as etapas seguintes do trabalho.



Arbo2A170A ArboS187
Modificado Original
Figura 9. Alteragdo da coloracéo do 6leo de alho ArboS187 durante e ao final da reacéo.
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Figura 10. Cromatograma HPLC-UV a 210 nm do 6leo de alho original e modificado mostrando a
alteracéo do perfil cromatografico, com volume de inje¢do e concentracdo constantes.
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Tabela 4. Proporcao dos diferentes polissulfetos DAS2, DAS3 e DAS4 em analise por GC-MS (%) e
HPLC-UV (proporcao de area sob a curva).

Proporcao GC-MS Proporcao HPLC-UV
DAS2 DAS3 DAS4 DAS2 DAS3 DAS4
Original 27% 63% 5% 1,1 3,8 1
Modificado 30% 31% 34% 1 1,8 1,8
1004 — —
L
- [0 ArboS187 4 ppm
g 1
< 1 [1 Arbo2A170A 4 ppm
E: []C Neg
I 50
]
t
o
=
A= - A
24h 48h 72h

Figura 11. Atividade larvicida do 6leo de alho ArboS187 (original) e Arbo2A170A (modificado). No
grafico estao representados a média de mortalidade e erro padrdo da média para cada tratamento nos
diferentes tempos. C Neg: DMSO < 2%; n = 3.

Isolamento dos compostos do 6leo de alho modificado (Arbo2A170A)

Para obter quantidades suficientes de compostos puros de alho para teste, 0
6leo de alho modificado (Arbo2A170A) foi purificado em HPLC preparativo. Ao final
foram isolados 5,2 mg de DAS2; 82,9 mg de DAS3; 94,0 mg de DAS4 e 62,7 mg de
DASS5, cujas estruturas foram individualmente confirmadas pela comparagcdo dos
espectros de 'H NMR com dados da literatura (WANG et al.,, 2013). Apés a
confirmacéo da estrutura por *H NMR, os compostos foram injetados individualmente

em HPLC para observacéao dos diferentes tempos de retencgéo (Figura 12 e 13).
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Figura 12. Cromatogramas de HPLC-UV a 210 nm do 6leo de alho e respectivos polissulfetos isolados.
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Figura 13. A:Espectros de 'H NMR do ¢6leo de alho e polissulfetos em CDCls. A: De cima pra baixo:
6leo de alho, dissulfeto de dialila (DAS2); trissulfeto de dialila (DAS3); tetrassulfeto de dialila (DAS4);
pentasulfeto de dialila (DAS5). B: Espectros de 'H NMR de 6leo de alho e polissulfetos na regido de
3,30 a 3,70 ppm.

Para os espectros de 'H NMR, foram observados os sinais correspondentes
aos hidrogénios do CH2 mais proximos ao enxofre, jA& que sdo os que mais se
diferenciam nos espectros dos polissulfetos. Esses hidrogénios tem deslocamento
quimico na regido de 3,3 a 3,7 ppm para 0os compostos analisados, a depender do
namero de atomos de enxofre no composto (WANG et al., 2013). Na Figura 14, os

espectros estdo sobrepostos na regido de interesse.
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Figura 14. Espectros sobrepostos de NMR 'H (em CDClz) dos compostos de alho isolados com
enfoque na regido de 3,30 ppm a 3,70 ppm. O sinal em vermelho, com deslocamento de 3,33 ppm é
do DAS2; enquanto o verde de deslocamento 3,50 ppm é referente ao DAS3. DAS4 e DASS5 possuem
deslocamentos mais préximos, a 3,58 ppm e 3,61 ppm (linhas azul e roxo), respectivamente

Foi feita analise de NMR H dos padrdes de DAS2 e DAS3 (Sigma Aldrich) para
confirmacéo da estrutura. Na Figura 15 € possivel observar que ha sobreposicéo total

dos espectros dos padrbes com 0s respectivos compostos isolados.
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Figura 15. Espectros sobrepostos de NMR *H (em CDClz) dos compostos de alho isolados com seus
respectivos padrdes comerciais.
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Um estudo realizado por Kimbaris et al. também produziu éleos semi-sintéticos
de alho, porém, através da mistura de 6leo de alho com DAS2 e sulfeto de dialila
(DAS) (KIMBARIS et al., 2009). Aparentemente, apos a adicdo dos compostos no 6leo
nao foi realizado aquecimento, o que configura mais um enriquecimento do 6leo do
gue propriamente uma semissintese. Dessa forma, o 6leo que continha inicialmente
tracos de DAS, passou a ter 55% desse composto ap0s 0 enriquecimento na
propor¢éo de 1:1 (6leo de alho : DAS). Da mesma maneira, o 6leo suplementado com
DAS2 aumentou em mais de 30% a participagdo desse composto na composicao do
0leo. Em seguida, os 6leos foram testados em larvas de Culex pipiens, revelando que
o0 6leo suplementado com DAS2 foi o mais ativo de todos. Nesse estudo a composicao
inicial do 6leo de alho era majoritariamente de compostos sulfurados com cadeias

metil, e ndo alil que se mostram as mais ativas.

Efeito de solventes nos estabilidade de polissulfetos

Apobs isolamento, os polissulfetos (DAS2-DASS5) foram diluidos em DMSO para
testes bioldgicos e seguiram para analise por HPLC-UV. A analise das solucdes
recém-preparadas mostrou que amostras de DAS4 e DASS isolados ndo exibiam mais
um pico Unico apés 2 h da solubilizagdo em DMSO (Figura 16). Por isso, estudos
adicionais foram realizados para compreender o papel de solventes na estabilidade
dos polissulfetos.

O DAS4 se mostrou instavel na diluicio com DMSO e por sua maior
disponibilidade foi selecionado para estudos mais aprofundados. Foram realizadas
analises com 6leo de alho ArboS187 paralelamente, para aferir se os efeitos tambéem
poderiam ocorrer no 6leo. A fim de compreender se o efeito seria resultado puramente
da interagdo com DMSO, amostras foram também diluidas em DMSO d6. Para
controlar o tempo de diluicdo das amostras em DMSO, foram preparadas solucdes
em metanol e 2 min antes da injecdo da amostra, a solucéo foi diluida em DMSO.
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Figura 16. Cromatogramas de HPLC-UV a 210 nm do 6leo de alho e dos polissulfetos 2 h ap6s diluicao
em DMSO a temperature ambiente.

DAS4 diluido em metanol sofreu relativamente poucas alteragcbes em sua
composicao nas primeiras 24 h. Enquanto DAS4 correspondia a 99,31% da area de
pico detectada na amostra no tempo 0, passou a representar 91,5% da area do pico
da amostra apos 24 h (Figura 17). Apés 4 dias (96 h) da preparacdo DAS4 passou a
corresponder a 81,1% da amostra, que passou a contar com 8,0% de DAS3 e 9,3%
de DAS5. As mudancgas na composi¢do da amostra foram muito mais rapidas na
presenca de DMSO. Apds 1 h de contato com DMSO, o pico majoritario da amostra
passou a ser DAS3 (46,1%) ao invés de DAS4 (38,1%). ApoOs a primeira hora de
reacdo, a mistura parece ter chegado a um estado de equilibrio, com
aproximadamente 2% de DAS2, 45% de DASS, 37% de DAS4, 12% de DAS5 e 3%
de DAS6. A amostra se comportou de maneira equivalente quando em contato com
DMSO e DMSO-d6. O DMSO-d6 é utilizado para analises de NRM e tem grau de
pureza maior do que o DMSO convencional. Uma vez que resultados semelhantes
foram obtidos para os dois solventes, é provavel que o DMSO, e ndo uma impureza,
seja responsavel por afetar a estabilidade de DASA4.
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Figura 17. Percentual de polissulfetos nas amostras de DAS4 e ArboS187 apds diluicdo em metanol,
DMSO e DMSO-d6.

Diferente do observado para DAS4, a solubilizacdo do 6leo de alho ArboS187
em DMSO n&o acarretou em modificacdes na sua composicdo. E possivel observar
na Figura 17 que a mesma proporcao de polissulfetos observada para ArboS187 no
tempo 0 em metanol se manteve apés 24 h da solubilizagdo em todas as amostras. E
provavel que as reacdes de rearranjo que ocorreram na amostra de DAS4 isolado
também ocorram nos polissulfetos presentes no 6leo de alho. Por outro lado, os
polissulfetos no 6leo devem ter atingido um equilibrio que é mantido mesmo com a
ocorréncia de rearranjos.

Uma amostra de DAS4 foi solubilizada em solu¢des com 1%, 10% 25% e 50%
de DMSO para avaliar se a concentracdo de DMSO afetaria a estabilidade do
polissulfeto. Somente a amostra diluida em 50% de DMSO sofreu uma queda
significativa na porcentagem de DAS4 nas primeiras 24 h (Figura 18). Mesmo no
tempo 0, com 2 min de reacdo antes da injecdo no HPLC, a amostra em 50% de
DMSO é a Unica com uma peguena queda na porcentagem de DAS4. Ressaltando,
todas as amostras sédo advindas de uma mesma solugéo estoque. Portanto, € possivel

que a estabilidade de DAS4 em presenca de DMSO seja afetada quando a
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concentracdo de DMSO ¢é igual ou superior a 50%. A 25% de DMSO foi observada
uma diminuicdo progressiva de DAS4 até o dia 7, em que os niveis de DAS4 ficaram
similares aos da amostra em 50% de DMSO. A 10% e 1% de DMSO, ndo houve
reagao significativa do DAS4 em todos os tempos observados. Conclui-se, portanto,
que a concentracdo de DMSO afeta a estabilidade de DAS4. Mesmo a 1%, a
concentracdo de DMSO é muito superior a concentragao inicial de DAS4 (0,5 pL/mL).
Portanto, o DMSO né&o parece atuar simplesmente como solvente, mas sim como um

solvente reator.
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Figura 18. Percentual de DAS4 apés diluicao em 1%, 10%, 25% e 50% de DMSO e em metanol a
temperatura ambiente.

Por ser um solvente aprotico, o DMSO poderia conferir uma reatividade
diferente do que o metanol. Para testar se a caracteristica aprotica poderia estar
relacionada com a reatividade, DAS4 foi solubilizado em 50% do solvente aprético
dimetilformamida (DMF) de dois diferentes fabricantes (Sigma Aldrich e JT Baker).
Seguindo o0 mesmo método descrito para DMSO, DAS4 foi inicialmente diluido em
metanol e subsequentemente diluido em um mesmo volume de DMF para que ao final
a concentracdo de DMF permanecesse 50%.

Inicialmente houve reducao brusca de DAS4 em DMSO na primeira hora, o que
nao ocorreu com DAS4 solubilizado em DMF ou metanol (Figura 19). Apenas apos 24
h da solubilizagdo os niveis de DAS4 se igualaram nas amostras diluidas em DMSO
e DMF, enquanto permaneceram praticamente intocados na amostra diluida em

metanol. Apés as primeiras 24 h, os niveis de DAS4 pouco variaram nas amostras.



72

Ao final de 7 dias de experimento em metanol, 90% da amostra ainda correspondia a
DAS4. As amostras em DMF tinham em torno de 25% DAS2, 38% DAS3 e 26% DASA4,
apo6s 7 dias. No mesmo tempo a amostra em DMSO era composta por 2% DAS2, 52%
DAS3 e 34% DASA4. A diferente composicao final observada, especialmente em
relacdo a DAS2 e DAS3 pode sugerir que o0 mecanismo que afeta a estabilidade de
DAS4 em presenca de DMSO e DMF pode ser diferente.

100

Il DMSO 50%
Il DMF 50% S
75
DMF 50% JT
MeOH
5

24h 48h 72h 96h

Figura 19. Percentual de DAS4 ap06s diluicdo em metanol, DMSO 50%, DMF 50% (Sigma-Aldrich) e
DMF (JT Baker).
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o
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O DMSO € um solvente organico polar aprético com caracteristicas anfipaticas
que fazem com seja capaz de solubilizar uma variedade grande de compostos. E
considerado inerte e atoxico, se tornando o solvente de escolha para dissolucdo de
amostras para ensaios biologicos. Apesar de ja ter sido considerado altamente téxico
no passado, atualmente € considerado um solvente de baixo risco, na mesma classe
de solventes como etanol. Por outro lado, estudos recentes revelam que o DMSO
mesmo em baixas concentracdes (0,1%) € capaz de alterar a expressédo génica em
células e causar toxicidade in vivo (BALDELLI et al., 2021; GALVAO et al., 2014;
VERHEIJEN et al., 2019). DMSO possui efeito toxico variado em diferentes
microorganismos e linhagens celulares, compreendendo respostas em uma gama de
concentracbes avaliadas (ILIEVA et al.,, 2021). Em um estudo ecotoxicoldgico, o
DMSO demonstrou ser toleravel na regeneracdo da antena de um crustaceo marinho,
se mostrando pouco toxico (DIEHL et al., 2021). Nos nossos estudos o DMSO

utilizado no controle negativo ndo causou mortalidade em larvas, pupas e ovos, sendo



73

seu efeito toxico desconsiderado. De qualquer forma, o DMSO somente é utilizado
nas etapas de ensaios iniciais e deixa de ser usado no desenvolvimento tecnolégico
de formulagdes.

Os resultados aqui apresentados sugerem que além do efeito biol6gico (como
controle negativo), a interacdo do DMSO com o0s compostos em teste deve ser
observada. Diversos estudos utilizando DMSO para solubilizacéo de polissulfetos séo
encontrados na literatura e varios outros estudos nédo relatam o solvente utilizado nos
experimentos (CHANG; WU; HSU, 2015; MALLA et al., 2021; PARI et al., 2007;
SAIDU et al., 2013). E possivel que em varios dos relatos o efeito bioldgico observado
nao seja resultado do polissulfeto analisado. Por outro lado, como mostrado neste
trabalho, a instabilidade gera o rearranjo em outros alil polissulfetos com semelhantes
caracteristicas e atividade biologica. Portanto, € possivel que a instabilidade néo

represente impacto relevante nos resultados dos estudos.
Atividade larvicida e pupicida do 6leo de alho ArboS187

A atividade larvicida é normalmente a primeira avaliacao da atividade inseticida
dos compostos. Isso se deve a facilidade de execucdo e leitura dos testes, a existéncia
de um protocolo ja estabelecido pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para
testagem de larvicidas e também a maior suscetibilidade na fase larval. Neste estudo,
0 Oleo de alho ArboS187 teve CLsode 1,58 ppm; 1,06 ppm e 0,92 ppm apos 24, 48 e
72 h de exposicao, respectivamente, em teste segundo protocolo estabelecido pela
OMS (DUSI et al.,, 2022). A CLso estimada nesse estudo € inferior aos valores
encontrados na literatura. Em estudo com larvas L3 de Ae. aegypti as CLso foram
estimadas em 16,9 ppm em 24 h e 7,6 ppm apés 48 e 72 h (SARMA et al., 2019). O
6leo usado no estudo por Sarma et al. continha 8,5% de DAS2 e 7,8% de DAS3,
percentuais bem inferiores as do 6leo usado neste trabalho (estimado por GC-MS em
27% e 64%, respectivamente). Um oleo de alho adquirido da empresa New Directions
Aromatics demonstrou CLso de 7,95 ppm apos 24 h (MUTURI et al., 2019). No mesmo
trabalho foram feitas formula¢cées com complexos de incluséo de amilose que foram
mais ativos que o 6leo nao formulado. Em um estudo com 10 larvas L4 de Ae. aegypti
a ClLso foi de 0,42 ppm apos 24 h (MEDONA; NIRMALA, 2016). A atividade larvicida

de 6leo de alho em Culex sp. reportada na literatura esta na mesma faixa da detectada
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para Ae. aegypti, com CLso variando de 2,7 ppm a 8,0 ppm (AMONKAR; BANERJI,
1971; KIMBARIS et al., 2009; MUTURI et al., 2018).

Um estudo detectou a atividade larvicida de um inibidor de protease isolado do
alho, que teve CLso de 50,8 ppm apds 48 h de exposicdo (SHAMSI et al., 2018).
Apesar desse resultado, a maior parte dos estudos sobre a atividade larvicida utilizam
o 6leo de alho. A andlise quimica que poderia ajudar a explicar a variagdo das CLso
estimadas nem sempre é reportada nos estudos. Verificou-se que h& variacdo dos
recipientes, numeros de larvas e volumes utilizados, que também explicam a diferenca
da atividade. Outro fator com importante impacto na reprodutibilidade dos resultados
€ 0 uso das concentracbes em ppm relacionadas a volume/volume (pL/mL) ou
peso/volume (ug/mL). Uma vez que a densidade do 6leo de alho é diferente de 1, as
duas medidas de concentrag&o ndo séo intercambiéveis. Neste estudo utilizou-se ppm
em peso/volume, mas ndo esta claro em todos os outros estudos como foram
preparadas as solucoes.

A atividade pupicida do 6leo de alho ArboS187 foi determinada com CLso de
20,3 ppm (Cles 18,03 — 22,44 ppm) se mostrou interessante, apesar de
substancialmente superior a atividade larvicida (DUSI et al., 2022). Até o momento,
este € o primeiro trabalho na literatura a relatar a atividade pupicida do 6leo de alho
em Ae. aegypti (DUSI et al., 2022). As pupas sao mais resistentes que as larvas e por
nao se alimentarem, ndo ha absorcéo por via oral dos compostos presentes na agua.
A atividade pupicida do 6leo de alho sugere que, provavelmente ha penetracdo dos
compostos por outras vias. As larvas se alimentam principalmente por filtracdo, e por
isso estdo constantemente absorvendo 0s compostos presentes na agua, o que faz
com que sejam expostas a maior quantidade de 6leo. Provavelmente é por esse
motivo que a CLso estimada para larvas € aproximadamente 20 vezes menor do que
a estimada para pupas em copos de 200 mL.

Um estudo com dissulfeto de dialila (DAS2) sintetizado com 3°S, um is6topo
radioativo de enxofre, demonstrou que as larvas de Culex pipiens absorvem DAS2
pelos menos trés vezes mais rapido que as pupas (RAMAKRISHNAN; CHINTALWAR,;
BANERJI, 1989). Aproximadamente 95% das larvas morreram em 4 h quando
tratadas com 50 ppm de DAS2, enquanto 3% das pupas morreram. Os autores
sugerem que a diferenca de atividade observada possa ocorrer devido a taxa
acelerada de absorcdo das larvas em relacdo as pupas. Dessa forma, o sistema

detoxificante das pupas teria mais tempo para lidar com concentragdes inferiores de
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DAS2 ao longo do tempo, e portanto, seria mais efetivo. Os autores mostraram ainda
que 60% de DAS2 ¢ perdido para o ambiente nas primeiras 4 h, fazendo com que as
pupas estivessem expostas a menor concentracdo de compostos do 6leo. Por outro
lado, nos tempos letais para 50% de larvas e pupas, 5 e 16 h respectivamente, a
quantidade de DAS2 absorvido € praticamente igual. Dessa forma, é possivel que o
mecanismo de resisténcia das pupas em relacdo as larvas seja fisico e néo
bioguimico.

Ha menos relatos na literatura de amostras com atividade pupicida do que
larvicida em Ae. aegypti. Inclusive, ainda ndo ha disponivel no mercado um produto
capaz de matar o inseto nesse estagio. Atualmente, uma vez passado o periodo larval,
SO resta o controle vetorial do mosquito adulto. Um filme formado por uma
monocamada de silicone se mostrou pupicida, matando aproximadamente 100% das
pupas a 1 mL/m? (NGRENNGARMLERT et al., 2016). Provavelmente esse filme
produz uma barreira fisica impedindo a respiracao das pupas na superficie. Por ser
formado por silicone, derivado de petréleo, seu uso em larga escala é inviavel devido
ao seu impacto ambiental.

Uma formulacao feita com a bactéria Pseudomonas fluorescens Migula (cepa
VCRC B426) demonstrou atividade pupicida em Ae aegypti com CLsode 19,2 ppm em
relacdo a proteina ativa (CLso de 757 ppm da formulacdo) (PRABAKARAN et al.,
2003). Os pesquisadores revelaram, em pesquisa posterior, que 0 composto
responsavel pela atividade pupicida foi um ramnolipidio, um biosurfactante composto
por carboidratos e cadeias alifaticas acidas (PRABAKARAN et al., 2015). O provavel
mecanismo de acdo desses compostos é fisico, através da alteracdo da tensao
superficial da agua afetando a capacidade respiratéria das pupas (NAYAR; ALI, 2003).

A guinona alizarina foi reportada como um potente pupicida com CLso de 2,04
ppm (GANDHI et al., 2016). Esse resultado € contrastante com a completa auséncia
de atividade de alizarina em pupas verificado em estudo do nosso laboratorio (SILVA
et al., 2020a). A gquinona alizarina nao foi considerada ativa a 25 ppm em larvas ou
pupas. A alizarina utilizada no nosso estudo foi adquirida comercialmente da Sigma
Aldrich, enquanto a alizarina do estudo de Gandhi et al. foi isolada da planta Rubia
cordifolia. A presenca de algum contaminante minoritario na alizarina isolada pode ter
sido responsavel pela atividade observada, uma vez que os resultados sdo tdo

divergentes.
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As substancias cardol e acido anarcadico isolados do liquido da casca da
castanha de caju tiveram CLsode 90,8 ppm e 109,7 ppm em pupas de Ae. aegypti (DE
CARVALHO et al., 2019). O extrato etandlico da casca da laranja Citrus sinensis teve
CLso pupicida de 497,4 ppm (MURUGAN et al., 2012).

O dleo essencial de Anethum graveolens demonstrou atividade pupicida com
ClLso de 2,9%, em torno de 29.000 ppm considerando que a porcentagem se
relacionaria a v/iv (CHANTAWEE; SOONWERA, 2018). O extrato etandlico de Accacia
penata, demonstrou ClLso de 245 ppm e sua fracdo ClLso préxima a 50 ppm
(THONGWAT; GANRANOO; CHOKCHAISIRI, 2017). Os autores ndo conseguiram
determinar o composto responsavel pela atividade pupicida.

O pesticida piriproxifeno (PPF), um anélogo de horménio juvendide, é capaz de
matar pupas quando o animal ainda é tratado no periodo larval. N&o foi encontrado
na literatura experimento com PPF em que o pesticida fosse testado diretamente
sobre as pupas. Portanto, foi realizado experimento em que 25 pupas foram
adicionadas em copos com 200 mL de agua e PPF entre 0,0001 ppb e 200 ppm, em
quadruplicata. Nenhuma pupa morreu em nenhuma das concentracdes testadas
(Figura 20).

Figura 20. Teste de pupas testadas com piriproxifeno de 0,0001 ppb a 200 ppm, ap6s ecloséo de todos
0S mosquitos.

Em larvas, a CLso de PPF est4 na ordem de ppb, em que exerce sua atividade
tardia em pupas (HUSTEDT et al., 2020). Nesse experimento, mesmo em
concentracdo muito superior a que € utilizada para larvas, nenhuma das pupas morreu
ou sofreu alteracdo morfoldgica visivel. Portanto, diferente do 6leo de alho ArboS187,
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o PPF ndo é um composto pupicida quando aplicado no estagio de pupa.
Possivelmente o receptor juvendide no qual PPF atua nas larvas ja ndo esta mais
presente nas pupas.

Durante os experimentos pupicidas com o Oleo de alho ArboS187, foi
observado que nas concentracdes meédias, que ndo causaram 100% de mortalidade,
houve aparecimento de varias malformacdes (DUSI et al., 2022). As alteracdes
observadas parecem estar principalmente relacionadas ao desenvolvimento das
patas e asas (Figura 21). Em alguns casos, 0 mosquito estava completamente
formado, mas um dos tarsos nao tinha sido completamente liberado da exuvia. Esse
tipo de alteracédo causava a morte do mosquito, apds algumas horas, por exaustéo, ja
gue nao conseguia voar ainda preso ao exoesqueleto da pupa. Outros mosquitos
formados ficavam em repouso com as asas abertas, o que ndo é normal. E possivel
gue as asas desses mosquitos ndo tenham sido completamente formadas, e que
essas alteracdes poderiam afetar seu fitness. As pupas mortas antes de tentarem
completar a metamorfose em adultos normalmente ficaram escurecidas (Figura 22).
O escurecimento das formas imaturas do mosquito se deve a necrose dos tecidos

apos todas as tentativas de detoxificacao.

4 / di

Figijdré 21. Fotos das alteracBes observadas nas pupas tratadas com concentracdes intermediarias
de 6leo de alho ArboS187 (DUSI et al., 2022).
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L
Figura 22.Foto da comparac¢éo entre uma pupa sadia do controle (esquerda) e de uma pupa morta
apos tratamento com 6leo de alho ArboS187 (DUSI et al., 2022).

Efeito dos recipientes na determinacéo da atividade larvicida e pupicida do 6leo
de alho ArboS187

Diante da magnitude do projeto ArboControl, o grupo de pesquisa do
Laboratorio de Farmacognosia estabeleceu um teste inicial de triagem por meio do
uso de 10 larvas por poco com 3 mL de &gua em placas de 12 pocos, em
quadruplicata. A andlise da atividade larvicida prossegue sempre que a mortalidade é
superior a 80%, levando a testes para determinacéo da concentracao letal para 50%
das larvas (CLso). Com 0 objetivo de reduzir o uso de amostra e outros insumos, uma
prévia da curva dose resposta é realizada em placas com 3 mL de agua, com 0 mesmo
protocolo feito no screening. Em seguida, a determinacdo da CLso € realizada em
copos de 200 mL de agua, seguindo o protocolo da OMS (WHO, 2005).

Essa abordagem foi utilizada por multiplos pesquisadores do nosso laboratorio
e, por diversas vezes foi observado que a letalidade das amostras é diferente de
acordo com os recipientes utilizados. A mortalidade das larvas geralmente parece ser
maior quando o teste é realizado segundo o protocolo da OMS. Esse fenbmeno
ocorreu nos testes realizados com diferentes matrizes, mas a diferenca parece ser
mais significativa no estudo dos 6leos essenciais.

Diante dessas observagfes, foram realizados teste padronizados com o 6leo
ArboS187, que foi pesado em balanca analitica de precisédo, diluida em DMSO e
posteriormente em agua em baldo volumétrico. Em seguida, a solugao
homogeneizada foi transferida para os diferentes recipientes contendo as larvas.
Dessa forma, foi possivel garantir que todos os recipientes testados receberam a
mesma solucao (e portanto, a mesma concentragao) de ArboS187. As concentracoes

gue formaram uma curva dose resposta adequada para recipientes de 200 mL foram
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selecionadas para os experimentos padronizados. O mesmo procedimento foi
realizado para o DMSO, usado como controle negativo. Os resultados foram
analisados tanto no GraphPad Prism com a construgdo de curvas dose-resposta
guanto no R Studio para construcdo de regressodes probit (Tabelas 5 e 6; Figuras 23

e 24). Os dois resultados foram também comparados.

Tabela 5. Atividade larvicida do 6leo de alho ArboS187 nos diferentes recipientes determinada por

regresséao probit no R Studio.

CL CL
Tempo Recipiente s0 (PPM) 5 (PPM) Chi’ Slope Intercept
(|C95) (|C95)
1,6 3,0
Copo200 (15-1,7) 2.7 - 3.4) 0,17 5,93 -1,17
2,8
24 h Copo20 (2,6- 3,1) > 4,8 1,91E-92 4,22 -1,90
3,8
PlacaCT (3.4-4.4) > 4.8 0,007 4,84 -2,82
PlacaST > 4,8 > 4.8 0,99 4,71 -4.30
Copo200 11 1,9 ]
(1,0-1,1) (1,8-2,0) L0 04T 01T
Copo20 1,8 3,8 ] ]
(2.6-3.1) (3.3-4,7) 6,03E-168 5,18 1,37
48 h PlacaCT 2,4 3,2
aca : :
(2,3-2,5) (3,0 - 3,5) L0 126 4068
PlacaST 4,7
(4.3-51) > 4,8 1,0 6,22 4,16
0,9 1,8
Copo200 (0,9-1,0) (1.7 -1,9) 0,96 577 0,21
1,6 3,9
Copo20 (L5 1.8) (.4 48) 9,50E-11 4,36  -0,93
72 h
2,2 3,5
PlacaCT 2.1 - 2,4) (3.1—4,1) 4,05E-131 8,36 -2,88
4,4
PlacaST 4.1-47) >4,8 1,0 6,33 -4,04

Copo200: Copos plasticos com 200 mL de agua e 25 larvas; Copo20: Copos plasticos com 20 mL de
agua e 10 larvas; PlacaCT: Placa de 12 pocos com 10 larvas e 3 mL por pogco com tampa; PlacaST:
Placa de 12 pocos com 10 larvas e 3 mL por po¢co sem tampa. CLso : Concentragdo letal para 50% dos
individuos; ICss : Intervalo de confianga com nivel de significancia de 0,05; n = 12.
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Em larvas, a CLso variou de 1,58 ppm a >4,8 ppm em 24 h usando a regressao
probit (Tabela 5). De maneira parecida, variou de 1,56 ppm a >4,8 ppm quando
usando a regressao néo linear no GraphPad Prism (Tabela 6). A maior variagcédo dentre
os dois modelos foi observada para a atividade nas placas sem tampa, que nao se
adequou a nenhum dos dois modelos, e portanto as concentracoes letais estimadas

sao tao diferentes e imprecisas.
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Figura 23. Graficos resultantes da regressao probit da atividade larvicida de ArboS187 nos diferentes
recipientes apos 24, 48 e 72 h de exposi¢do. Copo20: copo com 20 mL de solucdo; Copo200: copo
com 200 mL de solucdo; PlacaCT: placa com tampa; PlacaST: placa sem tampa.

Tabela 6. Atividade larvicida de ArboS187 em diferentes recipientes por analise de regressao nao
linear no GraphPad Prism.

CL m
Tempo Recipiente s (PPM) CL,; (ppm) R
(ICgs)
1,6
Copo200 (15— 1,6) 3,00 0,92
2,7
Copo20 ' > 4,8 0,90
24h P (2,6 - 2,9)
3,0
PlacaCT (2,7 -3,2) > 4,8 0,87
PlacaST > 4.8 > 4.8 0,55
Copo200 1,1
(1,0-1,1) 1,98 0,96
Copo20 18
w719 3,24 0,89
48 h 23
PlacaST 4,5
>
(4.3-51) 4,8 0,80

72h Copo200 1,0 1,75 0,96
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(1Co5)
(0,9 - 1,0)
1,7
(1,6- 1,8)
2,2
2,1-22)
“ 24;44, . >4.8 0,80

Copo200: Copos plasticos com 200 mL de agua e 25 larvas; Copo20: Copos plasticos com 20 mL de
agua e 10 larvas; PlacaCT: Placa de 12 pocos com 10 larvas e 3 mL por po¢co com tampa; PlacaST:
Placa de 12 pogos com 10 larvas e 3 mL por pogo sem tampa. CLso : Concentragdo letal para 50% dos
individuos; ICos : Intervalo de confianca com nivel de significancia de 0,05; n = 12.

Tempo Recipiente CL,; (ppm) R’

Copo20 3,00 0,89

PlacaCT 3,05 0,92

PlacaST

1004 1001
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2 4 0 2 4 0 2 4
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Figura 24. Gréficos resultantes da regressao nao linear da atividade larvicida de ArboS187 nos
diferentes recipientes apods 24, 48 e 72 h de exposi¢éo. Laranja: copo com 20 mL de solugao; Vermelho:
copo com 200 mL de solucéo; Verde claro (quadrado): placa com tampa; Verde escuro (triangulo):
placa sem tampa; n = 12.

Os resultados mostram que a amostra ArboS187 foi mais ativa nos recipientes
com 200 mL de &gua, com CLsode 1,6 ppm; 1,1 ppm e 1,0 ppm apos 24,48 e 72 h de
exposicao, respectivamente. O resultado foi semelhante na analise nédo linear no
GraphPad Prism. Apesar de apresentar um bom R? para a regressdo no GraphPad
Prism, o copo de 20 mL ndo se adequou ao modelo probit, jA que o valor de p para
Chi? foi maior que 0,05. Na Figura 23 é possivel observar que o copo de 20 mL néo
formou uma linha reta, como visto para os outros recipientes que se adequaram ao
modelo probit. Apesar disso, as CLso estimadas para os testes em copo de 20 mL,
utilizando os dois métodos estatisticos foi muito proxima para 24 h, 2,82 ppm (anélise
Probit) e 2,72 ppm (andlise em GraphPad Prism). Ja a placa com tampa ndo se

adequou ao probit e demonstrou diferenca entre a CLso estimada pelos dois métodos.
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O experimento padronizado para larvas mostrou que ha diferenca de atividade
larvicida do 6leo de alho ArboS187 nos diferentes recipientes. Diante da interessante
atividade larvicida de Oleos essenciais amplamente divulgada na literatura, os
resultados apresentados ressaltam a importancia de seguir o protocolo da OMS para
estimativa de sua atividade. Por outro lado, o protocolo € impreciso em relacdo ao
procedimento do experimento, uma vez que somente descreve a altura de coluna de
agua a ser utilizada e néo faz qualquer relacdo com o volume de solugdo empregada.

O organofosforado temefos foi testado como controle positivo em recipientes
de 200 mL de agua com 25 larvas ou em placas com 3 mL por poco e 10 larvas. As
solucbes de teste para o temefés ndo foram preparadas como nos testes
padronizados para ArboS187. Solucdes estoque de temefds foram preparadas em
DMSO, pipetadas diretamente na 4gua do teste e em seguida, homogeneizadas. De
acordo com a atividade preliminar observada para o temefds diferentes faixas de
concentracdo foram utilizadas nos dois experimentos. Para teste em placa, a
concentracdo variou de 0,05 ppm a 0,0031 ppm, enquanto nos copos as
concentracdes foram de 0,025 ppm a 0,0016 ppm.

A ClLso do temefés em todos o0s recipientes e tempos avaliados foi
substancialmente inferior a maior concentracéo do 6leo de alho ArboS187 (Tabela 7).
Por outro lado, a atividade de temefds variou nos diferentes recipientes, assim como
para o 6leo de alho. Em 24 h e 48 h de exposicao, a CLsono copo foi de 2 a 2,6 vezes
inferior que a CLso da placa. A atividade s6 foi similar apés 72 h de exposicao. O
temefés ndo é uma amostra volatil como o 6leo de alho e sua atividade residual é
superior a 72 h (SILVA et al., 2020b). Portanto, a diferenca da atividade do temefés
observada pode ser explicada por uma diferente interacdo do composto com o
material dos recipientes, pela exposi¢cao a maior massa de temefds nos copos maiores
devido a filtragdo da &gua pelas larvas ou por erros das dissolu¢gdes uma vez que as
solugdes néo foram preparadas uniformemente como nos testes de padronizagao de
ArboS187. Novos experimentos devem ser realizados com solugbes padronizadas
para avaliar o impacto da ultima hipotese.

Diferente do que foi observado para o teste larvicida padronizado, ha
alternativas para avaliagdo da atividade pupicida do o6leo de alho ArboS187. A
atividade pupicida de ArboS187 variou com CLso de 17,88 ppm nas placas fechadas
com 5 pupas até CLsomaior que 60 ppm para as placas sem tampa (Tabela 8). A CLso

estimada para copos de 200 mL, que seria considerado o recipiente “padrao ouro” foi
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de 20,34 ppm. Da mesma forma do que foi visto para o experimento com diferentes
recipientes na atividade larvicida, foi possivel observar que as placas sem tampa nao
podem ser utilizadas para os testes pupicidas (Tabela 8). O unico recipiente que
parece ser reprodutivel ao copo de 200 mL € o copo de 20 mL. Apesar de apresentar
valor de p inferior a 0,05 no teste de verossimilhanga, a placa com tampa e 5 pupas
tem CLso estimada dentro do intervalo de confianca (ICes) do copo de 200 mL. Diante
de uma restricdo de disponibilidade de amostra, as placas tampadas com 5 pupas
podem ser uma boa alternativa para o teste.

Tabela 7. Atividade larvicida de temefds em diferentes recipientes.

Tempo Recipiente CL,, (ppm), (ICos)
24 h Copo200 0,008, (0,0076 — 0,0085)
PlacaCT 0,021, (0,018 — 0,023)
8 h Copo200 0,007, (0,0063 — 0,0068)
PlacaCT 0,014, (0,011 - 0,017)
Copo200 0,006, (0,0055 — 0,0060)
72h PlacaCT 0,005, (0,002 - 0,007)

Copo200: Copos plasticos com 200 mL de agua e 25 larvas; PlacaCT: Placa de 12 pocos com 10 larvas
e 3 mL por pogco com tampa; CLso : Concentracéo letal para 50% dos individuos; ICes : Intervalo de
confianga com nivel de significancia de 0,05; n = 12.

Diante da diversidade de criadouros artificiais onde s&o encontradas as formas
imaturas de Ae. aegypti, € importante realizar experimentos que comprovem a eficacia
dos candidatos a pesticidas em diferentes recipientes. O estudo realizado mostrou
que o comportamento do Oleo de alho ArboS187 difere nos diferentes recipientes
testados, mas que em todos os cenarios teve alguma atividade mantida. Os resultados
mostram que € importante levar em consideracdo os volumes e caracteristicas dos
criadouros que levem a orientacdes precisas de uso no eventual desenvolvimento do

produto pesticida.
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Tabela 8. Atividade pupicida do 6leo de alho ArboS187 nos diferentes recipientes determinada por
regresséao probit no R Studio.

Recipiente CLso (ppm) CLos (ppm) -,
(|C95) (|C95) p Chi SlOpe Intercept
Copo200 20,3 57.0
(18,0 — 22,4) (51,9- 63,7) 0,46 3,21 -4,81
Copo20 21,7 70.8
(18,4 - 24,8) (60,9 — 86,8) 0,99 3,68 -4,29
PlacaCT 10 P 26,1 99.1
(196-316)  (738-1713) 002 284 -402
PlacaST 10 P NA NA NA 017 158
PlacaCT 5P 17,9 84,3
(12,8-22,7)  (621-137,4) 014 244 306
PlacaST 5P 56,6 92,6

(52.2-64,9)  (764—1429) 20003 7.70 13,50
Copo200: Copos plasticos com 200 mL de agua e 25 pupas; Copo20: Copos plasticos com 20 mL de
agua e 10 pupas; PlacaCT 10 P: Placa de 12 pocos com 10 pupas e 3 mL por po¢o com tampa; PlacaST
10 P: Placa de 12 pocos com 10 pupas e 3 mL por po¢o sem tampa; PlacaCT 5 P: Placa de 12 pocos
com 5 pupas e 3 mL por po¢o com tampa; PlacaST 5 P: Placa de 12 pog¢os com 5 pupas e 3 mL por
poco sem tampa. CLso: Concentracéo letal para 50% dos individuos; CLes: Concentracao letal para 95%
dos individuos ICgs: Intervalo de confianga com nivel de significancia de 0,05; n = 12.

Foram levantadas duas principais hipéteses para explicar diferenca do perfil
nos resultados do teste de padronizacdo larvicida e pupicida: (1) as diferencas na
atividade se devem a um aumento na evaporac¢ao dos compostos do alho (que séo
volateis) nos recipientes com maior relagdo &rea de superficie x volume. Como a
concentracdo nos testes pupicida chega a ser 12,5 vezes superior a concentracao
empregada nos testes larvicida, o efeito da evaporacédo pode nédo ser tédo significativo
para as pupas. (2) Uma vez que as larvas filtram a agua, estariam expostas a uma
guantidade maior de composto em grandes volumes do que em pequenos volumes.
Portanto, mais larvas morreriam em recipientes com maior volume de agua. Como as
pupas nao filtram a agua, esse fendmeno ndo aconteceria nos recipientes dos testes
pupicidas.

Como descrito anteriormente, a atividade larvicida nos diferentes recipientes
foi estatisticamente distinta, enquanto nos testes pupicidas, alguns recipientes tiveram
resultados semelhantes. Dentre as hipGteses, especulou-se que a capacidade de
filtracdo das larvas seria um fator importante para a diferenca encontrada. Dessa
forma, uma mesma solucdo do 6leo de alho ArboS187 a 2,4 ppm foi distribuida em
copos plasticos em 200 mL com 25 larvas, 120 mL com 50 larvas e 120 mL com 25

larvas, todos em quadruplicata. Em 24 h, as mortalidades médias foram
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respectivamente de 35%, 18% e 15% (Figura 25). Em 48 h foram de 77%, 42% e 45%.
A mortalidade final observada apos 72 h foi de 82%, 54% e 62%.

J oy B,

60- "B
401 g E [J200 mL 25 L

204 120 mL25L
Qi:l 0120 mL 50 L
24h

48h 72h

Mortalidade (%)

Figura 25. Mortalidade de larvas tratadas com 2,4 ppm do 6leo de alho ArboS187 em diferentes
volumes e densidade de larvas (L); n=3

A andlise de variancia ANOVA seguida pelo pos teste de Tukey mostrou que
s6 ha diferenca significativa entre os recipientes com 200 mL e 120 mL em todos os
tempos avaliados. Nao houve diferenca entre os recipientes com mesmo volume (120
mL) e com diferente densidade de larvas (50 vs 25 larvas), indicando que sua
capacidade de filtracdo ndo parece ser determinante para a diferenca de atividade
vista nos diferentes volumes de agua. Por outro lado, a diminuicdo em quase pela
metade do volume alterou significativamente a relacéo area de superficie / volume de
agua.

Para verificar o efeito da relagdo area/volume, foram realizados experimentos
por HPLC-UV (210 nm). Na maior concentragéo do teste, no tempo 0, 0S compostos
nao sao visiveis. Por isso, o 0leo de alho em agua foi concentrado através de eluicao
em cartuchos SPE Cis. Por se tratar de compostos apolares, ficam retidos na fase
estacionéaria de Cis quando da adi¢cdo da 4gua e sé séo eluidos com solvente organico
como o0 metanol.

A quantidade de DAS3 recuperada imediatamente apos a transferéncia da
solugdo para os recipientes foi semelhante entre o0s recipientes, sendo
estatisticamente diferente somente entre a area de DAS3 no copo de 20 mL e na placa
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(p < 0,05) (Figura 26). A pequena diferenca na area de pico no tempo 0 sugere que 0
material dos recipientes ndo € um fator importante para a alteracdo da area de pico
encontrada. Ao longo de todo o experimento, ndo houve diferenca estatistica entre a
area de DAS3 no copo com 200 mL e copo com 120 mL (Figura 26) apesar de que a
pequena variacdo de concentracdo parece impactar a atividade biolégica (Figura 25).

Por outro lado, houve diferenca estatistica (p < 0,05) entre a area de DAS3 no
copo de 200 mL e os outros tipos de recipientes apos 4 h e 24 h de exposi¢do. Essa
diferencga se expressa na atividade biolégica, em que a atividade larvicida é diferente
entre todos os recipientes (Tabelas 5 e 6). Ndo houve diferenca estatistica entre o
copo de 20 mL e a placa fechada ap6s 4 h e 24 h, sugerindo que a taxa de volatilizacao
nesses recipientes seria semelhante. A atividade larvicida entre esses dois recipientes
é similar, sendo, em 24 h, a CLso de 2,7 ppm (ICgs 2,6 - 2,9) para copo de 20 mL e 3,0
ppm (ICes 2,7-3,2) (Tabela 6).
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Figura 26. Area de pico de DAS3 nos diferentes recipientes apds concentracdo do 6leo de alho em
cartuchos de SPE Cis. Diferenca estatistica expressa em relagdo ao Copo200: ****: p < 0,0001; *: p <
0,05. PLACACT: Placa com tampa; PLACAST: Placa sem tampa.

Sabe-se que os polissulfetos, especialmente de cadeia longa, séo instaveis e
se rearranjam levando a formacéao de polissulfetos de cadeia menor (ARBACH et al.,
2019). Por isso, uma diminuicdo da &rea de pico de DAS3 poderia representar um
aumento na quantidade de outros polissulfetos. Desta forma, foram analisadas as

somas da area de pico de DAS2, DAS3 e DAS4, polissulfetos mais abundantes no
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0leo. O padrao de perda de todos esses polissulfetos foi semelhante ao observado
para DAS3. Na Tabela 9 é possivel observar que houve reducéo dos trés polissulfetos
ao longo do experimento. No geral, DAS4 foi o polissulfeto com maior redugéo de
concentragdo nas 4 primeiras h.

Apobs 4 h de exposicdo ao ambiente do insetario, apenas 36,5%, 22,6% e 33,1%
da area inicial de DAS3 foi mantida no copo de 20 mL, na placa aberta e na placa
fechada, respectivamente (Tabela 9). A reducdo de area de DAS3 nos copos com
maior volume de agua foi expressivamente inferior, chegando a 81,8% e 70,8% da
area inicial para respectivamente o copo com 200 mL e copo com 120 mL. Ao final do
experimento, ndo foi possivel detectar DAS2 e DAS4 nos recipientes, exceto no copo
de 200 mL. A CLso para larvas € a menor nos copos com 200 mL de solucéo (Tabelas
5 e 6), o que pode estar relacionado a maior persisténcia dos polissulfetos nesse
recipiente e volume de agua. Diante da diferente dinamica da absorcédo de compostos
pelas pupas em relacéo as larvas, o efeito da volatilizacdo dos compostos ndo pode
ser diretamente relacionado a atividade pupicida. Aliados aos resultados de atividade
biolégica, esses resultados sugerem que a volatilizacdo é o fator mais impactante na
diferenca da atividade observada entre os diferentes recipientes. Ainda, a rapida
volatilizacdo dos compostos faz com que 0s compostos nao persistam no meio

ambiente causando reduzidos impactos a outras formas de vida e ndo bioacumulando.

Tabela 9. Percentual dos polissulfetos nos diferentes recipientes em relacdo a area de pico inicial
(HPLC-UV, 210 nm).

4h 24h

Soma Soma

DAS2 DAS3 DAS4 DAS2- DAS2 DAS3 DAS4 DAS2 -

DASA4 DAS4
COP0200 78,5 81,8 36,1 73,3 9,6 27,8 12,7 22,8
COPO20 34,8 36,5 22,2 33,5 0,0 8,7 0,0 4.8
PLACA ST 6,9 22,6 9,1 15,7 0,0 12,5 0,0 6,7
PLACACT 24,7 33,1 26,9 29,6 0,0 13,0 0,0 7,0
COPO120 58,1 70,8 60,5 65,5 0,0 18,4 0,0 10,1

PLACA CT: Placa com tampa; PLACA ST: Placa sem tampa.
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Atividade larvicida e pupicida dos polissulfetos isolados e dos 6leos de alho

enriquecidos

A elucidacdo da poténcia dos diferentes polissulfetos pode levar ao
desenvolvimento de formulagdes mais potentes a partir de 6leos de alho enriquecidos.
Os polissulfetos DAS2-DAS5 foram isolados a partir do 6leo de alho em HPLC
preparativo e suas estruturas foram individualmente confirmadas pela comparacao
dos espectros de *H NMR com dados da literatura (WANG et al., 2013). Os compostos
foram entdo testados isoladamente e usados para enriquecimento do 6leo de alho
(Tabela 10). DAS3 e DAS4 foram mais ativos que os outros polissufetos em larvas na
exposicdo de 24 h, porém foram menos ativos que o 6leo de alho (Figura 27). Tanto
DASZ2 quanto DAS4 chegaram ao mesmo nivel de atividade das outras amostras ap0s
72 h. Curiosamente, todos os polissulfetos isolados foram menos ativos em larvas em
24 h que os Oleos de alho individualmente suplementados por esses mesmos
compostos (DUSI et al., 2022). Sarma et al. reportaram que DAS2 e DAS3 foram
menos ativos que o Oleo de alho apds 72 h em larvas de Ae. aegypti, e que DAS3 foi
mais ativo nas primeiras 24 h (SARMA et al., 2019).

Tabela 10. Percentual da area de pico dos polissulfetos de dialila (DAPS) determinados por
HPLC-UV a 210 nm no 6leo de alho original e nos 6leos de alho suplementados com
polissulfetos.

Amostra Tempo (h) %
DAS2-
DAS2 DAS3 DAS4 DAS5 DASS
Oleo de 0 16,9 53,9 19,0 3,8 93,6
alho 24 156 549 208 41 95,3
ArboS187 48 144 550 215 43 95,2
72 13,1 55,3 22,6 4,7 95,7
11 0 53,4 30,5 10,8 2,2 96,9
ArboS187 24 52,9 30,3 10,9 2,1 96,2
+ DAS? 48 52,6 30,9 11,6 2,2 97,3
72 52,5 31,3 11,6 2,1 97,5
11 0 7,9 79,8 8,6 15 97,8
ArboS187 24 7,3 77,8 11,6 1,2 97,9
+ DAS3 48 6,7 77,1 12,9 1,5 98,1
72 6,1 77,3 13,4 1,3 98,1
11 0 7,0 22,5 66,8 1,6 97,9
ArboS187 24 7,1 40,2 37,2 11,3 95,8
+ DAS4 48 8,2 43,5 32,8 11,4 95,9
72 10,6 41,7 32,1 11,7 96,1

0 7,5 23,5 9,3 56,6 96,8
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1:1 ArboS187 24 8,0 39,8 31,5 13,5 92,8
+ DAS5 48 10,3 38,7 30,6 12,6 92,2
72 12,0 36,8 29,3 12,0 90,0
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Figura 27. Valores da concentracédo letal média (CLso) para os polissulfetos isolados, 6leo de alho
ArboS187 e 6leos de alho suplementados com polissulfetos em larvas de Ae. aegypti apos 24 h (A), 48
h (B) e pupas (C). Significancia estatistica (valor de p) relacionados a atividade do dleo de alho

ArboS187. *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001; ****: p < 0.0001. OA: Oleo de alho ArboS187 (DUSI
et al., 2022)

O 6leo de alho ArboS187 junto ao 6leo suplementado com DAS4 foram as
amostras mais ativas em larvas em 24 h. Todas as outras amostras testadas em larvas
tiveram poténcias estatisticamente diferentes quando comparadas a atividade do 6leo
original em 24 h. Ap6s 72 h, o 6leo enriquecido com DAS5 foi 0 mais ativo com CLso
de 0,5 ppm em larvas. A atividade pupicida do 6leo enriquecido com DAS4 e DAS2
foi significativamente mais potente (CLso de 4,0 ppm e 5,5 ppm, respectivamente) do
que o Oleo de alho original (CLso de 10,2 ppm).

Na literatura, a CLso larvicida estimada para um 0leo de alho rico em DAS2
(49,1% DAS?2) foi de 7,95 ppm (7,19 — 8,66) (MUTURI et al., 2018, 2019). A proporgao
dos polissulfetos desse Oleo € similar a reportada neste trabalho para o 6leo
suplementado com DAS2, mas a CLsoaqui estimada foi de 5,6 ppm (4,9 — 6,4) (Figura
27). Outro 6leo de alho suplementado com DAS2 (37,4% DAS2) com 4,3% DAS,
10,9% DASS e 0,4% DASA4 tiveram CLsode 7,05 ppm (6,12 — 7,82) em larvas de Culex
pipiens em 48 h. O 6leo original desse estudo possuia 7,2% de DAS2, 16,3% DAS3 e
0,7% DAS4 e teve CLso ligeiramente superior, de 8,01 ppm (7,64 — 8,36) (KIMBARIS
et al., 2009).



90

DAS2 parece ter efeito antagbnico quando em combinacdo com outros
compostos. A interacdo de DAS2 com trans-anetol e alfa-pineno foi antagdnica em
larvas do besouro Tribolium castaneum (SHAHRIARI et al., 2016). Por outro lado, a
combinacdo com timol foi apenas aditiva. E importante avaliar o efeito da combinacg&o
dos componentes e do 6leo do alho com outros principios ativos. Por seu odor
pungente, € de grande interesse fazer a combinacdo do 6leo de alho com outros
compostos de odor agradavel para mascarar o cheiro caracteristico de alho. Portanto,
€ essencial antes compreender o efeito dessas combina¢des na atividade esperada.

Enguanto héa diferencas significantes nas atividades observadas (Figura 27), a
tendéncia geral € de que os 0leos sdo mais ativos que os polissulfetos isolados. O
mecanismo de a¢do ja estudado em outros organismos sugere que esses Compostos
interagem com tidis de baixo peso molecular, como a glutationa e cisteina, causando
um desequilibrio do potencial redox intracelular (ANWAR et al., 2017; ARBACH et al.,
2019).

Outro possivel mecanismo de acdo dos polissulfetos foi observado em larvas
de Culex pipiens quinquefasciatus (GEORGE; AMONKAR; EAPEN, 1973). No estudo
foi demonstrado que larvas tratadas com 6Oleo de alho tiveram inibicdo da sintese de
proteinas. Para o estudo, larvas foram tratadas com aminodcidos essenciais
marcados isotopicamente. Foi observado que o 6leo de alho s6 afeta a producao de
novas proteinas, mas é incapaz de alterar as proteinas ja existentes (GEORGE;
AMONKAR; EAPEN, 1973). Possivelmente os polissulfetos podem atuar nos mesmos
alvos de sintese proteica, e suas combinacbes possam afetar de forma mais
impactante esse sistema.

A variacao da poténcia dos diferentes 6leos de alho testados é significativa,
mas pode ser irrelevante diante da pequena magnitude das concentracdes para levar
a uma atividade larvicida ou pupicida. Ainda, algumas composi¢cdes de 6leo foram
mais ativas em pupas e menos ativas em larvas, e vice-versa (Figura 27). Por
exemplo, o 6leo suplementado com DAS4 foi significativamente menos ativo em larvas
(em 72 h), mas foi mais potente em pupas do que o 0Oleo original. Em conjunto, esses
resultados sugerem que alteragcdes nas propor¢cdes dos DAPS podem ndo ser
significativas para impactar a atividade global do 6leo de alho nas diversas formas de
vida na qual é ativo. As diferencas referidas sdo quanto a alteracbes nas proporcoes
dos polissulfetos, porém a concentracdo da combinacdo dos polissulfetos (DAS2-

DASS5) deve ser mantida. Dados na literatura sugerem que a suplementagdo com DAS
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pode afetar negativamente a atividade do Oleo de alho por reduzir a proporcdo dos
outros polissulfetos mais ativos. Um 6leo de alho enriquecido com DAS teve ClLso
larvicida de 24,3 ppm enquanto a CLso do 6leo original foi 8,0 ppm para Culex pipiens
em 48 h (KIMBARIS et al., 2009).

O dleo de alho natural contem outros compostos organosulfurados minoritarios
que podem contribuir para a atividade biolégica (SATYAL et al.,, 2017). Os oOleos
estudados neste trabalho sdo compostos principalmente pelos polissulfetos DAS2-
DASS5 e somente o efeito desses compostos na atividade foram investigados. De
acordo com as analises quimicas (Tabela 3) do 6leo de alho original ArboS187, é
pouco provavel que compostos que ndo sejam os polissulfetos sejam responsaveis
pelas atividades inseticidas observadas. A atividade mais potente do 6leo em
comparacao com os polissulfetos isolados pode ser resultado de uma interacao
sinergistica entre os compostos. Contraditoriamente, Sarma et al. sugeriram que
mistura de DAS2 e DAS3 levam a um efeito antagdnico em larvas e mosquitos adultos
de Ae. aegypti (SARMA et al., 2019). Entretanto, produtos naturais, especificamente
Oleos essenciais, sdo reconhecidos como larvicidas mais potentes que seus
compostos isoladamente (SILVERIO et al., 2020). A combinacio de compostos vista
nos 6leos pode impactar ndo somente a eficacia, mas também o desenvolvimento de
resisténcia por atuarem em diferentes alvos moleculares (ANWAR et al., 2017;
ARBACH et al., 2019).

Os polissulfetos do alho provavelmente ndo permanecem como um Unico
composto quando isolados, principalmente os polissulfetos de cadeia longa (Arbach
et al., 2019). Amostras de DAS2, DAS3, DAS4, DAS5, do 6leo de alho original
ArboS187 e do 6leo de alho modificado (Arbo2A170A) que foram preparados em
etanol para os ensaios biolégicos foram estocados a temperatura ambiente e
analisados por HPLC-UV (Figura 27 e Tabela 10). DAS2 e DAS3 se mantiveram
estaveis ao longo de todo o tempo do experimento larvicida e pupicida. Como ja
reportado (ARBACH et al., 2019), a estabilidade dos polissulfetos é inversamente
proporcional ao tamanho da cadeia de enxofre, como visto para DAS4 e DAS5 na
Figura 28A. Em estudo anterior, 50% do DAS5 foi perdido nas primeiras 4 h apés
isolamento por HPLC (ARBACH et al., 2019), enquanto neste estudo apenas 25% do
DASS inicial permanecia nos vials apos 24 h. Diferente dos estudos de volatilizacao
dos diferentes recipientes, as amostras reportadas nessa se¢ao permaneceram em

vials com tampa rosqueada ao longo de todas as analises.
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Figura 28. Percentual da area dos polissulfetos determinados por HPLC-UV a 210 nm em diferentes
tempos. A. Polissulfetos isolados; B: Composicdo dos oleos de alho no tempo 0; C: Composi¢do dos
Oleos de alho apds 72 h. GO — Oleo de alho ArboS187 (DUSI et al., 2022).

O dleo de alho ArboS187 nédo teve alteracdo em sua composicao apos 72 h
gquando comparado com a analise no tempo O (Figura 28B e 28C). Assim como
observado para DAS4 e DASS isolados, os 6leos enriquecidos com esses compostos
chegaram a um equilibrio, sendo ricos em DAS3 e DAS4 (Figura 28B e 28C). Como
essas amostras analisadas em HPLC permaneceram em condi¢cbes diferentes das
condicbes experimentais dos ensaios biolégicos, provavelmente as variacdes

observadas podem ser diferentes no ambiente bioldgico. Além da inclusdo de
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sistemas bioldgicos vivos, a agua da torneira, temperatura do insetario e diferentes
graus de volatilizacdo dos compostos podem ter alterado de maneira diferente a
composicdo das amostras. De qualquer forma, a instabilidade dos polissulfetos de
cadeia longa e a rapida volatilizacdo dos compostos a toxicidade para larvas e pupas
observada apos 72 h de exposicdo pode ser um efeito residual da exposicao inicial
aos DAPS. Em resumo, a menor atividade dos polissulfetos isolados junto a sua
instabilidade indicam que o isolamento dos polissulfetos para atividade inseticida nao
é aconselhado.

Testes em condi¢cdes de semi-campo do 6leo de alho ArboS187

Para observar o comportamento do 6leo de alho em condi¢cBes proximas as
reais, foram realizados testes semi-campo tanto para larvas e pupas em em baldes
plasticos contendo 8 litros de agua da torneira. As concentracdes foram selecionadas
para os testes pupicidas com base no LCoo (43,0 ppm); LCso (33,5 ppm) e na menor
concentracéo testada em copos de 200 mL que matou todas as pupas (60,0 ppm).
Apesar de ter menor atividade nos copos, todas as 3 concentracfes mataram
praticamente 100% das pupas nos baldes testados (Figura 29). A temperatura durante
os trés testes variou de 9,1 °C a 34,8 °C e a umidade relativa minima foi de 24%. Esse
experimento demonstrou que o 6leo de alho ArboS187 mantém seu potencial pupicida

em condi¢Bes de semi-campo.

Semi-campo pupicida
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Figura 29. Resultado do teste pupicida em condi¢cdes de campo com o 6leo de alho ArboS187. C
Neg: controle negativo DMSO 0,012%. n = 12,
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Para os testes em condi¢cdes de semi-campo para larvas foram selecionadas
as concentracdes de 4,0 ppm, 3,0 ppm e 1,5 ppm. As duas maiores concentracdes
mataram quase 100% das larvas em 24 h (Figura 30). Para 1,5 ppm a mortalidade
aumentou ao longo do experimento, atingindo mais de 95% em 48 h. Nos copos, essa
concentracdo mata aproximadamente 50% das larvas. A temperatura durante os trés
testes variou de 10,4 °C a 28,8 °C e a umidade minima foi de 44%. Assim como
observado para o teste semi-campo com pupas, a amostra ArboS187 foi mais ativa

em testes semi-campo do que nos cenarios de laboratério.

Semi-campo larvicida
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Figura 30. Resultado do teste larvicida em condi¢cdes de campo com o 6leo de alho ArboS187. C
Neg: controle negativo composto por DMSO 0,012% (n=12).

Atividade ovicida do 6leo de alho ArboS187

A capacidade de permanecer viavel por mais de um ano e a imobilidade, fazem
com que 0s ovos do mosquito sejam os alvos ideais para o controle vetorial. Por outro
lado, os ovos de Ae. aegypti sGo extremamente resistentes e possuem estruturas que
torna muito dificil sua permeacdo. Os estudos sobre atividade ovicida de compostos,
sdo, portanto, escassos. Além do baixo potencial de toxicidade aos ovos, 0s testes
podem ser pouco reprodutiveis, uma vez que diferentes lotes de ovos podem
apresentar taxas de eclosédo completamente diferentes. Por essa razéo, nesse estudo
utilizamos ovos de 4 diferentes lotes, que demonstraram diferentes graus de
viabilidade. Para que os resultados fossem padronizados, a mortalidade dos ovos foi
corrigida segundo a formula de Henderson-Tilton (HENDERSON; TILTON, 1955).
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O 6leo de alho ArboS187 a 100 ppm inibiu 59,6 + 10,6% (n=4) a eclosao de
ovos apos correcdo da mortalidade com a formula de Henderson-Tilton. Na média, a
ecloséo foi de 28,3 + 5,9% para o 6leo de alho e 70,7 + 9,4% para o controle de DMSO.
A viabilidade dos ovos variou de 19,4% a 33,6% para 0s ovos tratados com 6leo de
alho e 54,7% a 87,7% para o controle negativo (DUSI et al., 2022). As taxas de ecloséo
dos ovos podem variar de acordo com o tempo e condi¢cdes de estocagem dos ovos
(SOARES-PINHEIRO et al., 2016, p.). A temperatura do ambiente e dos criadouros
pode também impactar a viabilidade e retardar a emergéncia dos ovos (BYTTEBIER;
DE MAJO; FISCHER, 2014).

Em outro estudo, mortalidade de 100% dos ovos de Ae. aegypti foi reportada
apos 72 h de exposi¢cdo a uma solucdo a 100 ppm de 6leo de alho (SARMA et al.,
2020). Para o experimento, apenas as larvas que eclodiram espontaneamente foram
contadas. No nosso estudo, nenhuma larva eclodiu espontaneamente apds exposicao
ao alho ArboS187 por 48 h, enquanto 85% das larvas que eclodiram no controle o
fizeram de maneira espontdnea no mesmo periodo. Uma vez que o 6leo de alho
possui atividade larvicida, a 4gua tratada poderia estar matando as larvas recém
eclodidas ao invés de afetar diretamente os ovos. Para verificar a atividade ovicida os
ovos foram transferidos para agua limpa e a ecloséo estimulada em camara de vacuo.

Um estudo de microscopia eletrbnica de varredura investigou o potencial
ovicida de extrato aquoso de alho e do contetdo de uma capsula de alho (JARIAL,
2001). O estudo concluiu que a 6% nao houve eclosao de larvas nos ovos tratados,
mas para as capsulas, alguns ovos tentaram eclodir, promovendo fissuras no corion,
porém foram incapazes de eclodir completamente e morreram. Em outra publicacéo
a CLso ovicida do 6leo de alho em Ae. aegypti foi de 1,0 ppm (SARMA et al., 2020). A
publicacdo da poucos detalhes do método utilizado para realizacdo dos testes. A
efetiva eclosdo dos ovos do controle ndo € demonstrada no artigo, o que impde
guestionamentos acerca da validade dos experimentos conduzidos.

O ovo é reconhecido como o estagio mais resistente de Ae. aegypti,
permanecendo viavel por muitos meses mesmo sem a presenca de agua (KLIEWER,
1961). Por conta dessa resisténcia a dessecacdo, as populacdes de mosquito
sobrevivem em regides que passam por prolongados periodos de seca, como grande
parte da regido Centro-Oeste do Brasil. Na subsequente estacdo chuvosa ha aumento
exponencial nas populacdes de mosquitos com o avanco da pluviosidade. A

transmissao transovariana de arbovirus ja reportada sugere que esse € um dos
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fenbmenos responsaveis pela manutencdo da circulacdo viral em periodos
interepidémicos (JOSHI; MOURYA; SHARMA, 2002). Os ovos de Ae. aegypti sao
alvos cruciais e muito desafiadores para o desenvolvimento de estratégias de controle

vetorial.

Atividade do 6leo de alho ArboS187 em Ae. aegypti adultos

Toxicidade

Para essa avaliagdo, as 25 fémeas de Ae. aegypti (n=4) foram inseridas em
garrafas pré-tratadas com o 6leo de alho ArboS187 (10 uL por garrafa) e as garrafas
avaliadas até 24 h depois, de acordo com a metodologia do CDC (CDC, 2010). O
tempo diagnostico, ou tempo para que todos os mosquitos morram ou sofram KD
(knockdown) em uma determinada dose, foi de 25 minutos (DUSI et al., 2022). Foi
observado no experimento que todos 0s mosquitos permaneceram imoéveis apos 24
h, resultando em 100% de mortalidade (DUSI et al., 2022). O tempo diagndéstico de 25
min observado para o 6leo de alho ArboS187 é comparavel ao tempo diagnostico de
outros inseticidas comuns como o malation e permetrina (CDC, [s.d.]). Por outro lado,
quantidades maiores de 6leo de alho foram necessarias para esse efeito. Por
exemplo, para tempos diagnésticos de 15 e 10 min, 0,4 mg de malation e 0,043 mg
de permetrina, respectivamente, SA0 necessarios.

A alta volatiidade do o6leo também pode fazer com que diferentes
concentracdes de 6leo permanecam na garrafa nos diferentes experimentos. Dessa
forma, a cada replicacao dos experimentos, a atividade pode variar significativamente.
Possivelmente em algumas garrafas houve maior perda de compostos que em outro
dia de experimento. Em razéo disso, as taxas de toxicidade variam de um teste para
outro, pois ha diferenca na exposicdo dos mosquitos a amostra. Uma vez detectada
a atividade adulticida da amostra, sugere-se propor formulagdes de maior duragao

gue possam minimizar a variagéo dos resultados pela volatilizagdo dos compostos.

Repeléncia espacial e irritacdo por contato

A repeléncia espacial de mosquitos é considerada uma ferramenta promissora

para auxiliar no controle da transmissao de arboviroses. O principal objetivo dessa
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tecnologia é prevenir que mosquitos se aproximem de areas em que possam
encontrar com um hospedeiro humano. Um repelente espacial ideal ndo deve causar
mortalidade nas doses repelentes, o que acredita-se que diminua a pressao para o
desenvolvimento de resisténcia (ACHEE et al., 2012).

No ensaio de repeléncia espacial, a amostra fica em um gradiente de
concentracdo ao longo do aparato (Figura 5), em que a extremidade onde esta a tela
tratada tem maior concentracdo do composto, que vai diminuindo até o outro extremo
do tubo onde esté o controle negativo. Os mosquitos séo inseridos no compartimento
central e voam para as extremidades de acordo com sua percepcéo do ambiente. Se
existe um composto altamente repelente, os mosquitos tendem a ser repelidos e se
alojarem no compartimento controle, gerando valores de SAI (Spatial Activity Index)
acima de zero. Caso o composto tenha média repeléncia, os mosquitos terdo alguma
tendéncia de deslocamento para o controle negativo, mas a maior parte ndo sera
repelida do compartimento central, levando a valor de SAIl préximo a zero. Na
presenca de um composto atraente, 0S mosquitos serdo mais direcionados para o
cilindro tratado e os valores de SAIl seréo negativos.

O dleo de alho ArboS187 foi testado a 7,5%, 5,0%, 2,5% e 1,0% (v/v) utilizando
o aparato HITSS (High-throughput screening system; Figura 5) para avaliacdo de sua
repeléncia espacial (n=9). O valor de SAl das trés maiores concentracdes foi
significativamente maior que o SAIl do controle negativo, alcancando 0,67 + 0,17
(2,5%), 0,71 £ 0,1 (5,0%) e 0,56 + 0,24 (7,5%) (DUSI et al., 2022). O maior valor de
wSAI (weighted spatial activity index) obtido foi de 15,2 + 6,8 para a concentracdo de
7,5%, 0 que é considerado baixo. Apesar de SAl estatisticamente significativo e
indicando boa repeléncia espacial, os valores de wSAI foram baixos por conta de uma
baixa resposta dos mosquitos no experimento. Para todas as concentracdes a PRESP
(percentual de resposta) ficou abaixo de 20%, ou seja, a maior parte dos mosquitos
nao se movimentaram durante o teste. Um baixo percentual de resposta foi também
observado para o controle positivo PMD (p-mentano-3,8-diol), em que somente 21,6
% + 4,9% dos mosquitos responderam. O wSAl (17,2 £ 5,7) e SAI (0,64 + 0,23) do
controle positivo PMD a 20% foram comparaveis aos valores observados para o 6leo
de alho testado em menor concentracao (7,5%, 5,0% e 2,5%).

Apesar da tendéncia do aumento de repeléncia com o aumento da
concentracdo de o6leo de alho, tanto o SAI quanto o wSAI das maiores doses nao

foram significativamente diferentes. Apesar da porcentagem de mosquitos que



98

responderam aos tratamentos ter sido baixa, os mosquitos ficaram muito agitados
durante o teste, com vbos aleatorios. Portanto, concluimos que o aparato poderia ter
ficado completamente saturado durante os experimentos e 0S mosquitos n&o
conseguiram identificar uma area com ar limpo para onde pudessem escapar. Esses
resultados indicam que o aparato HITSS pode nédo ser adequado para produtos
altamente volateis.

Diante da potencial atividade repelente espacial e auséncia de mosquitos
knockdown, mesmo nas maiores concentracdes, o experimento foi conduzido em
condi¢cBes simuladas de campo. Duas salas do insetario foram conectadas por um
tubo de 1,3 m que permitia o livre acesso de uma sala a outra. Uma gaiola foi
posicionada ao final de cada extremidade do tubo, dentro da sala de controle e da
sala tratada com Oleo de alho (Figura 6). Ao se utilizar 150 pyL de 6leo de alho
ArboS187 para a sala de teste, a concentracdo testada ficou em 0,015 mL/m3. Nesse
cenario o SAI foide 0,5 +0,17 e o wSAIl de 31,9 (DUSI et al., 2022). Os valores de SAl,
WSAI e os dados brutos do experimento indicam que houve movimento direcionado
de escape dos mosquitos para a sala ndo tratada com 6leo de alho. Mais da metade
dos mosquitos voaram para a sala controle durante as 9 repeti¢cdes do experimento.

E importante salientar que no teste de repeléncia espacial, ndo héa contato tarsal
do composto testado com o mosquito, mas sim uma percep¢do das particulas
dispersas no ar. O maior trunfo do repelente espacial é prevenir o encontro do
mosquito com um hospedeiro, sem que haja a necessidade de contato direto do
mosquito com areas tratadas. Essa estratégia evita a aproximacao dos mosquitos de
areas onde estdo pessoas, diminuindo o risco de transmisséo de patdgenos. O 6leo
de alho se mostrou um bom candidato para o desenvolvimento de um repelente
espacial.

Uma segunda estratégia repelente é através do uso de compostos que
promovam irritacdo do mosquito pelo contato direto, fazendo com que se evadam da
area tratada. Novamente a 1,0%, o Oleo de alho causou irritagdo por contato, com
66,03% = 7,86 de escape (P = 0,004) do cilindro com tratamento (DUSI et al., 2022).
A Figura 31 apresenta a resposta de escape associada a KD ou sobrevivéncia do
teste de irritagdo por contato. A altura das barras representa 0s mosquitos
sobreviventes, que tiveram maior exposicdo (ndo escaparam) e aqueles que foram

repelidos. O controle positivo PMD causou escape de 42,4% * 14,13% dos mosquitos
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na concentracdo de 20%. Por comparacéao direta, o 6leo de alho é mais irritante para
0S mosquitos do que o PMD, um repelente comercial.

Os valores de KD no experimento ndo foram relevantes. Desta forma, o 6leo
ndo apresenta toxicidade para o tipo de exposi¢cdo avaliado, o que € importante para
o desenvolvimento de novos inseticidas, no sentido de se reduzir a pressao seletiva e
possivel desenvolvimento de resisténcia pelos vetores (ACHEE et al., 2012). Caso o
valor de KD fosse alto, ndo seria possivel observar o efeito repelente. Para avaliar o
efeito repelente, portanto, os mosquitos devem permanecer vivos e responder ao
composto testado.

O dleo de alho consta na lista EPA 25(B) da agéncia americana de protecao
ambiental (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, [s.d.]). Nessa lista estdo os
ingredientes ativos considerados seguros e que reguerem menos etapas para o
processo de registro e comercializacdo. Em um estudo com 21 dos 44 ingredientes
ativos que constam na lista, o alho se mostrou um dos repelentes mais ativos no teste
em olfatbmetro em Y com fémeas de Ae. aegypti (MITRA et al., 2020). O efeito
repelente, durou menos de 30 min, o que é insuficiente para atingir uma atividade
repelente sustentada. Apesar da poténcia repelente do 6leo de alho, a falta de
residualidade impede demanda extensas pesquisas de desenvolvimento de

formulacoes.
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Irritagao por contato
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Figura 31. Resposta dos mosquitos (escape e ndo escape, associado a knockdown (KD) ou
sobrevivéncia) apds contato com o 6leo de alho ArboS187 por irritacdo por contato. n=6

Estudo da antenografia em fémeas de Ae. aegypti expostas ao 6leo de alho e
seus componentes isolados mostra que os compostos com repeléncia mais ativos
foram DAS2, DAS3 e DAS4. Por outro lado, o curto tempo de acéo e seu forte odor,
faz com gque sejam compostos com pouco potencial para desenvolvimento de
repelentes corporais. Os autores sugerem entdo a sintese de compostos inspirados
nos compostos do alho, mas que possuam maior atividade por tempo prolongado e
odor mais brando (CAMPBELL et al., 2011a).

Uma outra possibilidade para o uso do alho como repelente seria através do
consumo de capsulas ou alho in natura para que os compostos fossem exalados pela
pele. Um estudo clinico duplo cego randomizado demonstrou, porém, que a
administracdo aguda de uma dose de cépsula de alho ndo afetou a frequéncia de
picadas de Ae. aegypti (RAJAN et al., 2005). Os autores sugerem estudo com uso
mais prolongado como possibilidade de que compostos repelentes possam ser
exalados atraves da pele.

Além dos efeitos observados na repeléncia e toxicidade dos mosquitos, o DAS3
parece alterar a reproducao, e por consequéncia, a dinamica populacional de alguns
insetos. Em dose subletal (CL20), as mariposas Sitotroga cerealella tratadas com essa

substéancia tiveram diminuicdo da fecundidade e quantidade de ovos viaveis, assim
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como alteracdo no tempo e frequéncia de acasalamento. Foi também detectada
diminuicdo da concentracdo de feromdénios e mudancas significativas do ciclo
circadiano das fémeas (CHANG et al.,, 2020). Estudos semelhantes podem ser
conduzidos com Ae. aegypti para verificar se os efeitos sdo também observados
nessa espécie.

Os estudos repelentes do 6leo de alho para Ae. aegypti citados acima focam
em sua atividade repelente corporal. Do ponto de vista epidemioldgico, os repelentes
corporais sao criticados uma vez que dependem da acao individual de uso do produto
(NORRIS; COATS, 2017). Por outro lado, os repelentes espaciais vem sendo
reconhecidos como alternativas inovadoras aos repelentes corporais, e podem se
tornar muito Uteis para o manejo integrado de vetores (ACHEE et al., 2019; NORRIS;
COATS, 2017). Produtos com alho tem sido comercializados como repelentes para
mosquitos no uso em jardins e gramados, como o Mosquito Barrier® e Mosquito-less®
comercializados nos EUA e Canada. A presenca desses produtos no mercado nao &
prova de que séo efetivos, uma vez que sao isentos de registro e portanto, ndo ha
exigéncia de comprovacdo de eficacia. A falta de evidéncias cientificas robustas
acerca do potencial repelente do alho, fazem com que autores equivocadamente o
declarem um ineficiente repelente (MAIA; MOORE, 2011).

Os repelentes espaciais e os repelentes de irritacédo por contato sdo tecnologias
mais aplicaveis e efetivas para o controle vetorial em escala populacional. O 6leo de
alho demonstrou sua atividade complementar em todas as formas de administracao
de um inseticida em adultos, com atividade interessante em todos 0s experimentos
realizados. Caracteriza-se como um bom candidato para desenvolvimento de
protétipos de produtos para uso em adultos em diferentes linhas: adulticida, repelente
espacial e de irritagéo por contato. Apos extensas buscas bibliograficas, este pode ser
o primeiro trabalho da literatura a reportar a atividade inseticida, repelente espacial e

repelente por contato do 6leo de alho (DUSI et al., 2022).
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Estudo toxicidade do 6leo de alho ArboS187 em embrifes Peixe-zebra (Danio

rerio)

Foi observado que as diferentes concentragbes do 6leo de alho ArboS187
apresentaram-se homogéneas no momento de sua dissolucdo e permaneceram
dessa forma até o término do teste. A Figura 32 mostra a visdo geral do teste de
embriotoxicidade. As concentracdes testadas foram: DMSO 1% (controle solvente -
CS); 0 (controle negativo — &gua do sistema de cultivo); 1; 2; 3,9; 7,7; 15,2; 30; 59,2 e
100 ppm de ArboS187 e o tempo total de exposicédo foi de 96 h.
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Figura 32. Gréfico “overview” do teste de embriotoxicidade do 6leo de alho ArboS187. CS: controle
solvente.

Apobs 24 h de exposicao foi observado que todos os embribes de peixe-zebra
expostos a concentracdo de 100 ppm de oleo de alho morreram, além disso, notou-
se uma mortalidade de 20% dos embrides expostos a concentragédo de 59,2 ppm. Na
mesma concentracao, observou-se que 10% dos embrides vivos apresentavam efeito
caracteristico de retardo no desenvolvimento embrionario (Figura 33) e o referido

precedeu a morte dos organismos no dia posterior (48 h de exposi¢éo).
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0 mg/L —aumento de 5x 59.2 mg/L —aumento de 5x

Figura 33. Fotodocumentacao de embrides de peixe-zebra “normal” (0 ppm) e um embrido com
atraso no desenvolvimento, exposto por 24 h a concentragéo de 59,2 ppm do 6leo de alho ArboS187.

As 72 h, observou-se que aproximadamente 20% dos embriGes de peixe-zebra
expostos a concentracdo de 30 ppm apresentavam edema cardiaco e 10% estavam

com atraso na eclosao (Figura 34).
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0 mg/L—aumento de 3.2x

59.2 mg/L—aumento de 5x

Figura 34. Fotodocumentacao dos embrides de peixe-zebra expostos por 72 h as concentracdes de 0
ppm (controle negativo), 30 ppm e 59,2 ppm do 6leo de alho ArboS187. a: edema; b: alteracdo na
absorcao do saco vitelinico; ¢: malformacédo da cauda.
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No mesmo periodo, notou-se que 21% dos embrides expostos a concentracao

de 59,2 ppm apresentaram malformacdo da cauda e alteracdo no saco vitelinico

(Figura 35).

30 mg/L—aumento de 5x | 30 mg/L—aumento de 3.2x

Figura 35. Fotodocumentagdo dos embrides de peixe-zebra expostos por 96 h as concentracdes de 0
ppm (controle negativo) e 30 ppm do 6leo de alho ArboS187. a: edema; b: alteragc&o no saco vitelinico;

c: curvatura anormal na cauda.

Ao final do bioensaio foi possivel determinar uma CLso 96 h para o 6leo de alho
ArboS187. A CLso 96 hpf (h pos-fertilizacdo) = 60.7 ppm, Modelo: Sigmoide 4
parametros, R?: 0,99, P < 0,001 (Figura 36).
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Figura 36. Curva de dose resposta (parametro: mortalidade) para o 6leo de alho ArboS187. A CLso
96 hpf (h pos-fertilizagédo) = 60,7 ppm, Modelo: Sigmoide 4 parametros, R2: 0,99, p < 0,001.
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O peixe-zebra € um bom modelo de ecotoxicidade, principalmente se tratando
de compostos que tem perspectiva de uso em ambientes aquaticos. A CLso estimada
para larvas e pupas de Ae. aegypti foram proximas a 1,0 ppm e 20,0 ppm,
respectivamente. A toxicidade em larvas de Ae. aegypti € cerca de 60 vezes maior
que a observada para peixe-zebra. Para pupas, € no minimo 3 vezes maior. A
persisténcia do 6leo de alho no ambiente € muito baixa. Foi demonstrado que mais de
60% de DAS?2 é perdido nas primeiras 4 h apés aplicacdo, sendo que somente 16%
permanece apOs 24 h (RAMAKRISHNAN; CHINTALWAR; BANERJI, 1989). E
importante ressaltar que os inseticidas aplicados em criadouros de Ae. aegypti, hdo
chegam aos mananciais de agua na mesma concentracdo em que foram usados no
controle vetorial.

O suco de alho fresco preparado a partir da prensagem do alho cru foi testado
em diferentes concentragcdes em embribes de peixe-zebra. Os autores verificaram
toxicidade dose-dependente, com CLsode 0,03%, em torno de 300 ppm, bem superior
a encontrada no presente estudo com 6leo de alho. Em concentracdes inferiores a
0,01% (cerca de 100 ppm) néao foram observadas malformacdes, que se expressaram
como distorcdo da notocorda e alteracfes na inflacdo da bexiga natatéria a partir da
concentracdo de 0,02%. As malformacdes foram mais severas com o aumento da
concentracdo, chegando a 100% de mortalidade em 12 h para a concentracdo de
0,08% (MAJEWSKI; KASICA, 2017). Ja o extrato envelhecido de alho, produzido pela
maceracao de alho em solucédo hidroalcodlica por 15 meses, ndo exibiu toxicidade em
embribes de peixe-zebra. A andlise dos dois diferentes extratos de alho em HPLC
mostrou que a alicina € o componente principal do extrato de alho fresco e néo é
detectavel no extrato envelhecido. Por outro lado, no extrato envelhecido, o
componente majoritario & S-alil-cisteina (MAJEWSKI et al., 2017).

Um produto comercial a base de alho cujo principal componente é DAS2 foi
testado em diferentes espécies de abelhas. O produto foi toxico tanto para larvas
quanto para adultos de Apis mellifera, uma abelha que foi introduzida no Brasil
(XAVIER et al., 2015). O produto porém, n&o foi toxico para duas espécies de abelhas
nativas, a abelha “jatai” Tetragonisca angustula e a abelha “irai” Nannotrigona
testaceicornis (XAVIER et al., 2010). O trissulfeto de dialila ndo demonstrou
toxicidade em algas benignas nas concentracdes testadas, que variou de 1 a 10 ppm.
Por outro lado, a CLso de 24 h variou de 1,4 a 10,8 ppm para diferentes espécies de

zooplancton e juvenis de peixes e crustaceos (ZHOU; CHEN; ZHENG, 2010).
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Formulacdes de 6leo de alho ArboS187 com CDot

Diante do grande potencial descrito do 6leo de alho como inseticida, atuando
em todas as formas de vida do mosquito, foram iniciados estudos para
desenvolvimento de formulacdes. O 6leo de alho ArboS187 € imiscivel em &gua e
possui alta volatilidade, fazendo com que essas sejam as principais caracteristicas a
serem superadas. As formulacfes, do tipo nanoemulsfes, foram desenvolvidas
utilizando 6leo de alho e Carbon dots (CDots). Os Cdots séo hidrossoluveis e, através
de interacdes intermoleculares, sdo capazes de solubilizar componentes oleosos em
agua, sem necessidade de uso de surfactantes (Figura 37). Nesse trabalho, foi

possivel observar os CDots no interior de larvas em lupa de fluorescéncia (Figura 38).

Figura 37. Carbon dot (CDot) em p6, em solugdo aquosa e em solugdo aquosa sob luz UV.

Nas imagens da Figura 38, € possivel observar uma grande concentracéo de
CDot por todo tubo digestivo das larvas, evidenciando que as larvas estéo filtrando o
CDot presente na solucdo. Estudos adicionais de microscopia tornardo possivel a
deteccdo, com precisao, dos locais onde o CDot se acumula e desenvolvimento de
formulagbes que favoregam a atividade dos principios ativos.

Em teste com copos de 200 mL com 25 pupas, as solucdes de alho ArboS187
em CDot foram aparentemente mais ativas que as solucdes de alho ArboS187 diluidas

em DMSO (Figura 39 e 40). A CLso em pupas, em 72 h, para solugdo com CDot foi de
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10,4 ppm e de 20,3 ppm para a solucdo em DMSO, sem CDot (Figura 40). Os dois
tratamentos possuem eficacia similar (efeito maximo na mesma concentracéo),
apesar do tratamento com CDot ser mais potente, visto que é necessaria uma menor
concentracdo para atingir metade do efeito maximo (CLso). A andlise de variancia
ANOVA seguido de Tukey mostrou que a mortalidade nas concentracfes de 15 ppm
e 25 ppm foram significativamente diferentes. E possivel que o incremento da
atividade pela adicdo do CDot seja pelo aumento de solubilidade do éleo de alho em
agua. O controle em que foi testado apenas CDot diluido em &gua ndo matou

nenhuma pupa.

Figura 38. Fotomicrografia de fluorescéncia de larvas de Ae. aegypti tratadas com Cdot. Na esquerda
uso do filtro REDx e na direita filtro GFP. As imagens foram sobrepostas usando o software ImageJ.
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Figura 39. Copos do teste pupicida em dilui¢cdo seriada com solucdes de 6leo de alho ArboS187 e
CDot (da segunda ate ultima fileira de copos) e DMSO (copos na extrema esquerda).
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100
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8
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Figura 40. Comparacao da curva dose resposta em pupas de Ae. aegypti de ArboS187 com e sem
CDot.

Os experimentos iniciais de deteccdo dos CDots no interior das larvas
demonstraram que o material possui bom perfil de disponibilidade e absorcdo. O
aumento de efeito toxico do 6leo de alho na presenca de CDot em pupas sugere que
a nanoparticula é capaz de melhorar o drug delivery, possivelmente por melhorar a
solubilidade e biodisponibilidade do 6leo. Apos esses resultados, foram desenvolvidas

nanoemulsdes utilizando o éleo de alho ArboS187 e CDot em p6 ou liquido.

Nanoemulsfes de 6leo ArboS187 com CDot em po6

Emulsbes sao sistemas coloidais de dois liquidos imisciveis, em que uma fase
esta dispersa na outra por meio do uso de agentes emulsificantes. As nanoemulsdes
sdo emulsdes que possuem tamanho médio de goticula inferior & 500 nm (ADIL;
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ONAIZI, 2022). Inicialmente foram realizados experimentos para observacdo das
condicbes experimentais que afetassem substancialmente a formacdo das
formulacbes. Nesses experimentos foram observados a ordem de adicdo dos
materiais de partida, tempo de agitacdo e o solvente reacional. Para as primeiras
reacoes a temperatura reacional foi 30 °C sob agitacdo com barra magnética
constante em sistema aberto. Foram adicionados 0,9 g de CDot em po e 0,6 g de 6leo
de alho ArboS187.

Na primeira formulagdo, o 6leo foi adicionado ao CDot com agitacdo dessa
mistura por 5 min. Em seguida, foi adicionado 100 mL de 4gua e 5 mL de etanol, sendo
o sistema agitado por mais 12 min. Foi observada uma extensa camada de 6leo na
superficie do liquido final (Figura 41). Na segunda reacdo o CDot foi adicionado
lentamente ao Oleo, levando a formacédo de uma mistura mais homogénea. Seguindo,
10 mL de agua foram adicionados sob agitacéo, seguido da adicdo de 10 mL de etanol
sob agitacdo. Para finalizar foram adicionados 90 mL de agua e o sistema ficou sob
10 min de agitacdo. A troca da ordem de adi¢éo levou a formagéo de um sistema com
menos 6leo na superficie (Figura 41). Para o teste seguinte, o etanol foi adicionado
antes da agua. Apo6s adicdo do etanol observou-se a formacao de um precipitado no
fundo do recipiente. Prosseguiu-se com adi¢cdo de 80 mL de agua e agitacédo por 10
min. Ao final foi observada uma camada de 6leo na superficie e precipitado de CDot.
Na quarta reacao, prosseguiu-se com método da segunda reacao, mas etanol e agua
foram adicionados inicialmente em mistura (1:1). Para esta reagcdo foi observada

pequena quantidade de 6leo na superficie.

.

Figura 41. Teste de formulacdes de 6leo de alho ArboS187 com CDot em pd. Esquerda: 12 reacao.
Direita: 22 reacao.
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Apos o periodo de 24 h de repouso, foi observada deposi¢cdo de CDot em todas
as quatro reacdes bem como um aumento na camada de 6leo sob a superficie do
sistema. De forma geral, foi possivel observar nos testes iniciais que a ordem de
adicdo dos reagentes interfere na reagdo e que a homogeneizagdo é melhor quando
o CDot é adicionado ao 6leo de forma lenta e sob agitacdo constante. A variacéo da
forma de adicdo e da quantidade do solvente reacional permitiu inferir que o etanol
promove a precipitagdo de particulas de CDot. Por outro lado, quanto menos etanol
mais espessa a camada de 6leo da superficie do sistema.

Em seguida, foram realizados experimentos com alteracdo da temperatura
reacional, e uma vez que o 6leo de alho é volatil, foi realizado em sistema fechado.
Para tal, os sistemas foram montados em refluxo a 30 °C, 40 °C e 50 °C sob agita¢céo
constante por 2 h. Os produtos se mostraram mais fluidos e homogéneos do que nos
experimentos anteriores. Apos resfriamento e repouso, porém, foi observado 6leo na
superficie de todos os sistemas. Foi observado que a agitacdo branda por meio de
barra magnética ndo era capaz de movimentar todo o sistema e ndo tinha energia
suficiente para emulsionar o 6leo. Diante desses resultados, foi possivel concluir que
a ordem de adicdo, o solvente reacional e a agitacdo sdo fatores determinantes,
enguanto a temperatura do sistema € irrelevante.

Para os experimentos seguintes, as formulacbes foram preparadas com
dispersor Ultra Turrax IKA T25 digital, com elemento de dispersdo em aco inoxidavel
e com ajuste de velocidade de 3.000 a 20.000 rpm. Apesar do CDot ter se mostrado
efetivo para a disperséo do 6leo de alho, percebeu-se a necessidade de adocéo de
um agente emulsificante para incorporacdo de uma grande quantidade de 6leo em
formulacdes. Um conjunto de 13 novas formulac¢des foram montadas com variacao da
guantidade de Oleo e sistema tensoativo (CDot, tensoativo ou mistura de CDot e
tensoativo), assim como da quantidade e tipo de solvente (Tabela 11). Essas
formulacg6es foram produzidas a 30 °C com agitacao a 10.000 rpm, por 30 min., com
todos os materiais de partida adicionados ao mesmo tempo.

Nas formulacfes 1 e 2 houve precipitacdo de CDot, sendo maior precipitacao
na formulacdo 1. Na formulacdo 2 ndo houve separacdo de fases, enquanto na
formulagéo 1 houve formacgdo de uma pelicula de 6leo. Assim, a formulagéo 3 foi
montada de maneira similar a 2, mas sem a adicao de etanol. A formulacéo 3 foi a
primeira reacdo em que ndo houve precipitacdo de CDot e nem separacao de fases.

O mesmo ocorreu para a formulagdo 4, mas em virtude da presenca de etanol a
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guantidade de tensoativo teve de ser quadruplicada. Portanto, a formulacéo 3 foi tida
como modelo para que os parametros pudessem ser otimizados.

A formulagédo 5 foi montada com sistema tensoativo sem CDot para que
pudesse ser observado o efeito desse componente nas formulagdes. Ao final, foi
obtido liquido branco leitoso, caracteristico de uma emulsdo. Na formulacédo 6 foi
observado o efeito do aumento da concentracdo final de dleo de alho, que resultou
em formulacdo estavel e homogénea sem a presenca de precipitado ou sobrenadante.
Para as formulacbes 7 e 8, houve modificagdo da velocidade de agitacdo, sendo
adotada a velocidade de reacédo de 3.000 rpm e 5.000 rpm. A reducédo da velocidade
de agitacéo levou ao surgimento de 6leo sobrenadante, sugerindo a necessidade de
agitacdo vigorosa para uma emulsdo homogénea e estavel. Nas formulagdes 10 a 13
foram modificadas as proporcdes entre 0s reagentes, que nao resultaram em
vantagens para o sistema.

As formulacdes foram submetidas a analise por espalhamento dinamico de luz
(DLS). Esta técnica determina o tamanho de particula, o indice de polidisperséo (Pdl)
e o0 potencial zeta do sistema, parametros fisico-quimicos cruciais na determinacéo
da estabilidade do sistema. A analise mede o tamanho das goticulas dispersas no
meio liquido, o que corresponde a tamanho das gotas mais a camada de solvente em
sua superficie. Os valores resultantes da avaliacdo por DLS junto a inspecéo visual

guiaram o prosseguimento dos experimentos.

Tabela 11. Par&metros para preparacdo das formulages 1 a 13 ArboS187 e CDot em agitador Ultra
Turrax a 10.000 rpm. Sistema tensoativo: CDot e polissorbato.

Formulagdo Tipo Solvente Vol (ml) Oleo de Alho (mL) SIStem&(l r;?_?soatlvo
1 Etanol/H20 10 0,6 0,9
2 Etanol/H20 9 0,6 1,9
3 H20 9 0,6 1,9
4 Etanol/H20 6 0,6 4,9
5 H20 9 0,6 1
6 H20 9 0,9 1,8
7t H20 9 0,6 19
8? H20 9 0,6 1,9
9 H20 8,2 1,8 15
10 H20 9 0,9 2,7
11 H20 9 1,8 1,8
12 H20 9 0,9 2,25
13 H20 20 1,8 2,7

1: velocidade de agitagdo de 3.000 rpm; 2; velocidade de agitacdo de 5.000 rpm;
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Dessa maneira, ao final desses experimentos foram estabelecidos alguns
parametros para a producdo das formulacdes: temperatura de 30 °C, proporcdes
equivalentes entre os materiais de partida com 9 mL de 4gua, adicdo de todos os
componentes logo no inicio da reacao e agitacdo a 10.000 rpm por 30 min. Apés a
definicdo desses parametros, foram planejadas novas reacfes para otimizacdo da
guantidade do sistema tensoativo, quantidade de solvente no sistema e ordem de
adicdo dos reagentes. Na nova etapa foram produzidas 35 novas formulacdes
seguindo os parametros da Tabela 12.

Dentre os parametros observados, a escolha do sistema tensoativo foi crucial.
Nas formulacfes 33, 34, 37 e 38 foi utilizado um sistema tensoativo diferente (CDot
com lauril sulfato sodico) que ndo levou a formacdo de uma emulsdo estavel. A
inclusdo de NaCl como um co-estabilizante nao resultou em melhora das
caracteristicas da formulacéo.

A avaliacdo das formulacdes resultou na percepcédo de que o tempo de reacdo
é importante, visto que tempos de reacao inferiores levam a formacéo de sistemas
com 6leo da superficie. O aumento do tempo reacional forma formulacdes mais

estaveis. O tempo padrao escolhido para as reacées com CDot em po6 foi de 30 min.

Tabela 12. Parametros para a producéo das formulacdes de CDot e 6leo de alho ArboS187 14 a 50.
Sistema tensoativo: CDot e polissorbato.

Oleode Agua Sist. Tens. Rotacdo Tempo % final

Form. Ordem de adi¢éo

alho (mL)  (mL) (mL) (rpm) (min) dleo
14 1,8 20 3,6 10000 30 7,6 Todos juntos
15 1,8 20 3,6 10000 30 7,6  Oleo + CDot + polissorbato -> 10 min -
> Solvente -> 20 min
16 1,8 20 3,6 10000 10 7,6 Todos juntos
17 1,8 20 3,6 10000 30 7,6  Oleo + CDot + polissorbato -> 20 min -
> Solvente -> 10 min
18 0,9 10 1,8 10000 30 7,6 Oleo + polissorbato + Solvente -> 10
min -> CDot -> 20 min
19 0,9 10 1,8 10000 30 7,6 Solvente + CDot + polissorbato -> 10
min -> Oleo -> 20 min
20 1,8 20 3,6 10000 30 7,6 CDot + polissorbato -> 10 min ->
Solvente + Oleo -> 20 min
21 0,9 10 1,8 10000 30 7,6 Solvente + CDot -> 10 min -> Oleo +
polissorbato -> 20 min
22 1,8 20 3,6 10000 30 7,6 Oleo + polissorbato -> 10 min ->
Solvente + CDot -> 20 min
23 0,9 10 1,8 10000 30 7,6 Oleo + Solvente -> 10 min ->
CDot + polissorbato -> 20 min
24 1,8 20 3,6 10000 30 7,6 CDot + polissorbato -> 5 min -> Oleo ->
5 min -> Solvente -> 20 min
25 1,8 20 3,6 10000 30 7,6 Oleo + CDot -> 5 min -> polissorbato ->
5 min -> Solvente -> 20 min
26 1,8 20 3,6 10000 30 7,6 polissorbato + Oleo -> 5 min -> CDot ->

5 min -> Solvente -> 20 min
27 0,9 10 0,9 10000 20 8,3 Todos juntos
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Oleode Agua Sist. Tens. Rotacdo Tempo % final

Form. Jho(ml) (mL)  (mL) (rpm)  (min)  6leo Ordem de adicdo
28 1,8 20 3,6 10000 30 7,6 Oleo + CDot -> 5 min -> Solvente -> 5
min -> polissorbato -> 20 min
29 0,9 10 1,6 10000 30 7,8 Todos juntos
30 0,9 10 1,4 10000 30 7,9 Todos juntos
31 0,9 10 1,2 10000 30 8,0 Todos juntos
32 0,9 10 1 10000 30 8,2 Todos juntos
33 0,9 10 1,8tens 2 10000 30 7,6 Todos juntos
34 0,9 10 1,6tens 2 10000 30 7,6 Todos juntos
35 0,9 10 1,8 10000 30 7,6 Oleo + CDot + Solvente ->10 min ->
polissorbato -> 20 min
36 1,8 20 3,6 10000 30 7,6 Oleo + CDot -> 10 min -> polissorbato
+ Solvente -> 20 min
37 0,9 10 1,8tens 2 10000 60 7,6 Todos juntos
38 0,9 10 1,8tens 2 10000 40 7,6 Todos juntos
39 0,9 10 1,8 10000 40 7,6 Solvente + CDot -> 20 min -> Oleo +
polissorbato -> 20 min
40 0,9 10 1,8 10000 30 7,6 Solvente + CDot -> 20 min -> Oleo +
polissorbato -> 10 min
41 0,9 10 1,8tens 2 10000 30 7,6 CDot + solvente -> 15 min ->
polissorbato + 6leo -> 15 min
42 0,9 10 1,8 10000 60 7,6 CDot + solvente -> 20 min ->
polissorbato + 6leo -> 40 min
45 0,9 10 1,8 3000 30 7,6 Todos juntos
46 0,9 10 1,8 5000 30 7,6 Todos juntos
47 0,9 10 1,8 15000 30 7,6 Todos juntos
48 0,9 10 1,8 10000 60 7,6 Todos juntos
49 0,9 10 1,8 10000 90 7,6 Todos juntos
50 0,9 10 1,8 10000 30 7,6 Todos juntos + NaCl 100 mM
53 0,9 10 1,8 10000 30 7,6 Todos juntos + NaCl 25 mM

Form: Formulacgéo; Sist Tens : sistema tensoativo

Dentre todos os parametros investigados um dos mais crucias refere-se a
velocidade de agitacao do sistema. De forma geral, rotacbes menores (3000 e 5000
rpm) produzem formula¢cdes com 6leo sobrenadante. Por outro lado, a elevacdo da
velocidade de agitacdo acima de 10.000 rpm nédo parece ter efeito benéfico e resultaria
em maior gasto energético e de desgaste do equipamento. Apds o estudo das 50
formulacdes, foi definido que para formulacdées com CDot em pé a velocidade de
agitacao ideal € 10.000 rpm.

Formulacgdes de 0leo de alho ArboS187 com CDot liquido 1

Os parametros otimizados para o CDot em p6 foram aplicados para os sistemas
com o CDot liquido 1. Nesta etapa, foram produzidas 6 formulagdes podendo ser
visualizados na Tabela 13. Como o CDot liquido 1 é uma suspensao com
concentracéo especifica foi necessario ajuste na quantidade de CDot. Em 2,25 mL de

CDot liquido 1, h4 aproximadamente 0,9 g de CDot. Como o CDot usado € uma
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suspensao aquosa, fez-se necessario algumas avaliacdes acerca da ordem de adicao

dos reagentes.

Tabela 13. Parametros para preparacdo das formulagbes de ArboS187 e CDot liquido 1. Sistema
tensoativo: CDot e polissorbato.

Sist Tens

Formulag&o Oleo de alho (mL) Agua (mL) (mL) Tempo (min)
43 0,9 7,75 3,15 30
44 0,9 4 3,15 30
51 0,9 2,5 3,15 60
52 0,9 2,5 3,15 60
55 0,9 7,75 3,15 60
56 0,9 2,5 3,15 30

Sist Tens : sistema tensoativo.

Como anteriormente, observou-se que a necessidade de adicdo de quantidade
superior de sistema tensoativo em relagdo a quantidade de Oleo de alho. As
formulagbes 51, 52 e 55 n&do apresentaram formacao de sobrenadante, e nas 52 e 55
nao houve formacado de precipitado. As reacdes 43, 44 e 56 apresentaram 0Oleo na
superficie, sugerindo a necessidade de aumento do tempo reacional. O tempo de
agitacdo necessario para sistemas com CDot liquido 1 é de 60 min, quando néo é
mais observada separacdo de fases. O CDot liquido 1 se mostrou superior ao CDot
em po, ja que foi possivel aumentar a proporcdo de Oleo na formulacdo. As
formulacbes obtidas neste processo apresentam coloracdo preta, assim como as

formulac6es com CDot em pdé.

Formulacdes de 6leo de alho ArboS187 com CDot liquido 2

A partir da disponibilidade de uma nova apresentacéo de CDot liquido, novos
experimentos foram realizados, utilizando os paréametros otimizados dos sistemas
anteriores. O CDot liquido 2 é mais viscoso e homogéneo, mais concentrado quando
comparado ao CDot liquido 1. Foi realizado entdo o calculo para manutencdo da
concentracéo de 0,9 g de soluto. Contudo, uma simples extensdo da metodologia ndo
formou sistemas estaveis. Assim como o desenvolvimento das formulacdes
anteriores, a avaliacdo preliminar da estabilidade do sistema se deu por analise visual,
no qual se observou a existéncia de 6leo como sobrenadante ou a precipitacdo de

CDot. Como o sistema anterior era uma solugéo escura, a formagéo de sobrenadante
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era de facil visualizacdo, fato que ndo se estende para este novo sistema que
apresenta uma cor mais clara.

Desta forma, a propor¢cao entre os materiais de partidas, sua ordem de adicao,
a homogeneizagdo do sistema, a quantidade do solvente e as condigdes
experimentais como: temperatura, tempo e velocidade de agitacao tiveram que ser
estudados para a obtencdo de sistema estavel. De forma sucinta, os dados dessa
variagcdo estdo presentas nas Tabela 14.

A principal caracteristica que diferencia as formula¢des obtidas a partir de CDot
liguido 2 das outras € a coloracdo azulada. Apesar do inicio da reacdo possuir
coloracdo semelhante aos sistemas anteriores, uma tonalidade marrom, o sistema
passa por um tom acinzentado até formar a sua coloracédo azul caracteristica (Figura
42). Tal fato permitiu inferir que os tipos de CDot interagem diferentemente no sistema
com o 6leo de alho. Semelhante as outras formulacdes, foi observado ser necesséria
guantidades maiores do sistema tensoativo do que 6leo de alho. O 6leo precipita
quando a quantidade do sistema tensoativo adicionada é proporcionalmente menor
que o 6leo de alho (Figura 43). Como também observado anteriormente, velocidades

de agitacdo mais brandas levam a formacéo de sistemas instaveis.

Tabela 14. Parametros para preparo das formula¢des de éleo de alho ArboS187 com CDot liquido 2.
Sistema tensoativo: CDot e polissorbato.

Formulacéo Oleo de alho Agua (mL) Sistema tensoativo Rotacgé&o (rpm) Tempo (min)
(mL) (mL)
57 1 4 2,05 10000 60
58 1,2 4 1,8 10000 60
59 1,2 4 1,9 10000 60
60 11 4 1,97 10000 60
61 1,1 4 1,97 10000 45
62 1,2 5 1,0 10000 60
63 1,1 4 1,97 10000 20
64 1,1 4 1,97 10000 60
65 1,1 4 2,0 3000 60
66 1,1 4 2,0 5000 60
67 0,9 4 3,0 10000 60
68 0,9 4 2,0 10000 60
69 0,9 4 2,5 10000 60
70 0,9 4 2,7 10000 60
71 0,9 7,75 3,15 10000 60
72 8 32 16,44 10000 60
73 8 36 12,4 10000 60
74 8 32 16,4 10000 120
77 10 32 14,5 10000 60
78 7,2 35 10,2 10000 60
79 7,2 32 13,2 10000 60
80 7,2 32 13,2 10000 60
81 5 0 10,0 10000 90
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Formulacao Oleo de alho Agua (mL) Sistema tensoativo Rotacéo (rpm)  Tempo (min)
(mL) (mL)
82 4 16,5 8,0 10000 180
83 4,03 33 8,06 10000 90
84 4,03 33 8,06 10000 60
85 4 33 8 10000 90

Figura 42. Frasco contendo emuls&o de CDot liquido 2 com mudanca de coloragéo ao longo do tempo

de reacdo.

Figura 43. Formulacdes ap6s diluicdo em agua e repouso. Esquerda: formulacdo com precipitagao.

Direita: formulacao estavel sem precipitacado.

A formulacéo final selecionada contém 71,5% de agua e o restante é composto

pelo 6leo de alho ArboS187 e sistema tensoativo com CDot liquido 2. Ficou

estabelecido tempo total de 90 min com agitacao a 10.000 rpm a temperatura de 30

°C.
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Testes de escalonamento em bancada de alho ArboS187 com CDot liquido

Dois testes de escalonamento em bancada foram realizados, com as
formulaces de 6leo de alho ArboS187 com CDot liquido 1 e 2. O escalonamento
permite compreender o comportamento da reagdo quando aumentado o volume dos
materiais de partida, bem como do solvente reacional. Este teste é de suma
importancia, pois permite avaliar se a metodologia desenvolvida pode ser aplicada
para producdo em larga escala e os principais ajustes necessarios dos parametros
reacionais. Foram preparadas 200 mL de cada formulagdo, aproximadamente 15
vezes 0 volume de trabalho inicial. Para a formulagédo com CDot liquido 1 foi realizado
um sistema em triplicata, enquanto para a formulacdo com CDot liquido 2, foram
realizadas trés diferentes reacdes com pequenas alteragcbes na quantidade de
solvente. Os dados da reacdo escalonada estéo presentes na Tabela 15. As reacdes
ocorreram a temperatura de 30 °C com agitacéo a 10.000 rpm. Foi também produzida
uma reacao escalonada sem CDot algum seguindo os mesmos parametros das

formulagBes com CDot liquido.

Tabela 15. ParAmetros usados para o escalonamento de bancada das formula¢cdes com de alho de
6leo ArboS187 e CDot liquido 1 e 2. Sistema tensoativo: CDot e polissorbato.

Sistema  Tempo de

Tipo Oleode Agua . P % %final

Form. CDot alho (mL) (mL) Ten(i?f)tlvo a%:;eilg)ao de 6leo
87.1 1 154 1326 53.9 60 7,6
87.2 1 15,3 132 53,55 60 7,6
87.3 1 15,3 132 53,35 60 7,6
125 2 20,0 140 40,0 90 10
126 2 20,0 150 40,0 90 9,5
127 2 20,0 160 40,0 90 9,0

Os parametros que possuem importante influéncia na estabilidade das
formulagfes sdo o tamanho de particula, a homogeneidade do sistema e as forgas de
atracdo ou repulsdo na superficie das particulas. Quanto menor o tamanho dos
glébulos, mais estavel é a emulséo. Isso ocorre uma vez que a forga gravitacional tem
menor influéncia sobre particulas menores, protegendo o sistema da sedimentacao
ou coalescéncia (TADROS et al., 2004). A sele¢do do 6leo, do sistema tensoativo e
do método de obtencdo da emulsdo interferem diretamente no tamanho das
particulas, na homogeneidade e estabilidade do sistema. A estabilizacdo das

nanoemulsdes pode ocorrer através de forcas de atracdo ou repulsdo. O potencial
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zeta é definido como a diferenca de potencial entre os ions ligados a superficie da
particula e uma regido neutra da formulacéo. Quando o valor desse potencial é acima
de 30 mV (em modulo) as forcas de repulsdo sdo as principais em relacdo a
estabilizacdo do sistema. Em sistemas com tensoativos ndo-ionicos as forgas de van
der Waals podem impedir a colisédo das particulas. Nesses sistemas nao-idnicos o
impedimento estérico resultante do tamanho do polimero tensoativo € outro fator para
a estabilizacdo da nanoemulsdo (ADIL; ONAIZI, 2022; TADROS et al., 2004). As
emulsbes do tipo Pickering sdo estabilizadas pelo uso de nanoparticulas sélidas e
demonstram vantagens de estabilizacdo frente aos sistemas convencionais. O
aumento da quantidade de nanoparticulas tende a diminuir o potencial zeta do
sistema. Ainda, nanoparticulas de carga neutra tendem a formar uma rede de
particulas na fase continua que estabilizam as nanoemulsdes Pickering (ADIL;
ONAIZI, 2022).

Todas as formulacbes mostraram caracteristicas bastante similares aos
sistemas em menor escala. Os testes de estabilidade das emuls6es com CDot liquido
1 mostraram algumas flutuacdes dos parametros observados ao longo de 12 semanas
(Figura 44). As formulacfes estocadas na geladeira e estufa sofreram as maiores
flutuacbes de tamanho, potencial zeta e indice de polidispersdo (Pdl). A baixa
temperatura a formulacéo ficou com aspecto mais viscoso, potencialmente por afetar
0 estado do 6leo na emulséo.

Durante todo o experimento o tamanho de particula ficou abaixo de 200 nm,
sendo portanto possivel caracterizar as rea¢cdes como nanoemulsdes. O potencial
zeta ficou abaixo de 30 (em mdodulo) em quase todos 0s momentos e temperaturas de
estocagem. Esse baixo valor de potencial zeta era esperado uma vez que o sistema
tensoativo utilizado n&o possui carater idnico. O Pdl ficou abaixo de 0,3 em todo o
experimento, e aliado a estabilidade do tamanho de particula, sugerem que as
formulagBes se mantiveram estaveis ao longo do experimento. Nao houve diferenca
nos parametros para as amostras estocadas em frasco ambar ou translucido,
sugerindo que, em 12 semanas, a luz néo € fator determinante para a estabilidade do
sistema (Figura 44). No geral, as formulagBes estocadas a temperatura ambiente
tiveram menor flutuacéo no valor dos parametros observados, o que sugere que essa
tende a ser a condicdo ideal de estocagem dessas formulagdes. Os testes

preliminares de estabilidade das emulsées com CDot liquido 1 sugerem que as
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formulacbes mantém estabilidade em todas as condicbes de armazenamento

avaliadas.
Tamanho Pdl Zeta
0,
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Figura 44. Caracteristicas das formula¢des escalonadas com CDot liquido 1 apos estocagem sob
diferentes condicdes de temperatura. TA Claro: temperatura ambiente em frasco translicido; TA
Ambar: temperatura ambiente em frasco &mbar. Tamanho em nm; potencial Zeta em mV.

Para as trés formulacdes escalonadas com CDot liquido 2 (formulacdes 125,
126 e 127), foi observado um aumento no tamanho de particula ao longo do tempo
guando estocadas na estufa (Figura 45). Da mesma forma, o Pdl para as formulagbes
estocadas em estufa demonstram instabilidade apdés 12 semanas de estocagem em
temperatura mais elevada. Em contrapartida, as formulacbes estocadas a
temperatura ambiente e sob refrigeragdo mantiveram estabilidade no tamanho de
particula e Pdl ao longo de 12 semanas. Desta forma, a estocagem em temperaturas
mais amenas sugere que as formulacbes se mantiveram estaveis. O tamanho de
particula nessas condi¢cdes se manteve abaixo de 200 nm em todas as medidas. O
Pdl variou entre 0,2 e 0,3, valores aceitaveis para indicar homogeneidade do sistema
e uma possivel estabilidade. O potencial zeta de todas as amostras ficou abaixo de
30 (em modulo) sugerindo que as forcas eletrostaticas tem pouco efeito na

estabilidade das nanoemulsdes preparadas (Figura 45).
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Figura 45. Caracteristicas das formulacdes escalonadas com CDot liquido 2 ap6s estocagem sob
diferentes condi¢des de temperatura. TA: temperatura ambiente. Tamanho em nm; potencial Zeta em
mV.

As formulagbes 127 (CDot liquido 2) e 129 (sem CDot) foram avaliadas em
HPLC no tempo O e apds 4 meses de estocagem nas trés condi¢cdes de
armazenamento (temperatura ambiente, estufa e geladeira). Para essa analise, foram
realizados testes com 3 diferentes filtros de amostra (Nylon, PTFE hidrofébico e
PVDF), volume (50 mL, 100 mL e 200 mL) e solvente de dissolugdo das amostras
(metanol, acetonitrila, etanol e agua). Além disso diferentes gradientes de eluicao
foram estudados e trés colunas cromatograficas C18 utilizadas. As melhores
condicBes de preparo de amostras foram a diluicdo em 200 mL de metanol e filtracéo
em membrana de PTFE hidrofébico. A coluna cromatografica e o gradiente de escolha
foram Phenomenex Kinetex 2,6 y EVO C18 250 x 4,6 mm utilizando gradiente :80-
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100% metanol (0-8 min), 100% (8-10 min), 100-80% (10-12 min), 80% (12-15 min)
com deteccéo a 215 nm. Foi feita uma curva de calibracdo com os padrdes analiticos
de DAS2 e DAS3 (Sigma-Aldrich). Para DAS2 a curva contou com 8 pontos variando
de 160 pg/mL a 12,5 yg/mL. Sendo DAS3 o composto majoritario, as concentragoes
variaram de 320 ug/mL a 25 pug/mL. As curvas foram lineares, com R? > 0.999.

A concentracdo inicial de DAS2 foi de aproximadamente 100 ug/mL e de DAS3
foi de 200 pg/mL nas amostras das formulacdes 126 e 129 diluidas 200 vezes em
metanol. As formulagbes contém, portanto, aproximadamente 20 mg/mL de DAS2 e
40 mg/mL de DAS3. Nao houve variacdo da concentracdo estimada de DAS2 e DAS3
para as amostras estocadas por 4 meses em geladeira em comparacédo com a analise
do inicio do experimento. J& 0 armazenamento em temperatura ambiente pelo mesmo
periodo causou uma diminuicdo de cerca de 30% de DAS2 e DAS3 para a amostra
127 (com CDot liquido 2) e de 40% para 129 (sem CDot). Possivelmente as interacdes
entre as nanoparticulas de carbono e o 6leo de alho sdo capazes de retardar a
vaporizagdo do 6leo nessas condi¢des. Ja as amostras da estufa perderam mais de
95% dos polissulfetos e tiveram uma mudanga de coloragdo significativa. A
formulacdo 127 se tornou castanho escura (antes era azul), cor do CDot liquido 2.
Esse mudanca de coloracdo e auséncia quase completa dos polissulfetos apés o
armazenamento em estufa € mais um indicativo de que a cor azulada vem de
interacdes entre os compostos do alho e grupos funcionais das nanoparticulas de
carbono.

A volatilidade do 6leo de alho é o possivel causador da instabilidade da
formulacdo detectada nas amostras estocadas em estufa nas avaliagbes de tamanho
de particula e homogeneidade da amostra (Figura 45). E importante ressaltar que as
amostras foram estocadas em frascos plasticos com bico conta gotas sem batoque e
rotineiramente abertas para execucdo dos experimentos de estabilidade e de
atividade biologica. Outra formulacdo com CDot liquido 2 estocada por 5 semanas a
temperatura ambiente em frasco de vidro com tampa rosqueéavel ndo teve alteracao
do teor de DAS2 e DASS. Portanto, novos experimentos devem ser conduzidos com
acondicionamento controlado dos frascos nas diferentes temperaturas para
determinar as condi¢fes 6timas de armazenamento.

A Figura 46 mostra os espectros de absorcédo no UV/Vis da formulagbes com
CDot em pg, CDot liquido 1 e 2, além dos reagentes isoladamente foram solubilizados

em agua. E possivel observar o surgimento de novas bandas de interagcdo em



122

aproximadamente 430 nm para a formulacdo 14 (feita com CDot em pé —
nanoformulacdo 1) e em 600 nm para a formulacdo 126 (feita com CDot liquido 2 —
nanoformulacao 3) (Figura 46). As novas bandas indicam que novas interacdes entre

0s componentes da formulacao foram formadas.
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Figura 46. Espectros de absor¢cdo UV/VIS das formulacbes e de seus reagentes isoladamente.
Nanoformulacéo 1: formulacdo de 6leo de alho com CDot em p6; Nanoformulacdo 2: formulagéo de
Oleo de alho com CDot liquido 1; Nanoformulagéo 3: formulacéo de 6leo de alho com CDot liquido 2.

As formulagbes foram avaliadas quanto a sua atividade biolégica em larvas e
pupas de Ae. aegypti. Todas as formulacfes tiveram CLso entre 10 e 15 ppm nas
primeiras 24 h, o que significa uma CLso tedrica de 1,0 a 1,4 ppm de 6leo de alho
(Tabela 16). A CLsode 72 h foi inferior que a de 24 h, com valores de 8,0 a 12,4 ppm
que resultam em CLso tedrica de 6leo de alho da ordem de 0,8 a 0,9 ppm. A CLso
determinada para o 6leo de alho ArboS187 puro em secéo anterior (Tabela 6) foi de
1,6 ppm em 24 h, reduzindo para 1,0 ppm em 72 h. A formulacdo entdo resultou em
aumento da atividade nas primeiras horas do teste. Uma vez que as CLsode 72 h sé@o
comparaveis, o desenvolvimento das formula¢cdes n&o impactou a poténcia final do

sistema.
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Tabela 16. Atividade larvicida das formulacfes escalonadas (Tabela 15).

Formulagéo % tedrica Clso 24h Clso 72h Clso 24h Clso 72h
final de éleo (form) (form) (6leo na form) (6leo na form)
87 7,6 14,0 12,4 1,1 0,9
125 10,0 10,6 8,0 1,0 0,8
126 9,5 10,5 8,2 1,1 0,8
127 9,0 11,0 8,8 1,1 0,9
129 9,5 13,8 8,2 14 0,8

CLso: concentragdo letal média, n=3.

Diferente do observado para a atividade larvicida, a atividade pupicida da
formulacédo 126 foi superior a atividade do 6leo de alho puro. A CLsoda formulacao foi
de 63,3 ppm, o0 que equivale a aproximadamente 6,5 ppm de 6leo de alho, enquanto
a CLsodo 6leo puro foi de 20,3 ppm. Em relagéo a atividade pupicida, a formulacgéo foi
capaz de aumentar em mais de trés vezes a poténcia do 6leo. A formulacdo 129,
produzida sem CDot, teve ClLso de 90,7 ppm em pupas 0 que equivale a
aproximadamente 8,6 ppm de 6leo de alho.

As formulacdes 126 e 129 também foram avaliadas quanto ao seu potencial
ovicida. Foram testadas na concentracao final de 1000 ppm de formulagcédo, o que
resultaria em concentracao tedrica aproximada de 95 ppm de 6leo de alho. A taxa de
eclosao espontanea média nos controles negativos foi de 68,8% para ovos eclodidos
em agua e 64,7% em ovos eclodidos em formulagdo com um dleo inerte (Tabela 17).
Em torno de 15,0% das larvas eclodiram espontaneamente nos sistemas com 6leo de
alho (formulacfes 126 e 129) e morreram imediatamente. As larvas que morreram
foram excluidas do célculo de taxa de mortalidade, uma vez que o efeito letal n&o foi
observado diretamente nos ovos. Apos estimulo a ecloséo, a taxa de ecloséo bruta
da formulagao 129 (sem CDot) foi 11,4% e 15,3% para a formulagéo 126 (com CDot).
Apés correcdo com a formula de Henderson-Tilton, a taxa de mortalidade causada

pelas formulagdes foi em média de 80%.



Tabela 17. Atividade ovicida das formulacbes escalonadas.

Taxa ecloséo . Taxa
Form Miré'th/r\;aS espontanea Tat)(oé:aﬁtz(gﬁao mortalidade
0 48h (%) 0 corrigida (%)
Agua 0 68,8 (+ 9,5) 76,7 (x 9,4) -
C Neg 0 64,6 (+17,7) 65,1 (+17,5) -
126 14,4 (+ 9,8) 0 15,3 (+11,9) 80,4 (+ 15,3)
129 15,2 (+ 19,1) 0 11,4 (+8,4) 81,5 (+ 14,8)
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C Neg: controle negativo DMSO.

Neste estudo, o 6leo de alho ArboS187 a 100 ppm diluido em DMSO exibiu
mortalidade corrigida de 59,6 + 10,6% dos ovos, menor que a atividade ovicida da
formulacdo. E possivel que a hanoemulsio melhore a biodisponibilidade do 6leo de
alho. A formulacdo também pode aumentar a persisténcia do 6leo, permitindo que
permaneca em solucao por mais tempo.

Em geral, as nanoformula¢gdes melhoraram a atividade do 6leo de alho. Por ter
via de exposicao oral, as larvas sdo mais expostas e, portanto, mais suscetiveis a
agentes exégenos. Por outro lado, pupas e ovos tem poucas vias de exposi¢do ao
meio externo, resultando em menor potencial de penetracdo de xenobibticos. A
nanoformulacao, portanto, melhorou a atividade pupicida e ovicida de maneira mais
importante do que a atividade larvicida. A partir dos resultados promissores, foi
possivel o desenho da extensdo da metodologia para producdo de nanoformulagéo

com CDot numa escala maior.

Escalonamento piloto em reator de alho ArboS187 com CDot liquido 2

Os testes de escalonamento piloto possuem grande importancia uma vez que
0 comportamento dos reagentes e do sistema de produgdo podem variar com 0
aumento da escala de producdo. Os primeiros testes de escalonamento piloto
realizados foram planejados para aumento de quase 100 vezes o volume do
escalonamento inicial de bancada. Em relacdo aos testes de bancada iniciais, 0
escalonamento piloto com 6leo de alho resultou em um aumento aproximado de 450
vezes o volume inicial. Primeiro foi realizado escalonamento no reator usando um o0leo
inativo, para observacao dos parametros reacionais e capacidade de emulsificacao

do sistema. Foi observado que apesar do reator possuir capacidade de 40 L, ndo seria
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possivel uso do volume total principalmente pela formacédo de espuma. No segundo
escalonamento, realizado com 0Oleo de alho ArboS187 e sistema tensoativo com CDot
liquido 2, foram obtidos aproximadamente 19 litros de solugdo. O tempo reacional
observado em bancada teve de ser estendido para 6 h de agitacéo no reator. Ao final
foi obtido um liquido azulado de coloracdo ligeiramente diferente da coloracao
observada na bancada.

Através da analise por HPLC, foi observado que o perfil cromatografico do 6leo
de alho ArboS187 variou em relacdo ao perfil observado para as formulagcbes de
bancada, mas foi semelhante ao observado para a formulacao (Figura 47), mostrando
gue o processo de escalonamento ndo afetou a composicao do 6leo. O lote de Gleo
ArboS187 utilizado no escalonamento, também da Sigma Aldrich, possui
proporcionalmente menos DAS3 que o outro 6leo utilizado anteriormente. Em
avaliacao por HPLC-UV (210 nm) esse 6leo possui 30,0% de DAS3, enquanto que o

6leo anterior continha 63% de DAS3.
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Figura 47. Perfil cromatogréfico em HPLC-UV a 210 nm do 6leo ArboS187 usado na formulacdo
escalonada (superior) e do 6leo de alho usado no escalonamento (inferior).

Por outro lado, a CLso larvicida da formulagédo escalonada com o6leo de alho
ArboS187 (CDot liquido 2) foi de 13,8 ppm (13,7 — 13,9) em 24 h, 11,0 ppm (10,9 —
11,0) em 48h e 10,6 ppm (10,5 — 10,8) ppm em 72h. Em comparacéo, a formulagéo
126 (com CDot liquido 2) produzida em bancada possui CLso de 10,5 ppm em 24 h,
9,4 ppm em 48 h e 8,2 ppm em 72 h. Considerando que os experimentos foram

realizados em dias distintos, com diferentes lotes de larvas, a atividade larvicida da
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formulacéo escalonada foi comparavel a atividade da formulacdo de bancada. Apos 3
meses de repouso em bancada, a CLso de 24 h da formulag&o escalonada em reator
aumentou para 24,9 ppm, fato também observado para as formula¢fes de bancada.
A atividade pupicida da formulacdo escalonada foi realizada ap6s 4 meses de
estocagem a temperatura ambiente, resultando numa CLso de 107,0 ppm (105,8 —
108,1), o que representa a concentracdo tedrica de 11,0 ppm de 6leo de alho puro. A
atividade pupicida dessa formulacgéo foi inferior que a da formulacdo de bancada 126
(CLso 63,3 ppm). Considerando que a formulacgdo ficou estocada por 4 meses antes
da avaliacdo da atividade pupicida, o resultado foi considerado satisfatorio. Portanto,
mesmo a troca de lote do 6leo de alho com diferente perfil cromatogréfico, o processo
de escalonamento rendeu uma formulagdo com atividade biologica interessante.

A melhor temperatura de estocagem da formulacdo com CDot liquido 2
produzida em bancada, foi a temperatura ambiente (Figura 45). Portanto, uma aliquota
da formulacédo escalonada foi mantida a temperatura ambiente em frasco de vidro
translicido para avaliagdo da estabilidade. N&o houve variagdo significativa do
tamanho de particula durante as 12 semanas de avaliacdo (Figura 48). O indice de
polidispersao teve pequena variagdo, mas se manteve em niveis adequados durante
todo o experimento. Assim como observado para todas as formulacdes anteriores, 0
potencial zeta da formulacdo ndo apresenta valor significativo, ficando abaixo 30 mV

(em médulo).
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Figura 48. Caracteristicas da formulacdo escalonada (ArboS187 e CDot liquido 2) em reator apés
estocagem sob temperatura ambiente. Tamanho em nm; potencial Zeta em mV.

A avaliacdo do teor de DAS2 e DAS3 na formulacéo escalonada foi realizada
apos 5 meses de estocagem em temperatura ambiente e frasco de vidro com tampa
metalica rosqueada. Houve uma perda de aproximadamente 25% do teor de DAS2 e

aumento de 10% de DAS3. A amostra foi rotineiramente aberta para execucao dos

O
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experimentos de estabilidade e atividade biolégica. Os resultados sugerem que novos
experimentos devem ser executados com amostras estocadas em frascos nao
violados durante o periodo todo da avaliacao.

O teste de escalonamento piloto resultou em formulagdo de Oleo de alho
ArboS187 com Cdot liquido 2 estavel com atividade biologica adequada. Diante dos
resultados promissores, foi realizado escalonamento de 150 litros de formulagéo para

realizagéo do teste em campo.

Ensaios toxicoldégicos com a nanoemulséo de 6leo de alho ArboS187 com Cdot

liguido 2

Ensaios toxicoldgicos da nanoemulséo de 6leo de alho desenvolvida nesta tese
foram realizados pela empresa Ecolyzer, pertencente a Rede Brasileira de
Laboratérios Analiticos em Saude (Reblas). Os relatorios emitidos pela empresa estao
no Anexo. O produto apresentou dose letal média (DLso) superior a 2.000 mg/kg peso
corpéreo, tanto na administracdo oral quanto dermal para ratos albinos (Rattus
novergicus), sendo classificado na classe toxicologica V do GHS (Global Harmonised
Classification System — OECD). Nao foram observados sinais de intoxica¢cao nos ratos
tratados com a maior dose (2.000 mg/kg de peso vivo). No teste de curta duragao para
danos oculares a viabilidade celular para a concentracéo de 5% foi de 78,15% e de
85,09% para 0,05%. O produto ndo promoveu irritacdo ocular e foi classificado como
“sem categoria” pela classificagao do GHS.

No ensaio de sensitizacdo dérmica foram observados tremores nos
camundongos nas primeiras 48 h de teste no grupo tratado com solucéo teste a 100%
(produto sem diluicdo) e no grupo do controle positivo (hexil cinamaldeido 25%). A
resposta linfoproliferativa porém n&o foi suficiente para causar sensibilizacdo e o
produto foi classificado como néo sensibilizante.

Nos testes de irritacdo dérmica, o tecido tratado apresentou viabilidade média
de 82,7% apds tratamento com o produto. Produtos que levem a viabilidade tecidual
superior a 50% séao classificados como Nenhuma categoria, nao irritante. De forma
semelhante, no ensaio de corrosao dérmica, a viabilidade do tecido apos 3 e 60 min
de exposicao foi superior a 100%, sendo classificado como nao corrosivo.

Os resultados das analises toxicoldgicas indicam que o produto formulado
possui baixo risco de toxicidade. Os experimentos realizados responderiam as
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exigéncias regulatorias da ANVISA quanto a avaliagéo toxicoldgica para o registro de
produtos saneantes desinfestantes, como para uso de inseticidas para acfes de
saude (ANVISA, 2010).

Estudos mostram o potencial uso de alho em terapias para o cancer (ZHANG
et al., 2020), no tratamento de Diabetes mellitus, de doencas cardiovasculares e na
protecao hepética (BANERJEE; MUKHERJEE; MAULIK, 2003; BAYAN; KOULIVAND;
GORJI, 2014). O alho ainda € ativo em bactérias, protozoarios, fungos e virus
(BAYAN; KOULIVAND; GORJI, 2014). Seu potencial uso como pesticida,
principalmente para controle de insetos e nematoides na agricultura é extenso
(ANWAR et al., 2017; BAKER; GRANT, 2018).

Cordeiros (Ovis aries) alimentados diariamente por 13 semanas com racao
suplementada com 200 mg/kg de 6leo de alho n&o tiveram alteracbes de ganho de
peso nem alteracBes bioquimicas em relacdo ao grupo controle (CHAVES et al.,
2008). A administracdo de dose oral de 300 mg/kg consecutiva por 4 dias de 6leo de
alho foi bem tolerada para ratos, mas nédo para camundongos, que toleraram bem a
dose de 175 mg/kg. Toxicidade foi observada em camundongos tratados com 200
mg/kg de DAS2 por 4 dias, sendo a dose de 80 mg/kg bem tolerada. Animais com
mutacBes em enzimas antioxidantes e de detoxificacdo podem apresentar perfil de
toxicidade alterados, por vezes sendo mais suscetiveis aos compostos do alho
(FISHER et al., 2007). Ratos em jejum por 24 h tratados com 100 mg/kg por via
intragastrica morreram em 24 h por edema pulmonar agudo severa. Dados
histol6gicos sugeriram que houve congestdo severa em todos os 6rgdos. Em ratos
alimentados, essa dose foi bem tolerada, assim como para ratos em jejum que haviam
sido adaptados para alimentacdo com 6leo de alho (JOSEPH; RAO; SUNDARESH,
1989). Em estudos de toxicidade aguda em ratos, a DLso de DAS2 foi superior a 5.000
mg/kg. Ainda em estudos agudos, o composto foi considerado como moderadamente
irritante para os olhos e irritante tépico severo em coelhos, e sensibilizante na pele em
porco da Guiné (BAKER; GRANT, 2018). A administracdo de 5 mg/kg e 50 mg/kg de
oleo de alho rico em DAS3 aumentou significativamente a anticoagulacédo de ratos,
aumentando o tempo de sangramento e de trombina, e de fatores anticoagulantes
como antitrombina Ill e proteina C. O uso da maior dose, 50 mg/kg, aumentou
significativamente a concentracdo de fibrinogénio plasméatico e afetou o nivel de
eritrocitos, hemoglobina e plaquetas. O aumento de fibrinogénio causado pela maior

dose néo resultou em maior coagulagdo possivelmente pela indugdo concomitante
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dos fatores anticoagulantes citados acima (CHAN; YIN; CHAO, 2007). O 6leo de alho
e seus polissulfetos em doses variando de 20 a 200 mg/kg sao capazes de modular a
atividade de enzimas hepaticas. A poténcia da estimulacdo ou inibicdo desses
sistemas depende tanto da enzima quanto do polissulfeto analisado (WU et al., 2001,
2002). Ratos tratados por gavagem de 50 ou 100 mg/kg por uma semana tiveram
reducdo dos danos renais causados pelo agente nefrotoxico nitriloacetato de ferro,

sendo considerado um quimioprotetor do sistema renal (IQBAL; ATHAR, 1998).

Ensaio preliminar de campo com a nanoformulacao de 6leo de alho

O ensaio preliminar em campo com a nanoformulacdo de Oleo de alho
desenvolvida nesse estudo (CDot liquido 2) foi realizado no Instituto de Central de
Ciéncias da UnB (ICC), prédio historico da UnB conhecido na comunidade académica
como “minhocao” (Figura 49). Apoés visita ao local, diversos tipos de estruturas do
prédio foram identificadas como criadouros de mosquitos. A maior parte dos
potenciais criadouros identificados sdo parte da estrutura fisica do prédio que ndo
podem ser removidas (calhas e outras estruturas de escoamento de agua). Portanto,
os locais tratados ndo armazenam agua para consumo humanao.

A fim de se determinar a diluicdo e forma de aplicagdo do produto em campo,
ensaios em baldes com 75 larvas e 10 pupas foi realizado. Foram testadas 5
concentracfes que variaram de 10.000 ppm a 625 ppm de produto formulado. Todas
as larvas morreram em menos de 1 hora da aplicacdo do produto em todas as doses
testadas. As pupas tratadas com todas as concentracfes também morreram, sendo
que 20% das pupas nos baldes de 625 ppm tardaram 48 h para o efeito letal.
Considerando os desafios do teste em campo, incluindo acesso aos reservatérios e
caracteristicas das linhagens de campo, e para facilitar a operacionalizacdo, a
concentracéo estimada final de 1.000 ppm nos reservatorios foi selecionada para o
inicio do teste em campo. Para atingir a concentracdo de 1.000 ppm em reservatorios
de até 4 litros, foi necessario produzir solugcédo estoque de 50 mL de produto por litro
de agua para acionamento do gatilho de pulverizacdo por até 2 segundos. O
tratamento dos reservatoérios foi sempre realizado ap6s o monitoramento semanal das
armadilhas, para evitar interferéncias na captura de mosquitos.

ApoGs a instalacdo das armadilhas e antes do inicio do monitoramento de
mosquitos, a equipe selecionou a Ala Norte do ICC (Figura 49) para a aplicacao do
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produto inseticida desenvolvido. Previamente a aplicacdo do produto, o
monitoramento dos mosquitos foi realizado por 5 semanas consecutivas, da semana
epidemiologica 5 a 9.

As armadilhas do tipo Mosquitrap® (Ecovec) utilizadas no estudo ja
demonstraram o potencial de monitoramento de mosquitos no campo (DEGENER et
al., 2015; EIRAS; BUHAGIAR; RITCHIE, 2014; RITCHIE et al., 2014). Ao todo 147
armadilhas foram instaladas ao longo do prédio, sendo 50 (34,0%) na Ala Norte, 55
(37,4%) na Ala Sul e 42 (28,6%) na Ala Central (Figura 49). Dentre as 147 armadilhas,
39,5% foram instaladas no subsolo, 36,1% no térreo e 24,5% no andar superior
(mezanino). O prédio ainda conta com dois blocos, Bloco A e Bloco B, localizados nas
partes inferiores e superiores da Figura 49, respectivamente. No total, 55,8% das
armadilhas foram instaladas do Bloco B e 44,2% no Bloco A. As diferencas na
guantidade de armadilhas se deram pelas diferencas de disposicdo de salas,
entradas, institutos e auditorios ao longo do prédio. As armadilhas foram instaladas
diretamente no solo, em locais com cobertura contra chuva e sem exposi¢éo solar.
Para a instalacéo das armadilhas, foram selecionados locais cujas condi¢des atrairiam
mosquitos fémea para oviposigao: locais escuros com pouca circulacdo de pessoas,

preferencialmente em cantos (para auxiliar na propagacgéo do odor do atraente).

ALASUL  ® ALA CENTRAL ©® ALA NORTE
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Figura 49. Mapa do posicionamento de todas as armadilhas instaladas no ICC da Universidade de
Brasilia.

As armadilhas foram monitoradas por 5 semanas antes do inicio do tratamento
(semanas epidemiologicas 5 a 9). Foi possivel observar que houve aumento da
guantidade de mosquitos capturados nas armadilhas ao longo das diferentes vistorias
(Figuras 50 e 51). Varios fatores podem ter contribuido para a variacdo na quantidade
de mosquitos capturados. O reconhecimento das armadilhas como possiveis
recipientes para oviposicdo pode ter feito com que inicialmente menos mosquitos
fossem capturados. A dindmica de ocupacao do prédio, com aumento progressivo de
atividades presenciais, fazendo com que houvesse maior circulacao e disponibilidade
de pessoas disponiveis repasto sanguineo das fémeas. A frequéncia e quantidade de
chuvas, que afeta a temperatura ambiente, sdo fatores com potencial impacto na
quantidade de mosquitos. E possivel observar que a diminuicio de mosquitos
capturados na semana 8 foi precedida por uma semana com grande quantidade de
chuvas e diminuicdo da temperatura ambiente (Figuras 50 e 51). Por outro lado, a
diminuicdo da quantidade de chuva da semana 12 em diante ndo levou a uma
diminuicdo da quantidade de mosquitos coletados. Pelo contrario, com diminuigédo das
chuvas, e aumento da temperatura ambiente, houve um aumento significativo na
quantidade de mosquitos capturados (Figura 50 e 51). A variacdo da temperatura e
pluviosidade ja foram reportadas como variaveis que afetam diretamente na
guantidade de mosquitos capturados (GAMA et al., 2007).

Como observado nas Figuras 50 e 51, houveram variagcdes expressivas na
guantidade de mosquitos capturados ao longo das semanas do estudo. A instalacao
de armadilhas ndo reduziu a quantidade de mosquitos, confirmando um estudo de

campo em Manaus que também utilizou Mosquitrap (DEGENER et al., 2015).
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Figura 51. Temperatura ambiente minima e maxima, e nimero de fémeas de Ae. aegypti capturadas
nas semanas epidemiolégicas 5 (30/01 a 05/02/2022) a 22 (29/05 a 04/06/2022).

Inicialmente especulou-se que as calhas de escoamento de agua do telhado,
térreo e subsolo, seriam os principais reservatorios utilizados pelos mosquitos. Em
visitas ao ICC no periodo de chuvas foram observados diversos dessas estruturas
com agua acumulada. Antes do inicio do experimento em campo, a prefeitura do
campus realizou a limpeza e desobstrucédo desses locais ao longo de todo o prédio.
Durante as visitas para o tratamento do prédio, se tornaram raras as ocasides em que
foi observado acumulo de agua nessas estruturas. Mesmo com a eliminacao desses
criadouros e diminuicdo da quantidade de chuvas, a quantidade de mosquitos
capturados continuou aumentando. ApGs duas semanas de tratamento com o produto
inseticida (semanas 10 e 11), foi observada pouca diferenca entre a quantidade de
mosquitos na Ala Norte (tratada) e nas outras areas do prédio. Essas observacdes
sugerem que os reservatorios tratados e que antes acumulavam a agua da chuva néo
eram os criadouros mais importantes para a proliferacdo dos mosquitos.

Por outro lado, a relacédo da captura de mosquitos com a quantidade de chuvas
pode nédo ser tao direta. Uma vez que as armadilhas simulam as condicdes ideais de
criadouros, € possivel que um aumento da captura de mosquitos nessas armadilhas
signifiqgue a diminuicéo de disponibilidade de criadouros no prédio. Isto €, a diminuigdo
ou auséncia de chuvas anularia a viabilidade de grande parte das estruturas expostas
do prédio em se tornarem reservatorios de mosquitos. Dessa forma, 0s mosquitos
buscariam as armadilhas como seus reservatérios preferenciais, aumentando a taxa
de captura. E interessante notar que as oscilagdes na captura de mosquitos S&o
concorrentes em todas as areas do prédio, em menor ou maior grau dependendo das
intervencdes realizadas. Por exemplo, houve aumento na quantidade de mosquitos
capturados nas semanas 13 e 14 em relacdo as semanas anteriores. Esse aumento,
porém, foi menor na Ala Norte (38 e 30 fémeas coletadas nas semanas 13 e 14), que
recebeu o tratamento, do que na Ala Sul (53 e 47 fémeas coletadas nas semanas 13
e 14), mas foi similar ao aumento na Ala Central (Figura 50 e 51).

A avaliacdo minuciosa dos resultados das vistorias sugeriu que a maior
guantidade de mosquitos era capturada no subsolo da area B do prédio. Foi também
observado que nas armadilhas préximas a bebedouros e banheiros eram capturados

mosquitos com maior frequéncia do que em corredores e escadas. Em comum, essas
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armadilhas estavam posicionadas em locais com presenca de ralos ou outra estrutura
de passagem de agua, que ndo estavam completamente fechados ou sem tampas.
Alguns dos banheiros proximos as armadilhas, principalmente no andar superior do
prédio, sdo pouco utilizados e frequentemente estavam com a tampa do assento
sanitario aberta. As proprias bacias sanitarias desses banheiros de pouco uso
poderiam ser reservatorios dos mosquitos.

Apés essas analises, os ralos e caixas de passagens de 4gua da Ala Norte
comecaram a ser tratados a partir da semana 12. Nas vistorias da semana 12, a maior
guantidade de mosquitos foi capturada na ala norte. Possivelmente, o tratamento dos
ralos repeliu os mosquitos desses criadouros fazendo com que buscassem as
armadilhas para a oviposicdo. Apesar do alho também possuir efeito adulticida, a
forma de aplicacdo do produto (na agua) faz com que o produto provavelmente nao
possua esse efeito. Por outro lado, pelo seu odor forte, o produto pode ter repelido os
mosquitos dos criadouros tratados, os deslocando para outros reservatérios. Na
semana 13, apos 2 ciclos de tratamentos nos ralos, houve maior captura na ala sul do
gue nas outras sec¢des do experimento.

De fato, o efeito do tratamento comecou a ser observado apés a semana 13,
em que a quantidade de mosquitos capturados na Ala Norte passou a ser sempre
menor do que da Ala Sul, com excecdo da semana 16, com reducdes de 20% a 62%
na quantidade de mosquitos na Ala Norte em relacdo a Ala Sul (maior reducédo na
semana 18). Na semana 15 houve um aumento subito na quantidade de chuvas, e
diminuicdo de temperatura ambiente, apés mais de trés semanas sem qualquer
pluviosidade. Na semana 18 também houve chuvas que precederam uma diminuicédo
na quantidade de fémeas capturadas na semana seguinte (Figura 50).

Diante da diferenga no numero de armadilhas instaladas nas diferentes sec¢des
do prédio, o IMFA (indice Médio de Fémeas Adultas de Aedes aegypti) pode
representar melhor a distribuicdo dos mosquitos. O IMFA corrige o nimero de
mosquitos capturados em relagéo a quantidade de armadilhas disponiveis. E possivel
observar na Figura 52 que antes da semana 10 houve oscilacdo acerca da regido com
maiores valores de IMFA, por vezes sendo a Ala Norte e em outras a Ala Sul. Ap6s o
inicio do tratamento da Ala Norte, o IMFA nessa regido s6 foi maior que na Ala Sul na
semana 12, quando foi iniciado o tratamento nos ralos e caixas de passagem de agua.
Dessa forma, € possivel observar que a introducédo do tratamento com o produto

formulado nesta tese produziu um impacto nesta avaliacdo de campo. O IMFA na
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semana 13 foi de 0,76 na Ala Norte, 1,02 na Ala Sul e 0,98 na Ala Central. Apos a
semana 12, o IMFA da Ala Norte variou de 0,2 (semana 16) a 0,76 (semana 13), de
0,18 (semana 16) a 1,12 (semana 18) na Ala Sul, e de 0,4 (semana 16) a 0,98 (semana
13) na Ala Central. Da semana 13 a 15 foi observada uma diminui¢ao progressiva do
IMFA da Ala Norte chegando a valor 35% menor ao IMFA da Ala Sul. Na semana 18
houve a maior diferenca observada, IMFA 60% menor na Ala Norte em relacéo a Ala
Sul, como também observado anteriormente com o numero de capturas (Figura 50 e
51). Essa variacdo diminuiu nas semanas seguintes potencialmente sinalizando uma
reducao da atividade do produto.

O ICC se estende, em sua totalidade, por 700 metros, sendo divido em trés
alas (norte, sul e central) de extensdes semelhantes (aproximadamente 230 metros
cada). O tratamento da Ala Norte pode também ter afetado a populacdo de mosquitos
na Ala Central (adjacente), uma vez que os estudos em laboratério sugerem que o
oleo de alho também é repelente. Apesar de ter sido aplicada com foco nas formas
imaturas, o odor forte da formulacéo pode ter afastado os mosquitos da Ala Norte. A
proximidade espacial das areas de estudo, em especial nas extremidades da Ala
Central, pode causar enviesamento dos resultados e € uma limitacdo do estudo. Os
mosquitos adultos, forma de vida monitorada no estudo, possuem raio de V0O
aproximado de 250 metros fazendo com que possam se locomover livremente entre
as regides de estudo. Desta maneira, um mosquito que nasceu de um criadouro na

ala central pode ter sido capturado na ala norte, e vice versa.
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Figura 52. Variacdo do indice Médio de Fémeas Adultas de Aedes aegypti (IMFA) nas semanas
epidemiolégicas 5 a 22. A zona vermelha representa IMFA critico (>0,6), em laranja a zona de alerta,
em amarelo a zona de IMFA moderado e em verde a zona satisfatoria. Tratamento feito nas semanas
de 10 a 13.

O IPM (indice de Positividade da Mosquitrap) mede a relacio entre as
armadilhas com mosquitos capturados e o total de armadilhas vistoriadas. Com o
aumento do numero de mosquitos capturados, também foi observado o aumento no
namero de armadilhas positivas com fémeas de Ae. aegypti (Figura 53). O maior valor
de IPM observado foi na Ala Central na semana 18, em que foram capturadas fémeas
de Ae. aegypti em 46,3% das armadilhas vistoriadas, confirmando os resultados
anteriores desta semana. Na semana 14, 45% das armadilhas da Ala Norte e 44%
das armadilhas da Ala Central foram positivas.
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Figura 53. Variacéo do indice de Positividade da Mosquitrap (IPM) nas semanas epidemiolégicas 5 a
20. Tratamento realizado nas semanas de 10 a 13.

As variacoes do IPM ocorreram de maneira concorrente as variacdes dos IMFA

em todas as regides (Figura 54).
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Figura 54. Variacdo do indice de Positividade da Mosquitrap (IPM) e do IMFA nas semanas
epidemiolégicas 5 a 20. Tratamento realizado nas semanas de 10 a 13.



138

=]

(=]
-
o

@
=]
o«

I
=

Numero de mosquitos coletados
N
(=]

L Ll 1,

5878 91011121314151617181820 5 6 7 5 91011121314151817181920 5 6 7 8 9 1041121314154617181920

(=]

Numero de Ae. albopictus machos

0
5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Semana Epidemiolégica
e AlaNorte = AlaSul = Ala Central [ Ala Norte AlaSul [JAla Central

Semana Epidemiolégica

15

-
o

10

=Y
=

[+

Numero de Ae. albopictus fémeas
o
[3,]

Nuamero de Ae. albopictus machos

e
o

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Semana Epidemiolégica Semana Epidemioclogica

[J Ala Norte AlaSul [ Ala Central [ Ala Norte AlaSul [ Ala Central

X
o
IS

Numero de Culex sp. fémeas
>

Numero de Culex sp. machos
N 2]

=
o

o
-

el | 111

56788 567889 56789 5676 81041121314454617181920 5678 9 56789

Semana Epidemiologica Semana Epidemiolégica

o
>

-

[ Ala Norte Ala Sul [ Ala Central [ Ala Norte Alasul [ Ala Central

Figura 55. Variacao da quantidade de mosquitos capturados durante o estudo de campo. A: todos os
mosquitos; B: Ae. aegypti machos; C: Ae. albopictus fémeas; D: Ae. albopictus machos; E: Culex sp.
fémeas; F: Culex sp. machos.

Apesar do foco do estudo ter sido com relacéo a fémeas de Ae. aegypti, outros
mosquitos também foram capturados. Na inspecdo visual dos cartdes adesivos é
possivel diferenciar machos de fémeas, principalmente pelas diferencas nas antenas.
E também possivel diferir mosquitos da espécie Ae. aegypti e Ae albopictus, pelo
padrdo do desenho no pronotum e pela caracteristica coloragdo muito escura do Ae.
albopictus. Também pela coloracdo, desta vez amarronzada, € possivel identificar
mosquitos do género Culex sp. Por serem espécies de habitos muito semelhantes

espera-se que o tratamento de reservatérios afete todos os mosquitos que infestam
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as instalaces do ICC. Por outro lado, uma quantidade muito inferior desses outros
mosquitos foram capturados (6,9% Ae. aegypti machos, 4,2% Ae. albopictus fémeas,
0,4% Ae. albopictus machos, 9,2% Culex sp fémeas e 2,1% Culex sp. machos). A
Figura 55 mostra a quantidade de mosquitos capturados durante o estudo de campo
No total, quase 90% dos mosquitos coletados eram fémeas, o que ndo é mera
coincidéncia. Além de sobreviverem por mais tempo do que machos, as armadilhas
do tipo Mosquitrap ® foram desenvolvidas para atrair especificamente fémeas de Ae.
aegypti.

O estudo realizado no ICC contou com uma densidade de armadilhas (400
armadilhas/ km2) muito superior a utilizada no monitoramento vetorial pelos
municipios, entre 16 a 64 armadilhas por km? (dados fornecidos pela Ecovec segundo
o servi¢co ofertado pela empresa aos municipios). Portanto, a estratificacdo de risco
utilizada pela Ecovec no monitoramento de mosquitos em municipios pode ndo ser
adequada para este estudo. Por outro lado, a grande quantidade de mosquitos
capturados no ICC, prédio histérico da UnB, pode representar um elevado risco de
circulagdo viral, principalmente em periodos com alto nimero de casos de arboviroses
no DF e entorno. O monitoramento viral em Ae. aegypti realizado no campus
universitario da Universidade Federal de Minas Gerais detectou a presenca de DENV
e ZIKV durante 4 das 12 semanas monitoradas (EIRAS et al., 2018). Novos estudos
com monitoramento viral devem ser realizados para compreensdo acerca da
circulacao viral no campus. Os dados obtidos neste estudo sugerem que uma agao
emergencial e efetiva de controle vetorial de mosquitos deve ser realizada.

Neste estudo em campo, a forma de vida adulta foi monitorada enquanto os
reservatorios das formas imaturas foram tratados. Era esperado que os resultados
fossem observados apds algumas semanas do inicio do tratamento, uma vez que as
intervencdes afetariam as formas imaturas. De fato, o desenho experimental se
confirmou na pratica, em que o pico da diferenca de mosquitos capturados na Ala
Norte se deu na semana epidemiologica 18, 5 semanas apos o fim da aplicacéo do
produto. Os resultados do ensaio de campo até o momento sugerem que a formulacéo
de alho aplicada por 5 semanas teve impacto na quantidade global de mosquitos na
area tratada, a Ala Norte. O impacto pode ser observado pelo resultado da semana
18 em que houve uma diminuicdo pontual de até 60% do IMFA na Ala Norte em

relacdo a Ala Sul.
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Um estudo de campo com monitoramento de Ae. aegypti fémeas na Austrélia
mostrou que nao ha diferenca significativa no numero de mosquitos capturados apos
uso de estratégias de controle livre de inseticidas, como uso de cartbes adesivos ou
6leo de canola, em relacdo a aplicagdo de inseticida em redes tratadas ou superficies
(HERINGER et al., 2016). Outro estudo de campo realizado na Martinica com 0s
inseticidas spinosad, diflubenzuron, piriproxifeno e Bti mostraram uma brusca
diminuicdo na quantidade de larvas apdés mais de 60 dias da aplicacdo dos
tratamentos. Para cada inseticida nesse estudo, foram tratados 15 recipientes onde
inicialmente foram identificadas larvas. Diferente do presente estudo de campo com
formulacédo de alho, o resultado do estudo foi medido pela amostragem de larvas nos
mesmos recipientes que foram tratados com os inseticidas (MARCOMBE et al., 2011).

Um estudo avaliou o efeito em campo de estacdes disseminadoras de
piriproxifeno (PPF) na populacdes de mosquitos adultos e ovos em residéncias no
Distrito Federal (GARCIA et al., 2020). As estacdes disseminadoras sao recipientes
contendo 4gua e inseticida, em que fémeas de Ae. aegypti sdo impregnadas com o
larvicida e acabam levando o produto para outros criadouros. A captura de mosquitos
adultos foi realizada com aspiracédo, e ao final de 16 meses, 4356 mosquitos foram
coletados, sendo 783 Ae. aegypti (GARCIA et al., 2020). Foi observada reducao
significativa de 60% na densidade média de Ae. aegypti adultos apds a intervencao
com o PPF em relacdo ao periodo basal. Porém, ndo houve impacto na quantidade
de ovos capturados nas ovitrampas, que ficaram instaladas nas residéncias ao longo
de todo o estudo (GARCIA et al., 2020).
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CONCLUSAO

Neste trabalho, foi estudado o potencial do 6leo de alho para uso em produtos
inseticidas para o controle de Ae. aegypti. A caracterizagdo quimica do 6leo de alho
ArboS187, adquirido da Sigma-Aldrich, revelou que os polissulfetos de dialila séo os
compostos majoritarios, especialmente o dissulfeto, trissulfeto e tetrassulfeto. O 6leo
foi ativo em todas as formas de vida de Ae. aegypti testadas: ovo, larva, pupa e
mosquito adulto, em testes no laboratério e ensaios em condi¢cfes de semi-campo. A
avaliacdo da atividade dos polissulfetos isoladamente sugeriu que o 6leo de alho, é
mais ativo em larvas e pupas que 0s compostos isolados. Modificacbes nas
proporcdes de polissulfetos no 6leo de alho sugeriram que a atividade global do 6leo
nao € impactada, desde que a soma da concentracdo dos polissulfetos mais ativos se
mantenha constante. Foi observado que a volatilizacdo do 6éleo € um importante fator
para a atividade inseticida, o que faz com que recipientes com diferentes razdes de
area/volume tenham resultados distintos. O uso de DMSO para solubilizacdo dos
polissulfetos afetou a estabilidade dos compostos, mostrando que a escolha do
solvente pode afetar a atividade bioldgica e composicdo da amostra. Estudos
preliminares em peixe-zebra indicam que o 6leo de alho ArboS187 é menos toéxico
para esse organismo nao-alvo do que para larvas e pupas de Ae. Aegypti

A partir do potencial de uso do 6leo de alho para controle de todas as formas
de vida de Ae. aegypti, foram produzidas nanoemulsdes com nanoparticulas de
carbono (CDot) e tensoativo ndo-iénico. As formulacdes se mantiveram estaveis por
3 meses em armazenamento a temperatura ambiente e em geladeira. O
escalonamento piloto da formulacdo também mostrou que o sistema desenvolvido é
passivel de escalonamento industrial. A nanoemulsdo possui baixo potencial de
toxicidade, com dose letal oral e dérmica em ratos superior a 2.000 mg/kg peso
corporeo.

Estudo preliminar em campo no Instituto Central de Ciéncias da Universidade
de Brasilia com monitoramento da presenca de mosquitos adultos indicam que o
produto pode ter um impacto na populagéo de mosquitos fémeas. O produto aplicado
em potenciais reservatorios de formas imaturas do mosquito, chegou a causar uma
reducdo pontual de até 60% de fémeas de Ae. aegypti na area tratada em relacdo a
area controle. O pico de reducdo de mosquitos ocorreu 5 semanas apos o fim da
aplicacdo do produto. O tratamento estatistico apropriado dos dados podera indicar o
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impacto real da intervencdo em campo. Os resultados encontrados até o momento
reforcam o potencial do 6leo de alho como um forte candidato ao desenvolvimento de

um biopesticida para controle vetorial de Ae. aegypti.



143

LIMITACOES E PERSPECTIVAS DO ESTUDO

A principal limitacdo acerca do uso da formulag&o produzida a partir do 6leo de
alho é relacionada ao seu odor. Durante o ensaio preliminar em campo, a aplicacéo
do produto causou desconforto a um professor que estava presente na edificacéo
enquanto a formulacdo estava sendo aplicada proximo a sua sala. A situacéo foi
reportada a reitoria pelo docente através de manifestacdo escrita. Este desconforto,
porém, ndo foi manifestado por servidores responsaveis pela limpeza e seguranc¢a do
edificio, quando questionados. ApGs este acontecido, aplicacdo do produto comecou
a ser realizada aos sabados pela tarde, quando existe pouca atividade no campus.

O desenvolvimento de novos produtos e tecnologias deve passar por
validagbes em campo quando s&o identificadas as limitagdes. Neste contexto,
observa-se a necessidade de modificacdo da formulacdo se aplicada dentro de
edificacdes, para diminuir o desconforto dos usuarios. Como perspectiva, formulaces
de 6leo de alho contendo agentes mascarantes de odor podem ser produzidas. Ainda,
as formulacdes com 6leo de alho podem ser direcionadas para uso em locais de
grande acumulo de reservatérios de mosquitos e baixa circulacdo de pessoas, como
ferros-velhos.

O estudo preliminar de campo no ICC foi realizado em um prédio histérico
Unico, ambiente com caracteristicas diferentes do cenario convencional de controle
vetorial. O estudo foi conduzido por relativo pequeno periodo de tempo (5 meses), em
gue ocorreu variacdo critica de volume de precipitacdo. O ensaio foi, portanto,
considerado preliminar, e ensaios em maior escala por periodos mais prolongados
devem ser realizados para que a efetividade de campo do produto possa ser melhor
estimada. A dificuldade de acesso a todos os reservatorios, a restricdo do horéario de
aplicacéo do produto (sendo aplicado no inicio da tarde) e o desafio de localizacdo de
todos os possiveis reservatorios podem ter reduzido o impacto do tratamento. Ainda,
apesar do oleo de alho ser capaz de afetar todas as formas de vida do mosquito, a
falta de residualidade do produto certamente impacta sua performance em campo.
Junto a isso, 0s ralos e caixas de passagem, identificados como o0s provaveis
reservatorios de maior importancia, sao reservatorios com frequente renovacao de
agua. Desta forma, a aplicacdo de inseticidas nesses locais sem medidas que
inviabilizem o acesso de novos mosquitos, como uso de tampas vedadas, pode ter
impacto reduzido.
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E proibida a reproduczo parcial deste relatério e a reproducéo em partes requer aprovagéo por escrito da Ecolyzer.

A autenticidade deste relatorio pode ser validada acessando o site: https:/portal.mylimsweb.com. Ao clicar na opcéo "Validar documento”, serdo solicitados: nimero da amostra, ano e os 6 ultimos digitos da chave
de validacdo encontrada no final do relatério.

Legendas:
NA: Néo se aplica.
LQ: Limite de Quantificacao.
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Relatério de Analises 2599/2022.0.TXI

Determinacéo de Toxicidade Oral Aguda
Proposta Comercial: PC5336/2021.1

Concluséo

|NFORMAC6ES DE PREPARO
Diluigao: Puro / bose: 2.000 / Concentragzo: 1.000

SINAIS CLINICOS OBSERVADOS
Nada digno de nota.

CONCLUSOES

A substancia teste apresentou Dose Letal Média (DL50), para ratos brancos, maior que 2000 mg/kg de peso vivo, quando administrada nas condi¢des
experimentais selecionadas (dilui¢do, dose e concentracdo) o que permite classificar a substancia teste na classe toxicologica V.

s

Renato Festraits Xavier Tuany Miranda
Analista Responsavel CRMV-SP Gerente Técnico CRF — SP: 72264
14226
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Relatério de Anélises2599/2022.0.TXII
Teste in Vitro de Curta Duracéo para Danos Oculares
Data de Publicag&o: 01/04/2022 14:31 Proposta Comercial: PC5336/2021.1

Identificacdo Conta
Cliente: Universidade de Brasilia CNPJ/CPF: 00.038.174/0001-43

Contato: Renata Dusi Telefone: -

Endereco: Laboratério de Farmacognosia, Faculdade de Ciéncias da Satide. Campus Universitario Darcy Ribeiro - Asa Norte - Brasilia - Distrito Federal - CEP: 70910-900 - Brazil

N° Amostra: 2599-1/2022.0 - ARBO2B101

Tipo de Amostra: Desinfestante - Registro
Data Recebimento: 27/01/202217:14

Composicao Quimica: (%) oleo de alho: 9,5; Tween 80: 9,5; nanoesferas de carbono: 9,5; agua: 71,5.
Lote: 220113HTF

Data de Fabricacéo: 13/01/2021 Data de Validade: 6 MESES
Quantidade de Amostra: 218G Quantidade de Embalagens Recebidas: 2

Responsabilidade da Amostragem: Contratante

Metodologia Utilizada

O método de teste de exposicao a curto prazo (Short Time Exposure/STE, em inglés) é um método in vitro baseado em citotoxicidade, onde utiliza-se
uma monocamada confluente de células Statens Serum Institut Rabbit Cornea (SIRC), cultivadas em uma microplaca depolicarbonato de 96 pogos.
Ap0s cinco minutos de exposi¢do da cultura com uma substincia teste. A citotoxicidade ¢ medida quantitativamente através da verificagdo da
viabilidade relativa das células SIRC, usando o ensaio MTT. A viabilidade celular diminuida é usada para prever potenciais efeitos adversos que levam

a danos oculares.

METODOLOGIA

OECD, Guideline for Testing of Chemicals, Short Time Exposure In Vitro Test Method for Identifying i) Chemicals Inducing Serious Eye Damage and

ii) Chemicals Not Requiring Classification for Eye Irritation or Serious Eye Damage. Section 4: Health Effects, 491, 2020.

INTERPRETACOES

O estudo ¢ utilizado para a classificagdo e rotulagem de substancias que induzem danos oculares graves, bem como aquelas que ndonecessitam de
classificacdo para danos oculares graves ou irritacdo ocular, conforme definido pelo Sistema Global de Harmonizacéo de Classifica¢do ¢ Rotulagem

de Substancias Quimicas (GHS) das Nag¢oes Unidas (ONU).

A viabilidade celular do Item de Teste é comparada com o controle, utilizado para estimar o risco potencial do Item de Teste para osolhos.

Ap6s condugao do teste a substancia teste ¢ classiticadawaniteaancéabala a seguir:
Classificagdo UN GHS

A5% A0,05%
> >70% Sem
70% Categoria
< >70% Sem Previsao
70%
< <70% Categoria 1
70%

Resultados Analiticos

Toxicologia Il
Andlise Resultado Método de Data Inicio
Anélise
Teste in Vitro de Curta Duragéo para Danos
Oculares Sem Categoria OECD 491 01/03/2022 08:52
Notas

Os resultados referem-se Uinica e exclusivamente aos itens ensaiados.
E proibida a reproducéo parcial deste relatorio e a reprodugéo em partes requer aprovagéo por escrito da Ecolyzer.

Datade
Término

01/04/202212:25

A autenticidade deste relatorio pode ser validada acessando o site: https:/portal.mylimsweb.com. Ao clicar na opgéo "Validar documento”, serdo solicitados: nlimero daamostra, ano e os 6 ultimos digitos da

chave de validag&o encontrada no final do relatorio.

Legendas:
NA: Nao se aplica.
LQ: Limite de Quantificagéo.

Rua Sebastiano Mazzoni, 263 — Sadde - S&o Paulo — SP — Brasil - CEP 04171 000
Tel.: +55(11) 5058 0518 - ecolyzer@ecolyzer.com.br - ecolyzer.com.br
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Relatério de Analises2599/2022.0.TXII

Teste in Vitro de Curta Duracéo para Danos Oculares
Proposta Comercial: PC5336/2021.1

INFORMACOES COMPLEMENTARES DO RELATORIO

ITEM DETESTE
O Item de Teste foi pré-diluido na propogao de 0,5 mL/Litro em &gua (conforme preconizado pelo patrocinador), e foi avaliada nas concentragdes de

5% € 0,05% em solvente NaCl 0,9%.

RESULTADOS
A densidade 6ptica do controle negativo (NaCl 0,9%) foi superior a 0,3 e a viabilidade do controle positivo (SDS 0,01%) foi entre 22,38% e26,44%.

Os dados de viabilidade celular foram analisados a partir de trés repeti¢cdes independentes, cada uma contendo trés pogos de replicata.

Tabela 1. Viabilidade celular (%) do Item de Teste pelo método STE (OECD 491, 2020).

ITEM DE MEDIA 3
TESTE REPETICOES
0,05% 85,09
5% 78,15
CONCLUSAO
O Item de Teste nd / // assificada como Sem categoria, conformr = - =~~~ "' T 10t 70)(),
74 ne Lo alD. \ﬁ»\a—\'% Vg—\—g.dx@
Thayane Ribeiro Tuany Miranda
Analista Responséavel Gerente Técnico
CrBio 97139/01-D CRF — SP: 72264

Rua Sebastiano Mazzoni, 263 — Salde - S&o Paulo — SP — Brasil - CEP 04171 000
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Relatério de Analises 2599/2022.0.TXI

i I e r Determinacio da Toxicidade Cutanea Aguda
: Proposta Comercial: PC5336/2021.1

Identificagdo Conta
Cliente: Universidade de Brasilia CNPJ/CPF: 00.038.174/0001-43

Contato: Renata Dusi Telefone: -

Endereco: Laboratério de Farmacognosia, Faculdade de Ciéncias da Satide. Campus Universitario Darcy Ribeiro - Asa Norte - Brasilia - Distrito Federal - CEP: 70910-900 - Brazil

N° Amostra: 2599-1/2022.0 - ARBO2B101

Tipo de Amostra: Desinfestante - Registro
Data Recebimento: 27/01/202217:14

Composicao Quimica: (%) oleo de alho: 9,5; Tween 80: 9,5; nanoesferas de carbono: 9,5; agua: 71,5.
Lote: 220113HTF

Data de Fabricacéo: 13/01/2021 Data de Validade: 6 MESES
Quantidade de Amostra: 218G Quantidade de Embalagens Recebidas: 2

Responsabilidade da Amostragem: Contratante

Metodologia Utilizada

O experimento de Toxicidade Dermal Aguda para ratos é conduzido para estudar os possiveis efeitos toxicos da substancia teste. Sao utilizados ratos albinos ( Rattus norvegicus) fémeas nuliparas e ndo prenhes, da ¢
Wistar, adultas com idade entre 8 a 10 semanas no inicio do experimento. Os animais séo aclimatados as condi¢ges do laboratério pelo menos 5 dias antes do inicio do experimento. A dieta é constituida de racdo comercial,
com suplementacéo de &gua filtrada, ambos fornecidos & vontade. Os animais sao distribuidos inteiramente ao acaso em caixas de polipropileno, cobertas por grade metalica e forradas com maravalha de madeira,
com niimero méximo de 5 animais por caixa. Os animais sdo pesados individualmente, e entdo apds os calculos para se determinar as doses utilizadas, A substancia teste é administrada, por via dermal em dose Unica,
em uma das seguintes doses: 5, 50, 300 e 2000 mg/Kg de PV (peso vivo). No estudo de observagéo, os animais séo observados quanto ao tempo em que venham a 6bito, alteracdes comportamentais, sinais clinicos e
achados anatomopatoldgicos macroscopicos. O estudo definitivo é realizado na dose a partir dos resultados do estudo de observacdo. Os animais sdo observados diariamente e avaliados clinicamente quanto aos
sinais clinicos sistémicos e alteracdes de comportamento, durante 14 dias apés a aplicacdo da substancia teste, sendo anotados o inicio, grau e durag&o dos sintomas e ao final do experimento a substéancia teste é
classificada em sua classe toxicol6gica conforme a tabela a seguir:
Classificacéo de risco toxicoldgico agudo segundo o GHS (Globally Harmonised Classification System -

OECD).
Dose Letal Média <5mg/Kg Entre 5-50 Entre 50 - 300 mg/Kg Entre 300 - 2000 >2000
(DLsg) mg/Kg mg/Kg mg/Kg
Classe Toxicoldgica | 1 1 v \Y

Legendas: DLso — Dose Letal Média/ OECD — Organization for Economic Co-operation and Development

Resultados Analiticos

Toxicologia |
Anédlise Resultado Método de Andlise Data Inicio Datade
Término
Acute Dermal Toxicity -
Determinagéo da Toxicidade Cutanea Aguda Dose Letal >2000 OECD402:2017 08/02/202213:59 28/02/2022 15:08

mg/Kg
Notas

Os resultados referem-se tinica e exclusivamente aos itens ensaiados.

E proibida a reproducéo parcial deste relatério e a reproducéo em partes requer aprovagéo por escrito da Ecolyzer.

A autenticidade deste relatorio pode ser validada acessando o site: https://portal.mylimsweb.com. Ao clicar na opgéo "Validar documento”, seréo solicitados: niimero da amostra, ano e os 6 ultimos digitos da
chave de validagéo encontrada no final do relatdrio.

Legendas:

NA: Néo se aplica.
LQ: Limite de Quantificagéo.

Concluséo

|NFORMACOES DE PREPARO
Diluigéo: Pura/ bose: 2.000/ Concentragao: 1.000

SINAIS CLINICOS OBSERVADOS
Nada digno de nota.

CONCLUSOES

A substancia teste apresentou Dose Letal Média (DL50), para ratos brancos, maior que 2000 mg/kg de peso vivo, quando administrada nas condi¢des
experimentais selecionadas (dilui¢do, dose e concentragdo) o que permite classificar a substancia teste na classe toxicologica V.

Rua Roméo Puiggari, 898, Vila das Mercés - Sao Paulo, Brasil - CEP: 04164 00I.:
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Determinacéo da Toxicidade Cutanea Aguda
Proposta Comercial: PC5336/2021.1
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Relatdrio de Analises2599/2022.0.TXII
Sensibilizacdo Dérmica (LLNA)
Proposta Comercial: PC5336/2021.1

Data de Publicagdo: 01/04/2022 14:31

Identificagdo Conta
Cliente: Universidade de Brasilia CNPJ/CPF: 00.038.174/0001-43

Contato: Renata Dusi Telefone: -

Endereco: Laboratério de Farmacognosia, Faculdade de Ciéncias da Satde. Campus Universitario Darcy Ribeiro - Asa Norte - Brasilia - Distrito Federal - CEP: 70910-900 - Brazil

N° Amostra: 2599-1/2022.0 - ARBO2B101
Tipo de Amostra: Desinfestante - Registro
Data Recebimento: 27/01/202217:14

Composicao Quimica: (%) oleo de alho: 9,5; Tween 80: 9,5; nanoesferas de carbono: 9,5; agua: 71,5.
Lote: 220113HTF

Data de Fabricacéo: 13/01/2021 Data de Validade: 6 MESES

Quantidade de Amostra: 218G Quantidade de Embalagens Recebidas: 2

Responsabilidade da Amostragem: Contratante

Metodologia Utilizada
RESUMO
O ensaio do linfonodo local murino (LLNA) foi desenvolvido como uma alternativa aos testes de Buhler ¢ Maximizagao. O teste ¢ utilizado com o
objetivo de identificar substancias capazes de induzir dermatite de contato e tem como desfecho a quantifica¢do celularnos linfonodos auriculares. O
método BRDU-ELISA é baseado no uso da medic&o do contetido de BrdU no aumento no nimero de células em proliferacéo nos ganglios linfaticos
auriculares drenantes. BrdU é um anélogo da timidina e é similarmente incorporado ao DNA das células em proliferagdo. A incorporagéo de BrdU ¢
medida pelo ELISA, que utiliza um anticorpo especifico para BrdU, que também ¢ marcado com peroxidase.
Sao utilizados camundongos (Mus musculus) fémeas, da linhagem CBA/J, jovens adultos, com idade entre 8 e 10 semanas. Dia 1: aplicagdo topica de 25
uL no dorso de cada orelha; Dia 2: mesmo procedimento do dia 1; Dia 3: mesmo procedimento do dia 1; Dia 4: sem tratamento; Dia 5: aplica¢do de 0,5
mL (5 mg/animal) da solucéo de BrdU (10 mg/mL) por via intraperitoneal; Dia 6: pesagem dos animais, sinais clinicos, eutanasia e retirada dos
linfonodos auriculares. Dois linfonodos de cada animal sédo desagregados mecanicamente em PBS para obtengao de uma suspensao celular. A
suspensdo resultante é filtrada e contada em camara de Neubauer. S&o adicionadas em uma microplaca de 96 pogos e a absorbancia € medida em 370
nm o comprimento de onda de emisséo €492 nm o comprimento de onda de referéncia. O indice de ligagdo de BrdU do controle negativo deve
apresentar absorbancia entre 0,1 e 0,2. O Sl do controle positivo deve ser no minimo 1,6 vezes maior que o negativo (SI > 1,6).

METODOLOGIA
OECD, Guideline For Testing of Chemicals, Local Lymph Node Assay: BrdU-ELISA or —-FCM. Appendix IA: In Vivo Skin Sensitisation: TheLocal

Lymph Node Assay: BrdU-ELISA. Section 4: Health Effects, 442B, 2018.
INTERPRETACOES

Sl > 1,6 = Sensibilizante (positivo)
Sl < 1,6 = Néo sensibilizante (negativo)

Resultados Analiticos

Toxicologia Il
Anédlise Resultado Método de Data Inicio Datade
Anélise Término
Sensibilizacdo Dérmica (LLNA) Néo Sensibilizante OECD 442B 17/03/202217:09 28/03/2022 15:53
Notas

Os resultados referem-se Uinica e exclusivamente aos itens ensaiados.

E proibida a reproducéo parcial deste relatorio e a reprodugéo em partes requer aprovagéo por escrito da Ecolyzer.

A autenticidade deste relatorio pode ser validada acessando o site: https:/portal.mylimsweb.com. Ao clicar na opgéo "Validar documento”, seréo solicitados: niimero daamostra, ano e 0s 6 ultimos digitos da
chave de validagéo encontrada no final do relatrio.

Legendas:
NA: Nao se aplica.
LQ: Limite de Quantificagéo.
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Relatério de Analises2599/2022.0.TXII
Sensibilizagcdo Dérmica (LLNA)
Proposta Comercial: PC5336/2021.1

INFORMACOES COMPLEMENTARES DO RELATORIO

ITEM DE TESTE
Na concentracdo de 100% do item de teste foi aplicado puro. Na demais concentragdes do item de teste foi utilizado como veiculo AOO
(Acetona:Azeite de Oliva 4:1) na propor¢ao de 50% e 25%.

Os resultados obtidos no estudo estdo apresentados na tabela a seguir:

Resposta Linfoproliferativa

Concentracao (%)
indice MarcagdoBRDU indice Estimulag&o(Sl)

100 1,617 14
Item de teste 50 1,500 1,3
25 1,390 1,2

Controle
Positivo 25* 2,022 1,7

Controle
Negativo 100 1,189 1,00

Valor de ECy6: N&o calculavel
*25% de HCA em AQO.

Nao foi necessario a realizagdo do teste de solubilidade uma vez que a solubilidade do item de teste foi em AOO. Foram observadossinais clinicos,
como tremor, nas primeiras 48 horas, do grupo do item de teste 100% e no grupo controle positivo. Nos demais grupos, ndo foram observados sinais
clinicos relacionados a toxicidade do item de teste até 50%.

CONCLUSAQ
Baseado nos resultados apresentados, conclui-se que o item de teste nao induziu sensibilizacdo por contato para camundongos no Ensaio do Nodulo
Linfatico Local (LLNA) pela técnica de BRDU-ELISA.

Thoyare /. FLoey ol

Thayane Ribeiro Tuany Miranda
Analista Responséavel Gerente Técnico
CrBio 97139/01-D CRF —SP: 72264
Rua Sebastiano Mazzoni, 263 — Salde - Sdo Paulo — SP — Brasil - CEP 04171 000 Pag.2/2
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Relatorio de Analises2599/2022.0.TXII
Irritagdo Dérmica "in vitro"
Proposta Comercial: PC5336/2021.1

Data de Publicac&o: 01/04/2022 14:31

Identificacdo Conta
Cliente: Universidade de Brasilia CNPJ/CPF: 00.038.174/0001-43

Contato: Renata Dusi Telefone: -

Endereco: Laboratério de Farmacognosia, Faculdade de Ciéncias da Satide. Campus Universitario Darcy Ribeiro - Asa Norte - Brasilia - Distrito Federal - CEP: 70910-900 - Brazil

N° Amostra: 2599-1/2022.0 - ARBO2B101

Tipo de Amostra: Desinfestante - Registro
Data Recebimento: 27/01/202217:14

Composicdo Quimica: (%) oleo de alho: 9,5; Tween 80: 9,5; nanoesferas de carbono: 9,5; agua: 71,5.
Lote: 220113HTF

Data de Fabricagao: 13/01/2021 Data de Validade: 6 MESES
Quantidade de Amostra: 218G Quantidade de Embalagens Recebidas: 2

Responsabilidade da Amostragem: Contratante Metodologia Utilizada

O estudo de irritagdo € realizado usando produtos quimicos de proficiéncia recomendados nas diretrizes de teste da OCDE 439. Ostecidos de RHE
530 expostos topicamente a substancia teste, a temperatura ambiente. Os tecidos de RHE sdo entao enxaguados 25 vezes, com 1 mL cada, de PBS
estéril sem calcio e magnésio. Os tecidos tratados sao incubados durante 42 horas a 37°C, 5% de CO2. Cada substancia ¢ testada em triplicada. Apos a
subtra¢do da DO em branco de todos os dados brutos, os valores médios de DO foram calculados utilizando nove medig¢des por substincia (trés
tecidos com RHE, trés repeti¢des/tecido) e a porcentagem de viabilidade celular foi expressa relativamente ao controle negativo da seguinte maneira:
100 x DOTRATADA média/DOCONTROLE média. O valor de controle negativo foi definido em 100%. SDS 5% ¢ usado como referéncia irritante
(controle positivo) e PBS (sem Ca++ eMg++) como controle negativo (CN). O valor de DP ¢ considerado valido se for < 18%. Os dados de controle
positivo atendem aos critérios de aceitacdo se a viabilidade média, expressa em % do CN, for < 40% e o valor do desvio padrao (DP) for < 18%.
Uma substéancia ¢ considerada néo irritante quando a viabilidade estiver acima de 50% em relag¢@o ao controle, e ¢ considerada irritante quando a

viabilidade estiver abaixo de 50% em relagao ao controle.

METODOLOGIA

OECD, Guideline for Testing of Chemicals, In Vitro Skin Irritation: Reconstructed Human Epidermis Test Method. Section 4: Health Effects, 439, 2020.

INTERPRETACOES

Classificagéo Resultado
Meédia Viabilidadetecidual < Categoria 2,Irritante (1)
50%

Nenhuma Categoria, No

Meédia Viabilidadetecidual > Irritante (NI)

50%
Resultados Analiticos
Toxicologia Il
Andlise Resultado Método de Data Inicio
Anélise
Nenhuma Categoria, N&o Irritante
Irritagdo Dérmica "in vitro™ (NI) OECD 439 16/02/2022 09:56
Notas

Os resultados referem-se Uinica e exclusivamente aos itens ensaiados.
E proibida a reproducéo parcial deste relatorio e a reprodugéo em partes requer aprovagéo por escrito da Ecolyzer.

Datade
Término

22/02/202219:32

A autenticidade deste relatorio pode ser validada acessando o site: https:/portal.mylimsweb.com. Ao clicar na opgéo "Validar documento”, seréo solicitados: niimero daamostra, ano e os 6 ultimos digitos da

chave de validag&o encontrada no final do relatrio.

Legendas:
NA: Néo se aplica.
LQ: Limite de Quantificacéo.

Rua Sebastiano Mazzoni, 263 — Sadde - S&o Paulo — SP — Brasil - CEP 04171 000
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Relatério de Analises2599/2022.0.TXII grupo

Irritagdo Dérmica "in vitro" ec
Proposta Comercial: PC5336/2021.1

INFORMACOES COMPLEMENTARES DO RELATORIO

ITEM DE TESTE
O Item de Teste foi aplicado diluido na proporgao de 0,5mL / Litro em agua (conforme orientagdo do patrocinador)..

RESULTADOS E DISCUSSOES

Coloragdo:

Item de Teste: coloragdo arroxeada. Controle
Negativo: coloragdo arroxeada.Controle Positivo:
sem colorag¢ao.

Controle Branco coloragdo arroxeada.

Tabela 01. Percentagem média de viabilidade do tecido

PERCENTAGEM MEDIA
DEVIABILIDADE DO
TECIDO
ITEM DE 82,71
TESTE %
CONTROLE 100 %
NEGATIVO
CONTROLE 3,13
POSITIVO %
CONCLUSAO

O item de teste apresentou com coloragdo arroxeada, com média de viabilidade tecidual > 50%, podendo ser classificada como Nenhuma
Categoria, Nao Irritante (INI).

Thoyare /. FLoey raf

Thayane Ribeiro Tuany Miranda

Analista Responséavel Gerente Técnico
CrBio 97139/01-D CRF — SP: 72264
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Relatorio de Analises2599/2022.0.TXII
Corrosdo Dérmica "in vitro"
Proposta Comercial: PC5336/2021.1

Data de Publicagdo: 01/04/2022 14:31

Identificagdo Conta
Cliente: Universidade de Brasilia CNPJ/CPF: 00.038.174/0001-43

Contato: Renata Dusi Telefone: -

Endereco: Laboratério de Farmacognosia, Faculdade de Ciéncias da Satde. Campus Universitario Darcy Ribeiro - Asa Norte - Brasilia - Distrito Federal - CEP: 70910-900 - Brazil

N° Amostra: 2599-1/2022.0 - ARBO2B101

Tipo de Amostra: Desinfestante - Registro
Data Recebimento: 27/01/202217:14

Composicdo Quimica: (%) oleo de alho: 9,5; Tween 80: 9,5; nanoesferas de carbono: 9,5; agua: 71,5.
Lote: 220113HTF

Data de Fabricacéo: 13/01/2021 Data de Validade: 6 MESES
Quantidade de Amostra: 218G Quantidade de Embalagens Recebidas: 2

Responsabilidade da Amostragem: Contratante

Metodologia Utilizada

O estudo de corroséo foi feito usando produtos quimicos de proficiéncia recomendados nas diretrizes de teste da OCDE 431. E testadao item de teste, 0
Fenol como referéncia corrosiva (controle positivo) e DPBS (sem Ca++ e Mg++) como controle negativo (CN). O item de teste é aplicada topicamente
a um modelo tridimensional de RhE, constituido por queratinécitos epidérmicos ndo transformados,derivados de humanos, que foram cultivados
para formar um modelo altamente diferenciado da epiderme humana em multicamadas. Consiste de camadas basais, espinhosas e granulares organizadas
e de um estrato corneo multicamadas, contendo camadas lipidicas intercelulares lamelares, representando as principais classes de lipidios analogas as
encontradas in vivo. O método de teste de RHE baseia-se na premissa de que substancias quimicas corrosivas sdo capazes de penetrar no estrato
corneo por difusdo ou erosdo e sdo citotoxicas para as células nas camadas subjacentes. A viabilidade celular é medida por conversao enzimatica do
corante vital MTT brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetraz6lio, num sal de azul de formazan que é quantitativamente medido
apos extracao de tecidos. Os valores de OD obtidos com cada produto quimico de ensaio é utilizado para calcular a percentagem de viabilidade

normalizada para o controle negativo, que é ajustado para 100%.

METODOLOGIA

OECD, Guideline for Testing of Chemicals, In vitro skin corrosion: reconstructed human epidermis (RHE) test method. Section 4: Health Effects, 431,

2019.

INTERPRETACOES
A classificacdo da corroséo é realizada de acordo com tabela a seguir:

CLASSIFICAG RESULTADO
Ao
Corrosivo: Subcategoria Viabilidade tecidual média < 50% apds 3
opcional 1A minutos de exposicéo
Corrosivo: Combinacao Viabilidade tecidual média > 50% apds 3 min
opcional de subcategorias de exposicédo E < 15% ap6s 60 minutos de
1BelC exposicdo
Viabilidade tecidual médial >50% ap6s 3 min
Néo de exposigao e > 15% apos 60 min de
Corrosivo exposicéo

Resultados Analiticos

Toxicologia Il
Anélise Resultado Método de Data Inicio
Anélise
Corroséo Dérmica "in vitro" Néo corrosivo OECD 431 16/02/2022 09:44

Datade
Término
22/02/202218:22
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Notas

Os resultados referem-se tinica e exclusivamente aos itens ensaiados.

E proibida a reproducéo parcial deste relatorio e a reproducéo em partes requer aprovagéo por escrito da Ecolyzer.

A autenticidade deste relatorio pode ser validada acessando o site: https://portal.mylimsweb.com. Ao clicar na op¢éo “Validar documento®, serdo solicitados: nimero da amostra, ano e os 6 ultimos digitos da chave
de validacdo encontrada no final do relatério.

Legendas:

NA: Nao se aplica.
LQ: Limite de Quantificacéo.

INFORMACOES COMPLEMENTARES DO RELATORIO

ITEM DE TESTE
O item de teste foi aplicado puro.

RESULTADOS

Tabela 2. Percentagem média de viabilidade do tecido

CONCLUSAO
O item de teste este apresentou média viabilidade tecidual > 50% ap6s 3 minutos de exposi¢do E > 15% ap6s 60 minutos de exposicédo, podendo ser
classificada como N&o corrosivo.

PERCENTAGEM
MEDIA DE . )
VIABILIDADE DO 3 60
TECIDO
ITEM DE TESTE 109,43% 101,36%
CONTROLE
0, 0,
NEGATIVO 100% 100%
CONTROLE POSITIVO 12,18% 13,07%
7;;74 ne ///aao \ﬁ.«oq% i’(g}w&ds_@
Thayane Ribeiro Tuany Miranda

Analista ResponsavelCrBio 97139/01-D
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