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RESUMO

Neste trabalho foram preparados, caracterizados e avaliadas as atividades larvicida e
citotoxica dos compostos de inclusdo formados entre as benzoilfeniluréias (novaluron - NOV
e diflubenzuron - DIF) e avermectina (abamectina - ABA) com B-ciclodextrina (BCD). A
presenca de alteracBes nos espectros na regido do infravermelho e nos perfis térmicos dos
compostos de inclusdo em relagdo aos seus precursores e misturas mecanicas sugeriram a
ocorréncia de interacdo entre esses compostos ¢ a BCD. Os dados termodinamicos obtidos por
titulacdo calorimétrica isotérmica permitiram verificar a formacéo de compostos de inclusdo
com estequiometria 1:1, sendo 0s processos espontaneos e com valores bem distintos para as
constantes de formacéo. As analises dos espectros de ressondncia magnética nuclear das
amostras sugerem que a inclusdo ocorre através do grupo 1,1,2-trifluoro-2-trifluoro-metoxi-
etdxi, do grupo fenila ou do anel benzofuranico para compostos de inclusdo com NOV, DIF e
ABA, respectivamente. Dados de espalhamento de luz dindmico e potencial zeta demonstram
que em todos os compostos de inclusdo ocorrem alteragdes no tamanho das particulas em
suspensdo em relacdo aos precursores. Além disso, foi possivel verificar através do perfil dos
gréficos de solubilizacdo que os compostos de inclusdo, com exce¢do do NOV, apresentam
maior solubilizacdo quando comparados com as substancias puras. Com base nas informacdes
da caracterizacdo em suspensdo, o sélido caracteriza-se como um nanoprecipitado hidrofobico
instavel com possibilidade de agregacdo. Com relacdo aos ensaios biologicos foi observado
gue em todas as analises os valores de dose letal a 50% das larvas de Aedes aegypti (DLso) ou
porcentagem de inibicdo de emergéncia em 50% de sua populacdo (% IEsg) foram menores
gue 1 ppm, demonstrando a elevada acdo inseticida desses compostos. A avaliacdo da
atividade larvicida nos estadios L4 para a benzoilfenilureias e seus compostos de inclusédo
demonstrou-se pouco efetiva, porém sugeriu a possibilidade de maior atividade larvicida do
composto de inclusdo com NOV em relacdo ao seu precursor. Além disso, o teste de inibicédo
de emergéncia para as benzoilfenilureias possibilitou confirmar o mecanismo de acéo desses
compostos durante o ciclo de vida do mosquito, verificar a relacdo direta entre dose e
mortalidade, observar atraso no desenvolvimento das fases do mosquito nas amostras tratadas
em relacdo ao controle e constatar a reducdo do valor de %Elsg para 0s compostos de
inclusdo. Nos experimentos nos estadios L1 e L4 para ABA e seu composto de inclusdo foi
verificada maior fragilidade do estddio L1 em relacdo ao L4 e a reducdo da DLso para 0
composto de inclusdo em todos os experimentos. Esses dados demonstram a maior atividade
larvicida dos compostos de inclusdo em relagdo as substancias livres. Na avaliacdo de
toxicidade através do ensaio do MTT em células de fibroblastos WI126UA4, foi confirmada
que NOV e DIF e seus compostos de inclusdo apresentaram baixa toxicidade, enquanto que a
ABA e seu composto de inclusdo apresentaram moderada toxicidade. Também foi verificado
que os valores nos quais se observam elevada citotoxicidade em humanos sdo bem superiores
aos necessarios para causar a mortalidade das larvas, demonstrando a seletividade e seguranca
dessas nanocomposigdes. Desta forma, a estratégia de preparar os compostos de inclusdo
resultou em um aumento da atividade larvicida em todas as situagOes testadas, demonstrando
que esta pode ser uma alternativa promissora no controle do mosquito Aedes aegypti.

Palavras chaves: novaluron, diflubenzuron, abamectina, composto de inclusdo, Aedes
aegypti.



ABSTRACT

In this work the inclusion compounds formed between benzoylphenylureas (novaluron - NOV
and diflubenzuron - DIF) and avermectin (abamectin - ABA) with B-cyclodextrin (BCD) were
prepared, characterized and evaluated their larvicide and cytotoxic activities. Changes in the
infrared spectra and thermal profiles of the inclusion compounds in relation to mechanical
mixtures and precursors suggested the occurrence of interaction between those compounds
and the BCD. Thermodynamic data obtained by isothermal titration calorimetry allowed
verifying the formation of inclusion compounds with stoichiometry 1: 1, and the spontaneous
processes and distinct values for the formation constant. The analysis of the nuclear magnetic
resonance spectra of the samples suggests that inclusion via 1,1,2-trifluoro-2-trifluoro-
methoxy-ethoxy group, the phenyl group, or benzofuran ring for inclusion compounds with
NOV, DIF and ABA, respectively. The dynamic light scattering and zeta potential data from
inclusion compounds demonstrated changes in the size of the particles in suspension in
relation to precursors. Moreover, it was possible to verify by solubilization curves that
inclusion compounds have greater solubility compared with the pure substances, except of
NOV. Based on suspension data, the solid is characterized as an unstable hydrophobic
nanoprecipitated with possibility of aggregation. In relation to biological assays, the lethal
dose values to 50% of the larvae of Aedes aegypti (LDso) or emergency inhibition percentage
at 50% of its population (% IEso) were less than 1 ppm for all compounds, demonstrating the
high insecticidal activity of them. The evaluation of larvicidal activity in the L4 stage to
benzoylphenylureas and their inclusion compounds proved to be ineffective, suggesting a
probable increase in the larvicidal activity of the inclusion compound with NOV compared to
its precursor. Furthermore, the emergence inhibition assay for benzoylphenylureas allowed to
confirm the mechanism of action of these compounds during the mosquito’s life cycle, to
verify direct relationship between dose and mortality; to observe the delay in the development
stage of mosquitoes in the samples treated compared to control, and, to verify the reduction in
% Elso values for inclusion compounds. In the experiments realized in L1 and L4 stadia for
ABA and its inclusion compound, it was verified a more fragility L1 stadium with respect to
L4 and a reduction of LDsg values for the inclusion compounds in all experiments. These data
demonstrate the highest larvicidal activity of inclusion compounds in relation to the free
substances. In the evaluation of toxicity using the MTT assay WI26UAA4 fibroblast cells it
was confirmed that NOV and DIF and their inclusion compounds showed low toxicity, while
the ABA and its inclusion compound showed moderate toxicity. It was also observed that the
values to generate cytotoxicity in humans are much higher than those required to cause larval
mortality, demonstrating the selectivity and safety of nano composition. Thus, the strategy for
preparing the inclusion compound resulted in an increase in larvicidal activity in all situations
tested, demonstrating that this may be a promising alternative for the control of Aedes aegypti.

Keywords: novaluron, diflubenzuron, abamectin, inclusion compound, Aedes aegypti.
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1- INTRODUCAO

Os artropodes constituem o maior grupo de animais existente no mundo.
Caracterizam-se pelos pés articulados e cobertura quitinosa, estando subdivididos em diversas
classes, dentre as quais se destaca a classe insecta. Os insetos podem causar grande prejuizo a
salde publica uma vez que atuam como vetores na transmissdo de diversas doencas ao ser
humano (DE REZENDE, 2006; PORTUGAL, 2014).

Considerando 0os mosquitos vetores, 0s pertencentes ao géneros Anopheles, Aedes e
Culex sdo o0s que causam maior prejuizo a saude. Os do género Anopheles responsaveis pela
transmissdo da malaria, os do género Culex transmitindo infeccdes como febre do Nilo
Ocidental, encefalite viral e malaria aviaria e os do género Aedes, como 0s principais vetores
de arbovirus! na América do Sul (KANTOR, 2016).

Dentre as doencas causadas por mosquitos do género Aedes, com impacto real ou
potencial para a salde publica, podem ser destacadas a dengue, chikungunya e zika. Essas
enfermidades podem apresentar quadros clinicos que variam de formas assintométicos até
casos de grande severidade como, por exemplo, sindrome hemorragica (LOPES; NOZAWA,
LINHARES, 2014). No Brasil, até junho do presente ano, foram confirmados mais de um
milhdo de casos envolvendo essas doencas dos quais 915.391 sdo casos de dengue, 32.679 de
febre chikungunya e 66.180 de febre pelo virus Zika (BRASIL, 2016a).

A dengue é a principal arbovirose transmitida ao homem, tendo como agente
etiologico um virus pertencente ao género Flavivirus. Existem cinco sorotipos?, DENV 1,
DENV 2, DENV 3, DENV 4 e DENV 5, os quais apresentam diferentes caracteristicas
antigénicas. Assim, quando infectado por um desses sorotipos, o individuo adquire imunidade
especifica para o0 mesmo. InfeccBes posteriores por outros sorotipos podem elevar o risco de
desenvolvimento de formas mais graves da doenga (BARRETO; TEIXEIRA, 2008; GOMEZ-
DANTES; WILLOQUET, 2009; MUSTAFA et al., 2015; WHO, 2015).

Estudos demonstram que mundialmente ocorrem cerca de 390 milhdes de infeccdes

por dengue a cada ano e que pelo menos 3,9 bilhdes de habitantes residem em é&reas

L Arbovirus sdo virus que sobrevivem através de ciclos de desenvolvimento que envolve artropodes hemat6fagos
como vetores e hospedeiros vertebrados (KARABATSOS, 1985).

2 Sorotipos: sdo cepas de micro-organismos causadores de uma mesma doenga, mas com caracteristicas
antigénicas diferentes. No caso da dengue, mais de um virus é responsavel por causar a doenca e, como eles
podem ser detectados e distinguidos por métodos imunoldgicos, foram denominados DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4 (BARRETO; TEIXEIRA, 2008).



endémicas (BHATT et al., 2013; BRADY et al., 2012). Até 1970, apenas 9 paises relatavam
graves epidemias da doenca, sendo hoje encontrada em mais de 100 paises (BRADY et al.,
2012; WHO, 2015).

Em 2012, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) reclassificou a dengue como a
“doenca viral transmitida por mosquito mais importante mundialmente”. Por esse motivo
langcou a Estratégia Global para prevencdo e controle da doenca no periodo de 2012 a 2020,
com a finalidade de reduzir a morbidade e mortalidade em no minimo 25% e 50%,
respectivamente (WHO, 2012).

A infeccéo por zika também é causada por um virus da género flavivirus. Existem trés
linhagens principais de zika virus (ZIKV), das quais uma tem origem na Asia e as outras duas
na Africa (LUZ; SANTOS; VIEIRA, 2015). A doenca caracteriza-se por ser assintomatica na
grande maioria dos casos (80%). Seus sinais e sintomas, quando presentes, sdo exantema,
conjuntivite ndo purulenta e febre ndo muito elevada, os quais apresentam duracdo de 2 a 7
dias (KANTOR, 2016). Embora normalmente a doenca apresente evolucdo benigna podem
ocorrer complicacdes neuroldgicas tardias, entre elas a sindrome de Guillain-Barré (PINTO
JUNIOR et al., 2015; ZANLUCA et al., 2015).

A populacdo mundial exposta ao ZIKV é de 1.340.312.410 individuos, dos quais 15%
sdo brasileiros (BRASIL, 2016b). Os casos de febre pelo virus zika apresentaram destaque no
Brasil no ano de 2015 devido a sua relagcdo com a microcefalia e malformacdes neurolégicas
em fetos e recém-nascidos no nordeste do pais (BRASIL, 2016¢c; SCHULER-FACCINI et al.,
2016).

A sindrome congénita zika, devido ao seu potencial incapacitante levou a Organizacdo
Mundial de saude (OMS) a declarar a epidemia ZIKV como uma emergéncia global de saude
publica em 1 de Fevereiro de 2016 (OMS, 2016).

Por fim, o arbovirus Chikungunya, que causa febre e dores articulares intensas,
apresentou propor¢oes epidémicas nos anos de 2005 a 2007 devido ao registado de mais de
um milhdo de casos em ilhas do Oceano indico e na india (BELLINI, 2012). No Brasil, 0
virus foi identificada pela primeira vez em 2014. Os pacientes com infeccdo por este virus
devem ser monitorados e tratados para artralgias aguda e artrite crénica pds-infecciosa
(FAUCI; MORENS, 2016).

As doengas transmitidas por vetores foram pauta das acdes da Organizagdo Mundial
de Saude gque dedicou o Dia Mundial da Saude em 2014 a esse tema. O governo federal vem
investindo muitos recursos no combate ao Aedes aegypti, sendo que s6 no ano de 2015 foram

gastos 1,25 bilhdo em acdes de vigilancia, prevencéo e controle do vetor. Parte significativa



desse recurso foi investida na compra de inseticidas para evitar sua proliferacdo (BRASIL,
2015).

1.1 — O Aedes aegypti

O mosquito da espécie Aedes aegypti é facilmente reconhecido por sua coloracao
preta, com listras e manchas brancas. Apresenta habitos diurnos e esta bem adaptado ao
ambiente urbano, o que explica seu papel epidemiolégico na transmissdo de doengas
(FUNASA, 2001; NATAL, 2002). Outra especie que também pode transmitir essas doencas é
0 Aedes albopictus, um importante vetor da dengue na Asia (BRASIL, 2014).

O Aedes aegypti alimenta-se de néctar ou seiva vegetal. No entanto, as fémeas, ap6s o
acasalamento necessitam de albumina e proteinas para a maturacdo de seus ovos, razéo pela
qual sdo hematofogas (ROZENDAAL, 1997). O repasto sanguineo das fémeas ocorre nas
primeiras horas do dia e ao anoitecer, ocorrendo uma postura apds cada repasto, sendo o
intervalo entre a alimentacdo e a postura de trés dias (ASSUNCAO, 2013). A fémea
geralmente pica inimeros individuos durante cada periodo de alimentacdo, facilitando a
disseminacdo da doenca, seja por ingestdo ou transmissdo do virus (BARATA et al., 2001;
CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; DONALISIO; GLASSER, 2002; WHO, 2012). Desta forma, a
transmissdao das doencas ocorrem através da picada de fémeas do Aedes aegypti infectadas
com o virus (BRASIL, 2014, MUSTAFA et al., 2015).

O ciclo de vida do mosquito (Figura 1) ocorre por metamorfose completa, sendo
composto pelas seguintes fases ou estagios: ovo, larva, pupa e adulto (FUNASA, 2001,
SILVA, SILVA; LIRA, 1998). A compreensdo das etapas de seu desenvolvimento é
fundamental para entendermos as estratégias de combate a esse vetor.



Figura 1. Fases do ciclo de vida do Aedes aegypti.
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Fonte: Adaptado, http://www.fiocruz.br/ioc/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?infoid=336&sid=32;
Osorio, 2016.

Os ovos do Aedes aegypti sdo alongados e fusiformes, inicialmente brancos tornando-
se pretos pelo contato com o oxigénio e apresentando cerca de um milimetro de comprimento.
Sdo depositados, um a um, pelas fémeas nas paredes internas de recipientes como garrafas e
pneus que servem como criadouros, pela possibilidade de armazenarem agua (ASSUNCAO,
2013, FUNASA, 2001). O mosquito tem preferéncia por agua limpa, apesar de existirem
estudos que ja verificaram a postura e a viabilidade dos ovos em aguas poluidas (BESERRA
et al., 2010; CONSOLLI; OLIVEIRA, 1994). A oviposicdo ocorre fora porém muito préximo
do meio liquido e/ou em locais com alta probabilidade de inundacdes (CONSOLI;
OLIVEIRA, 1994; NATAL, 2002). A fecundacdo ocorre durante a postura e O
desenvolvimento do embrido dura por volta de dois dias em condicGes climéticas favoraveis,
havendo possibilidade de transmissao vertical dos virus (FIOCRUZ, 2014; FUNASA, 2001).
ApoOs essa etapa, 0s ovos tornam-se resistentes a dessecagdo por longos periodos que podem
superar um ano (SILVA; SILVA; LIRA, 1998; TAUIL, 2002). No entanto, sempre que 0S
0V0S nesses potenciais criadouros receberem agua o suficiente para atingi-los, eles serdo
estimulados a eclodir liberando as larvas do mosquito (NATAL, 2002).

A capacidade de resisténcia a dessecacdo dos ovos possibilitando inclusive seu

transporte de uma regido ou mesmo pais para outro, em recipientes secos, constitui um serio
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obstaculo a erradicacdo do mosquito e justifica a migracdo do mesmo entre 0s continentes
(FIOCRUZ, 2014; FUNASA, 2001).

A fase larvaria esta dividida em quatro estadios evolutivos (Figura 1) com trés mudas
e sua duracdo depende da temperatura, oferta de alimento e do nimero de larvas no recipiente.
Com estas condicbes favoraveis, o periodo entre eclosdo e pupagdo dura em média, uma
semana. J& em baixas temperaturas e falta de alimentos, o ultimo estadio larvario pode
estender-se por varias semanas. Somando-se a isso, uma alta densidade larval pode gerar
competicdo entre as mesmas dificultando seu amadurecimento (FIOCRUZ, 2014; FUNASA,
2001).

Durante este periodo, as larvas se desenvolvem na 4&gua alimentando-se
principalmente de particulas organicas em suspensdo ou no sedimento do sistema aquatico.
Para respirar, vém a superficie ficando dispostas quase verticalmente. Movimentam-se em
forma de serpente e sdo sensiveis a luz e a movimentos bruscos na agua, aglomerando-se no
fundo de recipientes (ASSUNGCAO, 2013; PORTUGAL, 2014).

No estagio de pupa, os individuos tém formato de “virgula”, ndo se alimentam e
permanecem nesse estagio por dois a trés dias quando entdo ocorre a emergéncia do inseto
adulto (ASSUNCAO, 2013; PORTUGAL, 2014). Ao realizar a Gltima metamorfose, 0 inseto
em recente fase adulta procura pousar sobre as paredes de seu criadouro para que ocorra 0
endurecimento do exoesqueleto, das asas e a rotacdo da genitalia em 180° (machos). Os
mosquitos vivem em média de 30 a 35 dias na natureza e podem se acasalar a partir de 24
horas apos a Gltima metamorfose (FUNASA, 2001).

Devido a presenca da espermateca, somente uma inseminacdo € necessaria para
fecundar todos os ovos que a fémea ira produzir durante seu ciclo vital (ASSUNCAO, 2013).
Depois de fecundadas, as fémeas vdo abrigar-se em local escuro e Umido até sentirem
necessidade de alimentacdo sanguinea (NATAL, 2002).

Quando o Aedes aegypti ndo estd em atividade, ou seja, acasalando, alimentando ou
em dispersdo, procura locais escuros e quietos para repousar, sendo normalmente encontrado
dentro das casas, tendo preferéncia por paredes, mobilia, roupas penduradas e mosquiteiros
(FUNASA, 2001). Esse comportamento constitui uma defesa natural dos insetos adultos ao
controle quimico (NATAL, 2002).



1.2 - CONTROLE DO VETOR

Até 0 momento ndo existem drogas antivirais com acao eficaz contra os virus da
dengue, zika e chikungunya. Apesar do fato de que vacinas estejam sendo desenvolvidas, um
dos entraves a estes imunoprotetores esta na necessidade de conferir protecdo contra todos 0s
sorotipos de cada doenca (GUY et al., 2011).

As acdes de combate ao Aedes aegypti executadas e recomentadas pelo Ministério da
Saude (MS) tém sido direcionadas para a eliminacdo das larvas e dos mosquitos através do
controle integrado, o qual envolve métodos fisicos (mecénicos), quimicos e bioldgicos,
levando em consideracdo as particularidades de cada regido e a importancia da participagéo
comunitaria (DIVE, 2015; LIMA et al., 2006). O controle fisico estd baseado na eliminacéo e
protecdo dos potenciais criadouros. O bioldgico, na utilizacdo de peixes larvoforos e
bioinseticidas como o Bacillus thuringiensis H-14 (Bti). O controle quimico envolve o uso de
adulticidas e larvicidas. Também foram criadas leis para subsidiar as a¢des de vigilancia no
combate a dengue em propriedades privadas abandonadas (BARRETO; TEIXEIRA, 2008;
BRAGA; VALLE, 2007a; BRASIL, 2009; SANTOS, 2009; TAUIL, 2006).

O controle quimico constitui parte vital de um programa de combate ao vetor, podendo
estar focado em diferentes fases evolutivas do Aedes aegypti. No combate ao vetor, faz-se
necessario a utilizacdo de um adulticida ou um larvicida em virtude das diferencas fisioldgicas
e morfoldgicas entre larvas e adultos e ao habitat de cada estagio (BRASIL, 2009).

O combate ao mosquito adulto é uma medida adicional as acdes publicas rotineiras do
controle da dengue, indicado apenas para o bloqueio da transmissdo em casos de surtos ou
epidemias, pois apresenta alcance limitado e impacto ambiental significativo (BRASIL,
2009). Nestas modalidades, a forma alada do mosquito é eliminada pelo contato da goticula
do inseticida com o corpo do mosquito. Atualmente os inseticidas preconizados para combate
do adulto sdo os piretroides (deltametrina e cipermetrina) e organofosforados (malation)
(FUNASA, 2001; SANTOS, 2009).

Como o combate a forma alada do Aedes aegypti envolve inUmeros riscos, 0
conhecimento da fase larvaria torna-se fundamental tanto para a avaliacdo da positividade dos
criadouros como para o desenvolvimento de medidas de combate ao vetor, pois em face da
vulnerabilidade dessa fase, ela é o alvo das agdes do controle quimico (FUNASA, 2001).

Quando néo é possivel eliminar os criadouros do mosquito devem-se submeter esses
locais ao chamado “controle focal”, ou seja, a aplicacdo direta do larvicida nos mesmos.

Entretanto, os recipientes com agua para consumo humano sé sdo tratados em casos de



epidemias (BRASIL, 2009). Atualmente s&o recomendados pela OMS e MS o
organofosforado temefdés e os reguladores de crescimento novaluron, diflubenzuron e
piriproxifem (FUNASA, 2001; BRASIL, 2009).

O temefés é um inseticida organofosforado, praticamente insolivel em 4&gua,
comercializado em formulacOes de gréos de areia contendo 1% do inseticida (LIMA et al.,
2006). Sua formulacédo apresenta bom efeito residual (trés meses), devido ao fato dos gréos se
acumularem no fundo dos reservatorios, sendo ressuspendidos quando a agua é adicionada
aos mesmos (CAMARGO et al., 1998, MACORIS et al., 1995; THAVARA et al., 2004). E
indicado para o tratamento de qualquer local ou recipiente que venha a servir de criadouro
para 0os mosquitos, incluindo a &gua destinada ao consumo humano (CAMARGO, 1998;
LIMA et al.,, 2006). Seu mecanismo de acdo € a inibicdo irreversivel da enzima
acetilcolinesterase (AChE). Deste modo, ele exerce efeito toxico na juncdo neuromuscular dos
masculos esqueléticos dos insetos, pois quando a AChE é intensamente inibida, ocorre
bloqueio neuromuscular despolarizante ocasionando sua paralisia e morte (BRAGA; VALLE,
2007a).

Como o temefds foi usado ha décadas indiscriminadamente para o combate do Aedes
aegypti, diversos estudos demonstraram o aparecimento de resisténcia (CAMPOS;
ANDRADE, 2001; CARVALHO et al., 2004; LIMA et al., 2006; MACORIS, 1995; 1999;
PICCOLLI, 2009). Deste modo, a rotacdo de inseticidas € uma boa alternativa para impedir o
aparecimento de resisténcia ao temefés ou a qualquer outro larvicida (CAMPOS;
ANDRADE, 2001; LIMA et al., 2006; SILVA, 2010).

Outro grupo de larvicidas utilizado s&o os reguladores de crescimento de insetos. O
termo “IGR (insect growth regulator)”, criado por Staal em 1975, teve como finalidade
descrever uma nova classe de compostos, 0s biorracionais. Estas substancias tem a capacidade
tanto de acelerar ou inibir processos fisioldgicos fundamentais ao desenvolvimento normal do
inseto ou de sua progénie (SIDDAL, 1976). De acordo com Mulla (1995), os IGRs causam
anormalidades e efeitos retardados nos insetos, dos quais podem ser citados aberragoes
morfogenéticas, declinio na reproducédo e fertilidade e falhas na reproducdo (MULLA, 1995).
Eles atuam mais especificamente que os outros inseticidas ja utilizados, pois agem em
estruturas que ndo existem nos vertebrados, 0 que reduz sua toxicidade para mamiferos
(GRAF, 1993). Assim, eles ndo matam por intoxicagdo direta como ocorre com 0s inseticidas
tradicionais (MARTINS; SILVA, 2004). A utilizacdo desses inseticidas além de gerar menor
toxicidade para vertebrados, também causa minimo risco ambiental, visto que outros insetos

que compartilhariam o mesmo criadouro natural e poderiam ser afetados, ndo apresentam



habitos urbanos (criadouros artificiais), locais onde esses compostos sdo utilizados
(MARTINS; SILVA, 2004). Inameros estudos (FONTOURA et al., 2012; SILVA; MENDES,
2002; THAVARA et al., 2004) tem demonstrado que os IGRs séo eficazes mesmo no controle
de vetores com reconhecida resisténcia aos inseticidas convencionais, devido seu mecanismo
de acdo diferencial.

Os IGRs, por ndo serem neurotoxicos, sdo considerados por alguns pesquisadores a
terceira geracdo de inseticidas e estdo divididos em trés categorias de acordo com seu
mecanismo de acdo, a saber: horménios juvenis e analogos (juvendides), agonistas da
ecdisona e inibidores da sintese de quitina®. Nessa Gltima categoria destacam-se 0s compostos
da classe das benzoilfeniluréias (STAAL, 1975; GRAF, 1993), sendo os larvicidas
diflubenzuron e novaluron, representantes da mesma e um dos focos deste trabalho.

Os compostos da classe da benzoilfenilureias tiveram sua origem na década de 70
destacando-se por sua agdo mais especifica e menor toxicidade para mamiferos. Somando-se a
iss0, sdo biodegradaveis e de baixo impacto ambiental (MARTINS; SILVA, 2004). Para se
ter ideia de como esses compostos agem € necessario conhecer a morfologia do inseto e seu
processo de muda.

Quanto a morfologia, o tegumento, ou seja, a cobertura externa dos tecidos vivos dos
insetos é formado por duas partes, a epiderme e a cuticula (Figura 2). A cuticula
(exoesqueleto) encontra-se subdivida em: epicuticula, camada delgada com presenca de ceras
atuando na reducdo de perda de agua; e procuticula, camada mais espessa responsavel pelo
suporte e protecdo do corpo dos insetos. A procuticula subdivide-se em duas outras camadas,
exocuticula e endocuticula, ambas compostas pela interacdo entre quitina e proteinas através
de ligagdes cruzadas (CHAPMAN, 1998; PEDRINI; CRESPO; JUAREZ, 2007).

3 A quitina € um homo-amino-polissacarideo composta por mondmeros de N-acetil-glicosamina unidos através
de pontes glicosidicas do tipo  1-4 (MERZENDORFER E ZIMOCH, 2003) fundamental para a manutengédo da
vida e o desenvolvimento dos insetos. Esta presente na superficie exterior do corpo dos mosquitos e também em
outras estruturas que sdo revestidas por cuticula, como o intestino, os tubos traqueais e partes do sistema
reprodutor conferindo rigidez a estas estruturas (REYNOLDS; SAMUELS, 1996). N&o sendo encontrada em seu
estado puro em cuticulas, mas sempre em associacdo com proteinas. (CANDY; KILBY, 1962).



Figura 2. Esquema da subdiviséo da estrutura do tegumento dos insetos.
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Fonte: A autora, 2016.

A muda consiste na troca da cuticula velha por uma nova por meio de um processo
que inclui alteragdes fisioldgicas, hormonais, morfologicas e comportamentais e que culmina
na ecdise, que € a liberacdo do cuticula velha. Desta forma, o processo de muda envolve as
seguintes etapas (Figura 3): apolise, que consiste na retracdo da epiderme em relacdo a
superficie interna na cuticula velha mantendo as ligacdes dos musculos e nervos entre ambas
permitindo que o inseto se movimente. A epiderme secreta o fluido de muda composto por
quitinases e proteases inativas. Ocorre a formacdo da membrana ecdisal, responsavel por
separar a nova procuticula do fluido de muda e da endocuticula antiga. A seguir, ocorre
ativacdo das enzimas do fluido de muda as quais comecam a degradar a endocuticula antiga.
A nova procuticula secretada pelas células da epiderme em baixo da anterior ird se diferenciar
em exocuticula e endocuticula (CHAPMAN, 1998; MERZENDORFER E ZIMOCH, 2003).
Concomitantemente, a nova epicuticula se forma através de ductos formados pelas glandulas
da epiderme. Até que ocorra a ecdise, 0 inseto possui duas cuticulas. Pouco antes de ecdise, 0
fluido de muda € reabsorvido possibilitando a reciclagem de componentes da cuticula antiga.
No momento da ecdise as fibras que mantem a ligacdo entre os masculos e a cuticula antiga
sdo rompidas devido a alteracdo da presséo hidrostatica do corpo. Este novo esqueleto é mole,
pois ainda ndo foi esclerotizado, permitindo ao inseto molda-lo para acomodar seu novo
tamanho (CHAPMAN, 1998; MERZENDORFER E ZIMOCH, 2003).
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Figura 3. Esquema do processo de muda dos insetos.
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exocuticula
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Fonte :Universidade Federa do Oeste do Para
Ecdise http://pt.slideshare.net/Adenomar/morfologia-tegumento

* Ruptura da cuticula velha

* Ecdise! 20 animal sai do
velho exoesqueleto

Fonte: Adaptado, Universidade Federal do Oeste do Paréd (http:pt.slideshare,net/Adenomar/
morfologia-tegumento).

Deste modo, as benzoilfeniluréias atuam através da inibigdo da sintese de quitina em
seus estadios larvais, causando a morte por deposicao endocuticular anormal e muda abortiva.
Os efeitos incluem inibicdo completa ou parcial da muda, pupas mal formadas e dificuldade
de alimentacdo. A mortalidade ap06s tratamentos com esses compostos s6 pode ser observada
durante a mudanca de estadios larvais ou do estdgio larva/pupa e pupa/adulto, quando a
quitina esté4 sendo ativamente sintetizada (RETNAKARAN; WRIGHT 1987).

O mecanismo molecular de agdo dos benzoilfeniluréias ainda ndo encontra-se
elucidado (COHEN, 2001), podendo estar relacionado com interferéncias na expressdo ou
bloqueio na acdo da enzima quitina sintase (COHEN, 1987; ZHANG; ZHU, 2006),
interferéncia com a regulacdo hormonal da sintese de quitina (FOURNET et al., 1995),
impedimento da translocacdo das microfibrilas de quitina na membrana plasmatica ou ainda,
interferéncia no transporte dos mondémeros de N-acetil-glicosamina necessarios para sintese
de quitina (GANGISHETTI et al., 2008).
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1.2.1 - Novaluron

O novaluron, (£)-1-[3-cloro-4-(1,1,2-trifluoro-2-trifluorometoxietoxilo)fenil]-3-(2,6-
difluorobenzoil)ureia (Figura 4) é um composto da classe das benzoilfenilureias que
caracteriza-se como um sélido de odor ndo detectavel, pressdo de vapor muito baixa e baixa
solubilidade em é&gua (3 ug/L), que é independente do pH. Ele apresenta sua maior
solubilidade em acetona (198 g/L). Nao apresenta hidrolise significativa em pH 5 e 7, porém
sofre fotolise lenta em pH 5 e pode ser hidrolisado em pH 9 a temperatura ambiente
(CUTLER; SCOTT-DUPREE, 2007).

Figura 4. Representacdo estrutural do novaluron (NOV).

Assim como outros inseticidas, apos ter demonstrado acdo sobre pragas agricolas, o

Fonte: A autora, 2015.

novaluron foi escolhido para ser testado em mosquitos transmissores de doencas aos
humanos. Isso pode ser justificado pelo alto custo envolvido no desenvolvimento de um novo
produto nessa area, sendo bem mais acessivel considerar agentes e produtos que ja tém algum
uso em outros tipos de insetos (EPA, 2011; MULLA et al., 2003). Hoje ele se destaca como
um dos analogos mais potentes dessa classe (CUTLER; SCOTT-DUPREE, 2007).

O novaluron foi inicialmente indicado para uso contra larvas de Aedes aegypti em
habitats temporarios do mosquito, aguas poluidas e recipientes ndo potaveis de
armazenamento de agua, sendo recomendada uma dose de 10-50 ppm ou 10-100 g/ha do
principio ativo (WHO, 2004). Apos avaliacdo de risco em 2007, o composto passou a ser
recomendado pela OMS para uso na &gua potavel, contudo sua concentracdo ndo deve
ultrapassar 0,05 ppm (WHO, 2008).

Estudos como o de Tawastsin e colaboladores (2006) tem mostrado que o novaluron
apresenta baixo risco para o ambiente e para organismos ndo alvos com baixa toxicidade
aguda, subaguda e crbnica para mamiferos. Todavia, foi verificada alta toxicidade para

crustaceos aquaticos. O composto encontra-se na classe IV de toxicidade de acordo com o0s
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critérios da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) sendo portanto, pouco
toxico. N&o ¢é irritante nem sensibilizador. Também ndo foram identificados efeitos
carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, nem sinais de toxicidade reprodutiva ou no
desenvolvimento (ANVISA, 2010; EPA, 2011).

Mulla e colaboradores (2003) avaliaram a atividade e eficdcia de novaluron grau
técnico e de sua formulacdo emulsionavel contendo 10% m/v do principio ativo contra o
Aedes aegypti, tanto em laboratdério quanto em campo. A andlise dos dados demonstrou sua
elevada atividade larvicida a longo prazo, com mortalidade nos diferentes estadios larvais
dependente da dose, sendo que concentra¢des de 0,05-1,0 ppm de novaluron foram capazes de
inibir o segundo e quarto estadios larvais do mosquito por até 6 meses. Os autores sugerem
qgue o desenvolvimento de formulacdes de liberacdo controlada de novaluron poderia
prolongar ainda mais a eficacia residual do compostos contra Aedes aegypti em recipientes
destinados ao armazenamento de 4gua (MULLA et al., 2003).

Um estudo realizado no Brasil em 2007 por Fontoura e colaboradores avaliou a
resisténcia de quatro populacdes brasileiras de Aedes aegypti aos inseticidas temefos,
deltametrina e novaluron. A andlise dos resultados demonstrou que o novaluron foi eficaz
contra todas as populacdes de Aedes aegypti testadas, independentemente se as populacoes de
insetos j& apresentavam resisténcia aos inseticidas quimicos cléssicos. Os resultados
confirmaram a eficécia do novaluron em condi¢des climéticas brasileiras, tanto no laboratério,
guanto em campo (FONTOURA et al., 2012). Estudo realizado por Farnesi e colaboradores
(2012), além de reiterar a eficacia desse composto e sua relacdo dose-resposta sobre a
emergéncia de mosquitos, demonstrou histologicamente as alteracfes ocorridas no conteido
de quitina, na epiderme e nos 6rgdos internos das larvas submetidas ao tratamento. Foi
observado ainda que, quando ocorria emergéncia de mosquitos, estes eram
predominantemente machos, o0 que possui relevancia epidemiolégica uma vez que a
transmissdo da doenga ao homem ocorre somente através de fémeas (FARNESI et al., 2012).

Através do trabalho de Lau e colaboradores (2015) também foi demostrado que as
cepas de campo de Aedes aegypti sdo suscetivel a diflubenzuron e novaluron apresentando
concentragOes para inibir a emergéncia de 50% dos mosquitos (%IEso) de 0,74 e 0,38 ppb,
respectivamente (LAU et al., 2015), o que confirma a maior poténcia de novaluron em relacéo

ao Sseu precursor.
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1.2.2 — Diflubenzuron

O diflubenzuron, N-[[(4-clorofenil)amino] carbonil]-2,6-difluorobenzamida ou 1-(4-
clorofenil)-3-(2,6-difluorobenzoil)ureia, (Figura 5) foi o primeiro inibidor da sintese de
quitina pertencente a classe das benzoilfenilureias a ser utilizado comercialmente em
agricultura e contra moscas de importancia veterinaria (GRAF, 1993). Hoje é utilizado na
agricultura, horticultura e silvicultura contra larvas de Lepidoptera, Coleoptera, Diptera,
Hymenoptera e na satde publica contra larvas do mosquito Aedes aegypti (WHO, 2006).

Caracteriza-se como um solido branco cristalino com ponto de fusdo entre 210-230
°C, praticamente insoltvel em agua (0,08 mg/L), mas é soltivel em solventes organicos como
acetonitrila (2 g/L), acetona (6,5 g/L), dimetilsolfoxido e dimetilformamida (120 g/L) (EPA,
1997; FAO, 2004).

Figura 5. Representacdo estrutural do diflubenzuron (DIF).
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Fonte: A autora, 2015.

A formulacdo é comercializada na forma de p6 ou granulos com teor maximo de
principio ativo de 25% m/m. O composto encontra-se na classe IV de toxicidade de acordo
com os critérios da ANVISA (ANVISA, 2015), sendo praticamente atdéxico para mamiferos,
biodegradavel, ndo sistémico e com baixo impacto ambiental (APPERSON et al., 1978). Ele
pode ser utilizado ainda em recipientes com agua potavel desde que sua dose ndo exceda de
0,25 ppm, uma vez que seus efeitos tdxicos aparecem apenas em concentragdes acima de
4500 ppm (BRASIL, 2008).

No Brasil e no mundo, diversos estudos mostraram a susceptibilidade do Aedes
aegypti a esse composto (BELINATO; VALLE, 2015; GARCIA NETO, 2011; PORTO,
2015; SECCACINI et al., 2008; SILVA, 2006). Dentre os varios estudos sobre a agdo deste
larvicida em Aedes aegypti pode ser citado o trabalho de Machado (2012), a partir do qual se
pdde concluir que o diflubenzuron é efetivo a 2 ppb em cepas Rockefeller, nas condicfes

laboratoriais, além de ser eficaz em populacbes de campo com resisténcia baixa e
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intermediéria ao temefds, na concentracdo de 0,25 ppm mantendo seu efeito por até sete
semanas (MACHADO, 2012).

Borges e colaboradores (2012) demonstraram através de analises morfologicas em
nivel ultraestrutural que o diflubenzuron atua impedindo a liberacdo da cuticula velha que, por
sua vez, provoca estrangulamento das partes segmentares da larva. Também foi verificado
rompimento da cépsula cefélica e alteragdes no meséntero (BORGES et al., 2012). O
principal modo de acdo do diflubenzuron é por ingestdo, no entanto, ja foram relatados casos
de acdo por contato direto com o tegumento (GROSCURT; JONGSMA, 1984).

Os estudos de Saleh e colaboradores (2013) verificaram que o diflubenzuron além de
ser eficaz contra larvas, provoca alteragdes fisiologicas nos mosquitos adultos sobreviventes
sendo observada uma reducdo de quase 50% na postura de ovos oriunda de fémeas
sobreviventes e de aproximadamente 25% na emergéncia de adultos provenientes desses ovos
(SALEH et al., 2013).

Uma avaliacdo realizada em laboratério tratando geracdes sucessivas com um dose
pré-determinada de diflubenzuron identificou a possibilidade de surgimento de resisténcia de
forma rapida para o composto, sendo a mesma possivelmente relacionada a resisténcia
metabdlica (BELINATO; VALLE, 2015). Este dado corrobora para a necessidade de
avaliacdo constante dos inseticidas preconizados pela OMS, bem como para a busca continua
de melhoramento dos inseticidas ja existentes e avaliacdo de novos potenciais inseticidas.

1.3 - NOVAS ALTERNATIVAS

1.3.1 — Composto com potencial larvicida frente o Aedes aegypti

Hoje, o mercado de inseticidas é carente de produtos sintéticos com novos
mecanismos, seja pela dificuldade de desenvolvimento ou mesmo pelo custo destas pesquisas.
Assim, além da busca de imunoprotetores eficazes para combater os virus, as estratégias de
controle dos vetores tém sido focadas em outras vertentes como biotecnologia, busca de novas
formulacBes para os compostos j& existentes e controle biologico através de substancias
naturais derivadas de plantas, patdogenos e micro-organismos com potencial inseticida
(BISSET, 2002).

Diante deste contexto, substancias ja utilizadas contra outros organismos como acaros
e nematoides, ou mesmo outros insetos, podem ser reavaliadas a fim de verificar uma nova

utilizacio para as mesmas. E o caso das avermectinas que apresentam ampla aplicacio para a
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indUstria farmacéutica (antibioticos, antitumorais, etc) e agroquimica (inseticidas) (DEWICK,
2009).

As avermectinas sdo substancias obtidas por fermentacdo através de culturas de
Streptomyces avermitilis, pertencente a um dos géneros de micro-organismos mais abundantes
no solo (DEWICK, 2009). Estas sdo lactonas pentaciclicas formadas por dois pares de
homdlogos que se diferem quanto a ligacdo ao carbono 5 sendo que no grupo que recebe o
nome de A esta ligado um metoxi enquanto que no B, o radical é o hidroxi. Esses dois grupos
ainda se subdividem em A; e A2, de acordo com a presenca ou ndo de dupla ligagdo no
carbono 22. Por fim, cada um destes subgrupos recebe a letra “a” ou “b” pelo fato de serem
majoritarios ou secundarios, respectivamente. Os principais possuem uma cadeia butil
secundaria no carbono 25, ja nos outros esta presente um grupo isopropil. Desta forma, tém-se
as seguintes avermectinas: Aia, A1b, Aza, A2n, B1a, Bib, B2a € Ban (ALBERS-SCHONBERG et
al., 1981; SPRINGER et al., 1981).

Sdo compostos muito lipofilicos, praticamente insollveis em solu¢Bes aquosas
havendo necessidade do auxilio de surfactantes aquosos ou solventes e com elevada adsor¢édo
em matéria organica (CAMPBELL, 1989; LO et al., 1985).

Esse grupo é formado pela abamectina, ivermectina e doramectina. A abamectina
(Figura 6) consiste numa mistura de cerca de 85% de avermectina B1a € 15% de avermectina
B sendo amplamente utilizada em culturas agricolas no combate de &caros e insetos. A
formula molecular do componente majoritario € CagH72014 € do secundario Cs7H70014
(ANVISA, 2015a). Apresenta baixa toxicidade para mamiferos, no entanto, é extremamente
destrutiva para microcrustaceos e peixes pela capacidade de atingirem o cérebro desses
animais (NOVELII, 2010). Devido a facil degradacdo e adsor¢do pela matéria organica, solo e
particulas sedimentares, dificilmente ocorre lixiviacdo e/ou contaminacdo dos lencdis
freaticos (TISLER; ERZEN, 2006).

Figura 6. Representacdo estrutural da abamectina (ABA).

Fonte: A autora, 2015.
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As avermectinas agem sobre os receptores do &cido y-aminobutirico (GABA)
presentes na membrana pos-sinaptica dos neurdnios levando a maior permeabilidade dos ions
cloreto, que, por sua vez, provocam hiperpolarizacdo irreversivel das celulas nervosas e
musculares promovendo paralisia e morte dos insetos (FREITAS et al., 1996; TISLER;
ERZEN, 2006). Essas acOes ndo sdo tdo prejudiciais ao homem, porque em humanos esses
mediadores quimicos ndo afetam a fungdo motora periférica. Eles agem em nivel de sistema
nervoso central e as avermectinas ndo atravessam a membrana hematoencefélica
(DOURMISHEV; DOURMISHEV; SCHWARTZ, 2005).

Duas formulagbes comerciais de avermectinas, uma contendo abamectina e a outra
ivermectina, foram testadas contra larvas do Aedes aegypti e demonstraram atividade em
baixas concentracdes sendo a que continha abamectina foi a mais eficaz (PAMPIGLIONE
apud GERIS et al., 2012). Outros trabalhos visando tanto a aplicacdo adulticida quanto
larvicida dos compostos desta classe demonstraram-se efetivos no combate ao Aedes aegypti
(DEUS et al., 2012; PRIDGEON et al., 2008; ROSA et al., 2011). Tais dados realcam o
potencial das avermectinas para o combate do mosquito Aedes aegypti. Alem disso,
compostos com mecanismo de acdo ndo relacionados constituem uma alternativa promissora

para o controle de populagdes de campo resistentes a inseticidas tradicionais.

1.3.2 — Preparacéo de compostos de inclusdo

Dentro da perspectiva de novas formulacdes, a nanotecnologia surge como um
conjunto de técnicas usadas para manipular objetos e dispositivos em dimensGes moleculares
(nanométricas) buscando assim, utilizar as diferentes propriedades fisico-quimicas que
surgem quando 0s materiais encontram-se nessa escala para desenvolver novos dispositivos
tecnoldgicos com funcdes diferenciadas (ALVES, 2004; MELO; PIMENTA; 2004).

Nanoformulagdes s&o amplamente utilizadas no setor farmacéutico, no entanto, a
indUstria agroquimica tem dado maior importancia a esta tecnologia a partir dos ultimos dez
anos, quando segundo Kah e colaboradores (2013) pode-se verificar a ocorréncia de mais de
3000 pedidos de patentes e cerca de 85 documentos cientificos entre artigos e relatorios
tratando de nanopesticidas (KAH et al., 2013).

E uma tecnologia com um amplo espectro de aplicacdes, com destaque para 0s
sistemas de liberagdo controlada que permitem alojar um determinado principio ativo numa

matriz de encapsulamento, possibilitando uma liberacdo gradual do mesmo no meio de
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interesse. Nesse contexto, as ciclodextrinas (CDs) surgem como uma alternativa de matriz
encapsulante (SCHAFFAZICK et al., 2003; DEL VALLE, 2004).

As CDs foram descobertas ha mais de 100 anos, porém sua utilizacdo industrial, como
excipiente, é bem mais recente (DEL VALLE, 2004; LOFTSSON; DUCHENE, 2007). S&o
originarias de uma abundante fonte natural, o amido, através de conversdo enzimatica
(SCHARDINGER, 1911 apud LOFTSSON; DUCHENE, 2007).

As principais CDs naturais sdo policristalinas, homogéneas, ndo higroscopicas e
compostas por seis, sete ou oito unidades de glucopiranoses unidas por ligacGes glicosidicas
do tipo a-1,4 sendo denominadas a-ciclodextrinas (a-CD), p-ciclodextrina (5-CD) e -
ciclodextrina (y-CD) (Figura 7), respectivamente (SZEJTLI, 1998, THOMPSON, 1997,
UEKAMA; HIRAYAMA; IRIE, 1998). Na Tabela 1 estdo apresentadas suas principais
caracteristicas. Em decorréncia da conformacdo cadeira das glucopiranoses, tais compostos
adquirem a forma de cone truncado (Figura 8), com uma cavidade em seu interior que permite
acomodar outras substancias. O tamanho desta cavidade varia com o tipo de CD, pois 0
nimero de unidades de glicose determina o didmetro interno e o volume do orificio (DEL
VALLE, 2004). Existem ainda CDs maiores, no entanto, estas por ndo apresentam forma

conica, tornam-se menos importantes neste contexto (SZEJTLI, 1998).

Figura 7. Representacdo estrutural de algumas ciclodextrinas naturais e da unidade

glucopiranose no polimero.
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Tabela 1. Caracteristicas das principais ciclodextrinas naturais.

Didmetro Didmetro -
(o]
CD NA de Altu,ra da interno (borda | externo (borda | Massa Molar Solubilidade
mondmeros | molécula N :
superior) superior)
oCD 6 79A 57A 13,7A 972,8 gmol* | 149,2 mmolL™*
BCD 7 79A 78 A 153 A 1135,0 gmol* | 16,3 mmolL™*
yCD 8 79A 9,5A 16,9 A 1297,1 gmol™* | 178,8 mmolL*

Fonte: Adapatado, THOMPSON, 1997; SAENGER, 1980.

Figura 8. Representacao esquematica da estrutura funcional das ciclodextrinas.

Cavidade
Hidrof dhica Hidroxilas
Secundarias

Hidroxilas
Primdrias

Fonte: http://www.portaldosfarmacos.ccs.ufrj.br/resenhas_ciclodextrinas.html.

A estrutura conica com hidroxilas nas extremidades exteriores possibilita que esses
oligossacarideos ciclicos se solubilizem em solucdo aquosa e simultaneamente acomodem
substancias hidrofébicas em seu interior. As hidroxilas secundarias localizam-se na borda
mais larga do cone, j& as primarias estdo na outra extremidade, mais estreita (CUNHA-
FILHO; SA-BARRETO, 2007; CHOWDARY; SHANKAR; TANNIRU, 2014). E a livre
rotacdo das hidroxilas primarias, o fenbmeno responsavel por reduzir o didmetro da cavidade
na extremidade mais estreita das CDs (KRZYSZTOF; KATARZYNA, 2008).

Quanto a diferencas na solubilidade, esta encontra-se relacionada a estabilizacdo do
anel macrociclico através de interacBes intramoleculares entre a hidroxila do C-2 de uma
unidade de glicose com a hidroxila do C-3 da unidade de glicose consecutiva. Quanto maior o
namero de intera¢6es intramoleculares, mais rigido serd o cone e menor a solubilidade da CD.
Isso é a causa da reduzida solubilidade da BCD (ver tabela 1) (ASTRAY, 2009).

A porcdo interna da cavidade das CDs é composta pelos hidrogénios Hs, Hs e He.
Também ha no interior da cavidade oxigénios glicosidicos cujos pares de elétrons nao-

ligantes se encontram orientados em direcdo ao interior da cavidade. Isso origina uma elevada
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densidade eletrdnica, fazendo com que a molécula apresente caracteristicas de base de Lewis
(BUDAL, 2003).

Dentre as CDs naturais, a B-CD é a mais utilizada em formulacGes farmacéuticas
devido ao tamanho da sua cavidade e a melhor relacdo custo-beneficio quando comparada
com outras disponiveis comercialmente (NITALIKAR; SAKARKAR; JAIN, 2012). Essa
substancia, apos administracdo oral, apresenta minima absorcdo pelo trato gastrointestinal
superior, sendo metabolizada apenas no ceco e colon, porém apresenta certa restricdo quanto a
administracdo parenteral devido a sua nefrotoxicidade e atividade hemolitica (DEL VALLE,
2004).

As CDs naturais podem ser modificadas quimicamente através de diversas rotas
sintéticas dando origem a CDs derivadas (PITHA et al., 1986; THOMPSON, 1997). Estas
alteracdes conferem a elas vantagens como maior solubilidade e menor toxicidade parenteral
(DUCHENE; WOUESSIDJEWE, 1990; PITHA; PITHA, 1985).

Sdo inumeras as caracteristicas que fazem com que estes agUcares ciclicos sejam
interessantes para alojar e transportar outros compostos, a saber: estrutura quimica conhecida,
baixa toxicidade, cavidades de diferentes tamanhos, protecdo dos compostos incluidos e
razoavel solubilidade em agua (RAJEWSKI; STELLA, 1996; SZEJTLI, 1998; UEKAMA;
HIRAYAMA; IRIE, 1998).

Quando essas moléculas interagem com outros compostos, chamados “hdspedes”,
aprisionando-os total ou parcialmente em seu interior, originando 0s denominados compostos
ou complexos de inclusdo. De acordo com o tamanho da cavidade, tamanho do hdspede e das
possiveis interacbes entre eles podem ser formados complexos com as seguintes
estequiometrias (CD:hospede): 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 1:2, 2:2 ou 1:3, sendo a primeira a mais
comum. Na formacdo destes complexos, as moléculas de agua presentes na cavidade da CD
hospedeira sdo trocadas pelas moléculas da substancia hdspede, mais hidrofobicas, obtendo
uma associacdo mais estavel energeticamente. Nenhuma ligacdo covalente é quebrada ou
originada durante este processo (SZEJTLI, 1998; THOMPSON, 1997). Em resumo, 0s
complexos de inclusdo sdo estruturas formadas por duas ou mais moléculas, sendo que a
molécula hospedeira, no caso a CD, inclui total ou parcialmente a molécula hospede sem a
ocorréncia de ligagdes covalentes entre elas (Figura 9) (VEIGA, PECORELLI, RIBEIRO,
2006).
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Figura 9. Esquema da formagéo do composto de incluséo.
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Fonte: A autora, 2015.

As moléculas de agua presentes na cavidade da CD apresentam-se em elevado estado
energético por ndo satisfazerem completamente seu potencial de formacdo de ligacGes de
hidrogénio. Por essa razdo, sdo facilmente substituidas por moléculas do hospede com regido
apolar e de dimensGes adequadas a cavidade. A liberacdo das moléculas de agua durante a
inclusdo também gera um aumento da entropia do sistema, por ganharem liberdade rotacional
e translacional (SZEJTLI, 1998; LOFTSSON; DUCHENE, 2007).

No processo de complexacdo, a constante de formacdo do complexo apresenta
importancia impar, pois atraves da mesma € possivel inferir sobre o grau de afinidade entre as
duas espécies. Alguns autores defendem que apenas compostos com constantes na faixa de
200 a 5000 poderiam ser utilizados comercialmente, pois as interacbes seriam fortes o
suficiente para garantir a integridade das formulacdes, mas nao tdo fortes a ponto de impedir a
dissociacdo no meio bioldgico e comprometer a atividade da molécula (PITHA; SZENTE,
1983).

Dentro da cavidade, a substancia héspede ajusta sua conformacdo devido as diversas
interacdes intermoleculares. A ligacdo entre hospede e hospedeiro caracteriza-se por um
equilibrio dindmico, sendo sua dissociacao facil e rapida na presenca de um grande volume de
4gua (DEL VALLE, 2004).

O processo de complexacdo pode ocorrer de diferentes maneiras sendo que para
preparacOes laboratoriais com espécies de baixa solubilidade predomina o método de co-
precipitagdo (Figura 10), no qual a substancia hospede é adicionada a uma solugdo de CDs
que se encontra sob agitacdo. Posteriormente, o complexo formado (Figura 10) € recolhido e o

solvente removido, por exemplo, por liofilizagdo (HEDGES, 1998).
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Figura 10. Equilibrio dindmico de coprecipitacao.
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Fonte: A autora, 2015.

A formacdo destes complexos de inclusdo provoca alteracdes em varias propriedades
fisico-quimicas das moléculas hospede, que facilitam suas aplicagdes em sistemas biologicos.
Como exemplo de melhorias, é valido citar o aumento da solubilidade em agua e em solventes
organicos; aumento da estabilidade quimica (frente a degradacdo por oxidacdo, temperatura
ou radiagdo ultravioleta); reducdo da pressdo de vapor de substancias volateis; inibicdo do
cheiro e/ou sabor e liberacdo modificada da substancia (DEL VALLE, 2004; HEDGES, 1998;
LOFTSSON; MASSON; BREWSTER, 2004; SZEJTLI, 1998). Devido a essas vantagens
existem hoje no mercado inumeros produtos/medicamentos que utilizam esta tecnologia.

Alguns exemplos estéo citados da tabela 2.

Tabela 2. Produtos comerciais que tiveram alguma caracteristica melhorada com o uso de
CDs.

Ativo Ciclodextrina utilizada Beneficio alcancado
Capsaicina HPBCD Melhora da absorgdo percutanea
Vancomicina Bed Novos mecanismo de liberagdo do antibidtico
Sulfametoxazol HPBCD Melhora da solubilidade
Albendazol HPBCD Melhora da solubilidade e da farmacocinética
Nicotina BCD Melhora das caracteristicas organolépticas
Praziguantel BCD Melhora da solubilidade e da atividade
Valsartan HPBCD Melhora da solubilidade e estabilidade
Oleo de peixe ou vegetais | BCD Melhora das caracteristicas organolépticas
Triclosan BCD Aumento da disponibilidade

Fonte: Adaptado, CHOWDARY, SHANKAR; TANNIRU, 2014; VENTURINI et al., 2008.

As CDs podem aumentar a permeabilidade do hospede através de mucosas devido a
maior disponibilidade do hdspede livre na superficie de absorcdo, fato que pode aumentar a
absorcdo de substancias pouco soluveis, intensificando a atividade das mesmas (ZUO et al.,
2000; CHOI et al.,, 2001). Isto pode resultar em um aumento da atividade bioldgica,
possibilitando uma reducdo na dosagem a ser utilizada (DEL VALLE, 2004; GARNERO et
al., 2010).
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Diante do exposto, o desenvolvimento de tecnologias focadas na racionalizagéo do uso
de inseticidas ou outras moléculas, com possibilidade de reducdo da dose utilizada ou que
apresentem novos mecanismos de acdo possibilitando minimizacdo da resisténcia e do
impacto ambiental constitui um grande desafio para a industria de pesticidas. Nesse sentido, a
modificacdo de moléculas pela preparacdo de compostos de inclusdo ampliam as
possibilidades de desenvolvimento de formulagdes que possam atender essas expectativas.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar
novas composi¢des nanoestruturadas de inseticidas e avalia-las frente aos estadios larvais do
vetor da dengue, bem como avaliar a seguranca dessas hanocomposicdes frente a fibroblastos

humanos.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar os compostos de inclusdo de novaluron, diflubenzuron e abamectina em
BCD;

e Auvaliar as interagdes intermoleculares entre as ciclodextrinas e os inseticidas no
estado sdlido;

e Auvaliar as interaces intermoleculares entre as ciclodextrinas e os inseticidas em
solugéo;

e Auvaliar o efeito das ciclodextrinas na estabilidade térmica dos compostos;

e Avaliar o efeito das ciclodextrinas na formacao de nanoprecipitados hidrofobicos em
mistura de solvente;

e Auvaliar a atividade larvicida dos compostos de inclusdo e seus precursores frente as
larvas do Aedes aegypti nos diferentes estadios/estagios larvais;

e Auvaliar a citotoxicidade dos compostos de inclusdo utilizando métodos de viabilidade

celular.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 - MATERIAIS

A abamectina utilizada foi cedida pelo Departamento de Ciéncias Naturais de S&o
Jodo Del-Rei (pureza 95,73% Bia € 1,99% Bip). O novaluron (pureza 95,2%) e o
diflubenzuron (pureza 96,00%) foram extraidos e purificados a partir das formulacGes
comerciais (Mosquilon® - Bayer) e (Dimilin® - Chemtura), respectivamente. A pureza desses
produtos foi determinada por HPLC comparando com padrdes de novaluron e diflubenzuron
adquiridos da Sigma-Aldrich. Mais informagdes sobre a obtengéo, caracterizagédo e pureza
desses produtos podem ser encontradas no Apéndice A. A B-ciclodextrina (BCD) foi
adquirida da Sigma-Aldrich. Os solventes foram adquiridos de empresas idoneas (Vetec,

Synth e J.T. Baker) com pureza para fins analiticos (P.A.).

3.2 - METODOS

Na figura 11 esta apresentado um fluxograma das etapas executadas nesse trabalho.
Apds a obtencdo das substancias puras e seus respectivos compostos de inclusdo, o trabalho
foi dividido em trés etapas, a saber:
- Caracterizacéo fisico-quimica no estado sélido;
- Caracterizacao fisico-quimica em solucdo/suspensao; e

- Ensaios biolégicos.



Figura 11. Fluxograma dos experimentos.
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Fonte: A autora, 2016.
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3.2.1 — Diagrama de solubilidade

Os diagramas de solubilidade das moléculas hospede (novaluron, diflubenzuron e
abamectina) em agua, na presenca de BCD foram obtidos usando o procedimento estabelecido
por Higuchi & Connors, o qual esta descrito a seguir (HIGUCHI; CONNORS, 1965).

Em tubos de ensaio (11 tubos) de 10 mL foi adicionado 1 mg do composto hdspede.
Em seguida, adicionou-se um volume pré-definido da solucéo estoque de BCD (15 mM) em
agua Milli-Q. O volume final no tubo foi ajustado para 3 mL com &gua Milli-Q. A
concentracdo de BCD nos tubos variou de 0 a 15 mM. Essas suspensfes foram colocadas em
um banho termostatico com agitacdo a 30,0 = 0,1 °C, durante 48 horas para se garantir o
equilibrio termodindmico de dissolucdo. ApoOs este periodo, o sobrenadante foi filtrado
utilizando um filtro Millipore® 0,22 um e transferido para cubetas de quartzo com 1 cm de
caminho oOptico. A quantidade da molécula hospede no sobrenadante foi dosada utilizando
espectrofotémetro UV-Vis, marca Perkin Elmer, modelo Lambda 25, contendo acessério de
troca automatica para oito amostras, acoplado a um banho termostéatico peltier (20 °C — 60 °C)
e gerenciado pelo software UV WinLab. O branco utilizado nesse ensaio foi agua Milli-Q.
Ap0s a obtencdo dos espectros, os dados foram transferidos e editados no programa Microcal
Origin 8.0. Na figura 12 esta apresentada uma representacéo esquematica do experimento.

Figura 12. Esquema do experimento para obtencdo dos diagramas de solubilidade.

« v
e ‘ SN
™ | Branco W R
 — - B it}
Le 0 2 p . F—’/A &
Myl - I
-5 - Ve <7 vy
[BCD1=0 [BCD]=1,5... [BCD]=15 1 20 11
. Varredura e obtengdo do espectro
1 mg do composto Solugéo Conc. Fixa (1 mg) do 48 h de agitacdo Sobrenadante
aquosa héspede e conc. econtrolede T
de BCD crescentes de CDs

Fonte: A autora, 2015.

3.2.2 - Preparacgéo dos compostos de inclusao

Os compostos de inclusdo foram preparados usando quantidades equimolares da

molécula hospede e BCD pelos métodos de co-precipitacdo/liofilizagdo com adaptagdes
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(CAO; GUO; PING, 2005; CHOWDARY; SHANKZR; TANNIRU, 2014; PATIL et al.,
2010). O roteiro utilizado esta descrito a seguir e esquematizado na figura 13.

Em béqueres separados foram solubilizadas a molécula hospede e a BCD utilizando,
respectivamente, 15 mL de etanol e 35 mL de &gua. Em seguida, a solucdo da molécula
hospede foi vertida para o béquer contendo a solugdo aquosa de BCD, sob agitacdo, ¢ a
suspensdo formada permaneceu assim por 24h. Depois, essa suspensao foi rotaevaporada para
retirada do etanol e, por fim, congelada e submetida a liofilizacdo para obtencdo do composto

de incluséo desejado.

Figura 13. Esquema de preparagdo dos compostos de inclusdo com ciclodextrinas.
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Fonte: A autora, 2015.

3.2.3 — Preparo das misturas mecanicas

As misturas mecanicas foram preparadas usando quantidades equimolares da molécula
hospede e BCD, sendo os s6lidos, apos pesagem, levemente homogeneizados em gral de agata
com auxilio de pistilo. Posteriormente, as misturas foram acondicionadas em tubos
eppendorf® e armazenadas em geladeira. Na figura 14 estd apresentada uma representacdo

esquematica da preparacao.

Figura 14. Esquema de preparacdo das misturas mecanicas (MM).
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Fonte: A autora, 2015.
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3.2.4 — Caracterizagdo fisico-quimica dos compostos de inclusdo no estado solido

3.2.4.1 — Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (1V)

Os espectros na regido do infravermelho médio (4000 a 400 cm™) dos compostos
puros, da BCD, das misturas mecanicas (MM) ¢ dos compostos de inclusdo (CI’s) foram
registrados em um equipamento da Perkin Elmer, com transformada de Fourier, modelo
Spectrum Two TM, a partir de pastilhas contendo KBr. Os espectros foram obtidos como a
média de 16 varreduras consecutivas, com resolugdo de 2 cm™ e intervalo de onda de 4000 a
400 cm™. Para a aquisicdo e processamento dos espectros foi utilizado o programa Perkin
Elmer Spectrum ES (verséo do aplicativo: 10.03.08.0133). A figura 15 representa o esquema
do experimento. Os dados foram exportados para o Microcal Origin 8.0 para edigéo.

Figura 15. Esquema do experimento para obtencdo dos espectros de infravermelho.
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Fonte: A autora, 2015.

3.2.4.2 - Analises térmicas: termogravimetria (TGA) e analise térmica diferencial (DTA)

As andlises térmicas para 0s compostos puros, a ciclodextrina, as misturas mecanicas e
0s compostos de inclusdo foram realizados por colaboradores no Departamento de Ciéncias
Naturais da Universidade Federal de S&o Jodo Del Rei (UFSJ). O equipamento DTG 60/60H
da Shimadzu foi utilizado na aquisicdo das curvas TGA e DTA. Na referéncia foi utilizado o
cadinho de alumina vazio. As analises foram realizadas em atmosfera de N2> a 50 mL/min,
com rampa de temperatura de 30 a 700 °C e uma taxa de aquecimento de 10 °C/min com
massa aproximada de 3,5 mg do composto a ser analisado em cadinho de alumina. Os dados

foram exportados para o Microcal Origin 8.0 para edicéo.
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3.2.5 — Caracterizacao fisico-quimica dos compostos de inclusdo em solucéo/suspensédo

3.2.5.1 — TitulagBes calorimétricas isotérmicas

Os parametros fisico-quimicos envolvidos na formagdo dos compostos de inclusdo em
solucdo foram determinados a partir da titulacdo calorimétrica isotérmica envolvendo o
sistema molécula hospede e BCD, a 25°C. O experimento foi realizado utilizando um
Microcalorimetro VP-ITC da Microcal (figura 16) e os seguintes parametros experimentais:
rotacdo de 300 rpm, tempo de injecdo de 2 s, tempo de equilibrio de 5 min, 51 injecBes
automaticas de 5 pL de titulante em 1,5 mL do titulado. A primeira injecdo de 1 uL foi
descartada a fim de eliminar os efeitos de difusdo de material da seringa para a cela e vice-
versa. O titulante consistiu na solucdo da molécula hospede a 30 mM em DMSO:H20 (90:10
v/v). Ja o titulado foi a solugdo de BCD a 2 mM no mesmo solvente. Os experimentos de
referéncia (branco) consistiram de titulacdo da molécula hdspede a 30 mM em 1,5 mL de
DMSO:H20 (90:10 v/v). Ap6s os experimentos, as curvas de titulagdo foram subtraidas dos
respectivos brancos afim de se eliminar matematicamente os efeitos de interacdo dos
compostos com o solvente. Os experimentos foram realizados em duplicata e o tratamento dos

dados executado com o auxilio do programa Microcal Origin 6.0.

Figura 16. Representacdo esquemética do Microcalorimetro VP-ITC da Microcal.
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Fonte: A autora, 2016.
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3.2.5.2 — Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

As andlises de RMN de 'H e ROESY dos compostos puros, da BCD e dos compostos
de inclusdo foram realizadas por colaboradores do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Minas Gerais. Os espectros foram adquiridos utilizando um espectrometro Brucker
DRX400 — série AVANCE, a 400 MHz. As amostras foram dissolvidas em DMSO-ds sem

TMS. Os espectros foram editados utilizando o programa MestReC®.
3.2.5.3 — Estudo cinético de solubilizacéo

Neste experimento, 1,0 mg do composto puro ou quantidade molar equivalente de seu
composto de inclusdo foram pesados em cubetas de quartzo de 1 cm de caminho oOptico e, em
seguida, adicionou-se 3 mL de &gua Milli-Q. Os espectros eletrdnicos para cada sistema
foram adquiridos na regido de 400-200 nm a cada 15 minutos durante um intervalo de 24
horas, contabilizando 97 ciclos. O equipamento utilizado foi o espectrofotdmetro UV-vis,
marca Perkin Elmer, modelo Lambda 25. Todas as medidas foram realizadas a 30 °C. O
branco utilizado foi agua Milli-Q. Apos a obtencdo dos espectros, os dados foram transferidos
e editados no programa Microcal Origin 8.0. Na figura 17 esta apresentada uma representacdo

esquematica do experimento.

Figura 17. Esquema do experimento para avaliacdo da solubilidade a partir dos espectros
eletrénicos das substancias puras e seus respectivos compostos de inclus&o.
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Fonte: A autora, 2016.
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3.2.5.4 — Andlise por espalhamento de luz (DLS) e potencial zeta (ZP)

O carater nanometrico dos compostos puros e seus respectivos compostos de inclusao
foi avaliado por medidas de tamanho de particulas (didmetro hidrodindmico — Dn) por
espalhamento de luz dindmico (DLS). Os experimentos foram realizados em um mddulo
fotométrico de DLS, Zetasizer Nano ZS90 da Malvern, a 25 °C, com termostatizacdo via
sistema Peltier. As amostras foram inseridas em cubeta de polietileno de 1 cm de caminho
optico, padrdo Malvern, e submetidas a um feixe de luz monocromatico (Laser He-Ne de 4
mW e comprimento de onda de 633 nm), com intensidade de luz espalhada medida a um
angulo de 90°. O Diametro hidrodindmico (Dn) foi determinado pela média de cinco medidas
independentes, cada uma delas obtida a partir da média de 5 contagens. Neste caso, foram
pesados 1 mg do composto puro e quantidade equimolar do composto de incluséo e ambos
solubilizados em 500 pL de DMSO cada. A seguir, foram realizadas 25 injeg¢oes de 20 pL da
solucdo em 2 mL de agua Milli-Q. O tratamento dos dados foi executado com o auxilio do
programa Microcal Origin 8.0.

Para determinacdo da energia potencial normalizada pela carga superficial das
particulas ou potencial zeta (ZP) foram utilizadas suspensdes similares as utilizadas no
experimento de tamanho hidrodindmico citado acima. Cada uma das suspensdes foi vertida
em uma cubeta de vidro, a qual € imersa a célula de medida (Dip Cell) e avaliada pelo médulo
Zetasizer Nano-ZS 90 atraves da técnica de micro-eletroforese laser-doppler (MELD), com
angulo de espalhamento de luz a 173° e DDP alternada 10 V, a partir dos valores de
mobilidade eletroforética, calculado pelo modelo de Smoluchowski. Assim como o diametro
hidrodinamico, o valor final do potencial zeta foi calculado como a média de 5 medidas
independentes com 5 contagens cada e o tratamento dos dados executado com o auxilio do
programa Microcal Origin 8.0. Na figura 18 estd apresentada uma representacdo esquematica

do experimento.
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Figura 18. Representacdo esquematica dos experimentos de tamanho hidrodinamico e
Potencial Zeta das substancias puras e seus respectivos compostos de incluséo.
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Fonte: A autora, 2016.

3.2.6 — Analises biologicas

3.2.6.1 - Bioensaios envolvendo larvas do mosquito Aedes aegypti
3.2.6.1.1 - Obtencéo das larvas

Os ovos de Aedes aegypti, doados pelo Professor Gustavo Ferreira Martins do
Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa, foram colocados para
eclodir em bacias plasticas com dimenses de 30 x 20 x 7 cm contendo 2 L de agua declorada,
em ambiente climatizado (ver esquema Figura 19). Ap6s 24 h foram obtidas as larvas de 1°
estadio (L1) que foram transferidas para outra bacia, onde se adicionou 2 L de agua declorada
e aproximadamente 118 mg de alimento (racdo de peixe GoldFish ®). A partir dai, a agua foi
trocada diariamente fazendo reposic¢do do alimento até os individuos atingirem o estadio de

desenvolvimento necessario para cada teste descrito a seguir.

Figura 19. Esquema de obtencdo das larvas de Aedes aegypti.
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Fonte: A autora, 2015.
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3.2.6.1.2 - Avaliacao da atividade frente ao estadio L1 de larvas do mosquito Aedes
aegypti

A avaliacdo da atividade larvicida frente ao estddio L1 para a abamectina e seu
composto de inclusdo foi realizada utilizando uma adaptacdo do método desenvolvido por
Pridgeon e colaboradores (PRIDGEON et al., 2009). Esse é um teste rapido, de triagem para
identificar o potencial larvicida dos compostos.

Cinco larvas no estadio L1 (24 h apds a eclosdo dos ovos) foram adicionadas em um
tubo eppendorf® juntamente com 940 pL de agua declorada ¢ 10 pL de uma suspensdo de
comida. Em seguida, foram adicionados 50 pL. do composto de tal forma que a solucdo final
(V =1.000 pL) tivesse a concentracdo desejada do composto teste e 1% (v/v) de DMSO. A
curva dose-resposta foi construida utilizando sete concentracdes que variam de 0,0001 uM a
100 uM (100 uM, 10 uM, 1 uM, 0,1 uM; 0,01 uM, 0,001 uM e 0,0001uM em DMSO 1%).
Apbs 24 h de exposicdo ao composto, 0 numero de larvas mortas foi registrado sendo
considerada mortas aquelas que ndo apresentaram movimento ou ndo responderem aos
estimulos externos (figura 20). Para cada concentracdo, trés experimentos independentes
foram realizados em triplicata. Os resultados dos testes foram submetidos & analise estatistica
PROBIT pelo programa GraphPad Prism 5.0, para determinar a dose letal a 50% da
populacdo, DLso. Como controle negativo foi utilizado agua, BCD e a solu¢do de DMSO 1%.
Nesses testes foram adotados os cuidados preconizados por Silva, Silva e Lira (1998), ou seja,

manuseadas apenas larvas com tegumento escuro e capsula cefalica bem visivel.

Figura 20. Representacdo esquematica do experimento larvicida L1.
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3.2.6.1.3 - Avaliacao da atividade frente ao estadio L4 de larvas do mosquito Aedes
aegypti

A avaliacdo da atividade larvicida da abamectina e seu composto de inclusdo no
estadio L4 foi realizada através de uma adaptacdo do método recomendado pela Organizacéao
Mundial de Saude (WHO, 2005).

Quantidades equimolares do composto puro e seu respectivo composto de inclusao
foram pesadas e diluidas em solugdo de DMSO obtendo uma solucéo estoque. A partir desta
solucdo foram realizadas diluigdes dando origem as solugfes de trabalho. Em seguida, 20
larvas no estadio L4 de desenvolvimento do Aedes aegypti foram transferidas com o auxilio
da pipeta de Pasteur para um baldo volumétrico e o volume ajustado para 50 mL com agua.
Posteriormente, o material foi transferido para um béquer de 250 mL e adicionados 50 mL de
solugéo do composto em concentracdes definidas para um volume final de 100 mL gerando as
concentragdes teste (100uM, 10 uM, 1 uM, 0,1 uM; 0,01 uM e 0,001uM em DMSO 1%).
Ap6s 24h e 48 h de exposicdo das larvas ao tratamento, 0 nimero de larvas mortas foi
registrado sendo consideradas mortas aquelas que ndo apresentaram movimento ou nao
responderam aos estimulos externos. Para cada concentracdo, trés experimentos
independentes foram realizados em triplicata. Os resultados dos testes foram submetidos a
analise estatistica PROBIT pelo programa GraphPad Prism 5.0, para determinar a dose letal a
50% da populacdo, DLso. Os graficos de % mortalidade x concentragdo foram construidos no
programa GraphPad Prism 5.0. Como controle negativo foi utilizado agua, BCD e a solucéo
de DMSO 1%. Na figura 21 estd apresentada uma representacdo esquematica do
experimento.

Os dados do teste foram utilizados somente quando durante a realizacdo do teste
menos que 10% das larvas se tornaram pupas e a mortalidade no controle foi inferior a 20%
atendendo assim, as recomendacdes preconizadas pela literatura (CONSOLI; OLIVEIRA,
1994).
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Figura 21. Representacdo esquematica do experimento larvicida L4.
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3.2.6.1.4 - Avaliacéo da inibicdo de emergéncia (IE) em larvas do mosquito Aedes aegypti

A avaliacdo da inibicdo de emergéncia para as benzoilfeniluréias e seus respectivos
compostos de inclusdo foi realizada através de uma adaptacdo do método recomendado pela
Organizacao Mundial de Saiude (WHO, 2005).

Quantidades equimolares dos compostos puros e seus respectivos compostos de
inclusdo foram pesadas e diluidas em solucdo de DMSO obtendo uma solucdo estoque. A
partir desta solucdo foram realizadas diluicbes dando origem as solucdes de trabalho. Em
seguida, 20 larvas no estadio L3 de desenvolvimento do Aedes aegypti foram transferidas com
o0 auxilio da pipeta de Pasteur para um baldo volumétrico e o volume ajustado para 50 mL
com agua. Posteriormente, o material foi transferido para um béquer de 250 mL e adicionados
50 mL de solucdo do composto em concentragfes definidas para um volume final de 100 mL
gerando as concentragdes teste (1 uM, 0,1 uM; 0,01 uM, 0,001 uM, 0,00001 uM e 0,000001
uM em DMSO 1%). A mortalidade foi verificada em intervalos de 12 em 12 horas, sendo o
numero de individuos mortos registrado. Foram considerados mortos aqueles que nao
apresentaram movimento ou ndo responderam aos estimulos externos. Devido ao mecanismo
de acdo desses inseticidas a mortalidade foi acompanhada até a emergéncia de todos o0s
adultos no controle (média de 10 dias ap6s a larvas entrarem no estadio L3). Todos aqueles
que estavam mortos ou apresentaram deformacdes foram considerados afetados para o calculo

da porcentagem de inibicdo de emergéncia. Para cada concentracdo, trés experimentos
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independentes foram realizados em triplicata. Os resultados dos testes foram submetidos a
andlise estatistica PROBIT pelo programa GraphPad Prism 5.0, para determinar a inibi¢do de
emergéncia a 50% da populagéo, IEso. Os gréaficos de porcentagem de inibi¢do de emergéncia
(%IE) em funcdo da concentracdo ou log (concentragdo) foram construidos no GraphPad
Prism 5.0. Como controle negativo foi utilizado &gua, PCD e a solucdo de DMSO 1%. Na
figura 22 esta apresentada uma representacdo esquematica do experimento.

Os dados do teste foram utilizados somente quando, durante a realizacdo do teste, a
emergéncia de adultos no controle foi superior a 80%. Quando o percentual de emergéncia
ficou no intervalo de 80% a 95% os dados foram corrigidos pela formula de Abbott,

atendendo as recomendacdes da literatura (WHO, 2005).

Figura 22. Representacdo esquematica do experimento de Inibicdo de Emergéncia.
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3.2.6.2 — Ensaio de citotoxicidade
3.2.6.2.1 - Método MTT (viabilidade celular)
A citotoxicidade das novas composicdes de inseticidas foi avaliada através do ensaio
que utiliza o corante brometo de tetrazdlio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil (MTT) para

verificar a viabilidade celular. A técnica baseia-se na avaliacdo da atividade de desidrogenases
mitocondriais, as quais clivam e reduzem o anel tetrazolio do MTT (corante amarelo e soltvel



37

em &gua) a formazan (cristais com coloracdo violeta e insoliveis em &gua), que é
impermeavel as membranas celulares, acumulando-se no interior das células saudaveis.

As analises dos compostos puros e seus respectivos compostos de inclusdo foram
realizadas por colaboradores do Departamento de Bioquimica e Imunologia da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). Foram realizados dois ensaios independentes utilizando
quatro replicatas por concentracdo em cada ensaio. Foram utilizadas linhagens de células de
fibroblastos WI26UAA4 enriquecidas com meio de cultura EMEM. As células foram cultivadas
para a replicacdo e ap0s atingirem uma confluéncia adequada, foram colocadas em placas de
96 pocos (5 x 10° células). As células foram mantidas durante 48 h a 37 °C em uma atmosfera
contendo 5% CO, com meio de cultura EMEM suplementado com bicarbonato de sédio, L-
glutamina e de soro fetal bovino estéril (10% (v/v)). Em seguida, cada amostra plaqueada foi
dissolvida no meio de cultura com concentra¢des variaveis na faixa de 0,001 uM a 500 uM do
composto teste, para um volume final de 100 pL. por pogo e as placas foram incubadas
novamente durante 48 h a 37 °C em uma atmosfera contendo 5% CO.. Por fim, o0 MTT foi
utilizado para determinar a viabilidade celular e os resultados foram plotados de acordo com a
porcentagem da viabilidade celular x concentracdo molar da amostra, utilizando-se o

programa GraphPad Prism 6.0.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 - DIAGRAMA DE SOLUBILIDADE DE FASE

Uma das primeiras estratégias para se avaliar a interacdo entre a molécula hospede e a
matriz (BCD) consiste no experimento de solubilidade. Essa técnica permite avaliar como a
solubilidade da molécula hospede ¢ afetada pela adi¢do da BCD (LOFTSSON; BREWSTER,
1996), conforme proposto por Higuchi e Connors (Figura 23) (HIGUCHI; CONNORS, 1965).

Figura 23. Diagrama de solubilidade de Higuchi e Connors, onde So é a solubilidade
intrinseca do hospede sozinho.
A A

Solubilidade

A
{

[co]
Fonte: Adaptado por DENADAI (2005), UEKAMA; HIRAYAMA: IRIE, 1998,

De acordo com a figura 23, as curvas podem ser classificadas como (HIGUCHI;
CONNORS, 1965):

e tipo A - 0o complexo formado é soluvel, aumentando sua solubilidade com a
elevacdo da concentragdo de ciclodextrina. Esta subdivido em: AL, quando a solubilidade do
hospede aumenta linearmente com a concentracdo de ciclodextrina; Ap, a solubilidade sofre
um desvio positivo indicando que mais de uma molécula de ciclodextrina estd envolvida na
complexacdo; e An, a solubilidade sofre um desvio negativo devido a contribuigdo
significativa de interagcdes soluto-solvente para a complexacéo;

e tipo B - 0 complexo formado apresenta solubilidade aquosa limitada. Esta subdivido
em: Bs, quando inicialmente ocorre um aumento da solubilidade seguida por uma regido onde
a solubilidade ndo mais aumenta, devido a formacdo de precipitado e posterior reducdo da
solubilidade em decorréncia da formacdo de complexo pouco soltuvel de estequiometria
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diferente daquela encontrada nas regiGes crescente e constante; e B;: ndo h& aumento de
solubilidade, indica estabilizacdo inicial da solubilidade com consequente reducdo da mesma
devido a precipitacdo do complexo em agua.

e tipo C - 0 complexo formado apresenta menor solubilidade aquosa do que na forma
livre, havendo precipitacdo do complexo desde o inicio.

Nas Figuras 24, 25 e 26 estdo representadas as curvas de solubilidade do novaluron
(NOV), diflubenzuron (DIF) e abamectina (ABA), respectivamente, na presenca de
concentragdes crescentes de BCD, a temperatura controlada de 30°C. Na ordenada, tem-se a

absorbancia dos compostos no comprimento de onda maximo informado em cada gréfico.

Figura 24. Curva de solubilidade do NOV em concentragdes crescentes de fCD.
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Figura 25. Curva de solubilidade do DIF em concentragdes crescentes de fCD.
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Figura 26. Curva de solubilidade da ABA em concentragdes crescentes de BCD.
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Para todos os compostos, observa-se uma tendéncia de ligeiro aumento da solubilidade
com a concentracdo, apesar da baixa correlacdo dos pontos em alguns casos. Com base nos
diagramas de solubilidade propostos por Highuchi e Connors, pode-se dizer que os sistemas
apresentam perfis de solubilidade do tipo A.

Esses dados sugerem que a contribui¢@o hidrofilica da fCD ¢ ligeiramente superior a
contribuicdo hidrofébica dos compostos livres provavelmente pela saida de dgua da cavidade
da ciclodextrina e entrada de grupos hidrofobicos das moléculas hospedes.

Considerando que mesmo na presenca de BCD a solubilidade dos compostos foi baixa,
foi proposto que os compostos de inclusdo fossem preparados pelos métodos da co-
precipitacdo seguido por liofilizacdo, uma vez que sdo técnicas simples para uso em pequena
escala e com alto rendimento (AGUIAR et al., 2014; CARRIER; MILLER; AHMED, 2007).

4.2 - CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS DE INCLUSAO

Os compostos de inclusdo obtidos pelo método da co-precipitacdo/liofilizacdo foram
caracterizados no estado solido, por espectroscopia na regido do infravermelho e anélises
térmicas. Em solucdo, foram caracterizados por espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio e ROESY. Também em solugdo/suspensdo, as interagdes entre 0S
compostos hospedes com a BCD foram verificadas por titulacdo calorimétrica isotérmica
(ITC), analise cinética de solubilizacéo, titulagdes por espalhamento de luz dinamico (para se

medir o didmetro hidrodindmico - D) e titulagGes por potencial zeta.
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4.2.1 — Espectroscopia na regido do infravermelho - FTIR

A espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) é uma técnica capaz de detectar
as variacdo do momento de dipolo elétrico das ligagbes quimicas em virtude de seus
movimentos vibracionais ou rotacionais. A técnica é sensivel aos diferentes tipos de vibracdes
entre atomos de uma molécula de acordo com suas ligacbes interatbmicas, sendo utilizada
para a identificacdo de grupos funcionais em compostos organicos, inorganicos,
organometalicos, tanto no estado liquido quando no estado sélido (cristalino ou amorfo)
(CANTOR; SCHIMMEL, 1980; FORATO et al., 1998; 2010).

No caso dos compostos de inclusdo, a penetracdo de grupos funcionais de moléculas
hospede na cavidade das ciclodextrinas gera uma série de novas interagfes intermoleculares,
as quais alteram a distribuicdo eletrdnica sobre os ndcleos atbmicos envolvidos. Como
consequéncia, 0 momento de dipolo das ligacbes ou grupos funcionais podem sofrer
alteracdes, se refletindo no espectro de FTIR como aumento ou reducdo das bandas. Outro
efeito que pode ocorrer em decorréncia das interacbes é a restricdo ou intensificacdo do
movimento vibratério, que se reflete no espectro de FTIR como deslocamentos das bandas
(DENADAI et al., 2006, 2007; SUAREZ et al., 2014). Diante do exposto, foram identificadas
as interacBes entre as moléculas hospedes e a BCD através da comparacao dos espectros de
FTIR das moléculas livres, das misturas mecanicas e dos compostos de incluséo.

Na figura 27 estéo apresentados os espectros de infravermelho de fCD, NOV, mistura
mecénica (MM) e o composto de inclusdo (NOV-BCD) na regido de 4000 a 400 cm™. A
mistura mecanica foi preparada para demonstrar que o produto obtido (composto de incluséo)
apresenta caracteristicas fisico-quimicas diferentes do que apenas uma mistura dos dois
componentes isolados, sendo necessario um tempo de contato entre as espécies em solucéo,

para que a interacdo ocorra.
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Figura 27. Espectros de infravermelho da BCD, NOV, MM e NOV-BCD na regido 4000 a
400 em KBr.
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Fonte: A autora, 2015.

No espectro da BCD podemos observar suas bandas caracteristicas, sendo elas: uma
banda associada aos estiramentos simétrico e assimétrico da ligacdo O-H (v(o-H)) com minimo
em 3371 cm't; uma banda em 1650 cm™ associada a deformagdes 8(o-n) de moléculas de agua
de hidratacdo e bandas em torno de 1158 cm™ e 1028 cm™ associadas aos estiramentos v(C-
0-C), v(C-C), 8(0-C-H),5(C-C-H), 8(C-C-O) observada para a maioria dos sacarideos e
atribuida as vibracbes do anel da piranose e aos estiramentos assimétricos das ligacOes
glicosidicas (EGYED, 1990).

No espectro do NOV pode-se observar bandas com minimo em 3234 cm™ e 3126 cm™,
caracteristicas do estiramento das ligacdes N-H; bandas em 1706 cm™ e 1692 cm™, que
caracterizam o estiramento das ligacdes C=0, estando a Ultima relacionada a amida
secundaria; bandas na regifo entre 1600 e 1400 cm™ que caracterizam presenca de anel
aromatico e bandas na regi&o de 1400 a 1200 cm atribuidas aos CF, e CF3 (SILVERSTEIN;
BOSSLER; MORRIL, 1994).

Na MM néo ocorreram mudancas significativas nas posi¢es das principais bandas
observadas para 0 NOV e a BCD isolados (Tabela 3), sendo que o perfil observado €
justificado pela sobreposicdo das bandas oriundas do NOV e da BCD (Figura 27).

No composto NOV-BCD mudangas significativas ocorrem no perfil das bandas no
espectro de infravermelho, tais como: afinamento da banda de BCD a 3386 cm™ (referente as

hidroxilas), devido a formacdo de um novo padrdo de ligacbes de hidrogénio;



43

desaparecimento da banda a 1650 da BCD; atenuacéo de bandas do NOV em torno de 1118
cm™ e mudanca no perfil das bandas na regido de 1200 a 900 cm™ associadas a BCD. Estas
alteracdes sugerem que o composto de inclusdo foi realmente formado, pois a presenca do
NOV no interior da B-CD promove a saida de moléculas de agua e, consequentemente, reduz

0 namero de ligac6es de hidrogénio como o agucar.

Tabela 3. Principais bandas observadas nos espectros de infravermelho de BCD, NOV, MM e
NOV-BCD.

Composto V(O-H) V(N-H) V(c=0) Vibracdo do anel piranose
BCD 3371 - - 1158;1028

NOV - 3234; 3126 1706; 1692 --

MM 3408 3234; 3126 1705; 1693 1157; 1029

NOV-BCD 3386 3234; 3143 1706; 1693 1157;1030

Fonte: A autora, 2015.

Na figura 28 estdo apresentados os espectros de infravermelho da BCD, DIF, MM e o

composto de inclusdo (DIF-BCD) na regido de 4000 a 400 cm™,

Figura 28. Espectro de infravermelho do DIF, BCD, MM e DIF-BCD na regido 4000 a 400
em KBr.
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Fonte: A autora, 2015.

No espectro do DIF podem-se observar bandas com minimo em 3233 cm™ e 3142 cm™,
caracteristicas do estiramento das ligagGes N-H; bandas em 1705 cm™ e 1685 cm™, que

caracterizam o estiramento das ligagdes C=0; bandas na regi&o entre 1600 e 1400 cm™ que
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caracterizam presenca de anel aromatico; bandas na regi&o de 1400 a 1000 cm™ atribuidas a
ligagdo C-F, bem como bandas na regido de 800 a 600 atribuidas a ligagdo C-CI
(SILVERSTEIN; BOSSLER; MORRIL, 1994).

Na MM néo ocorreram mudancas significativas nas posi¢Ges das principais bandas
observadas para o DIF e a BCD isolados (Tabela 4), sendo que o perfil observado é justificado
pela sobreposi¢éo das bandas oriundas de ambos os compostos em separado (Figura 28).

No composto DIF-BCD mudangas significativas ocorrem no perfil das bandas no
espectro de infravermelho, tais como: intensificacdo da banda a 3379 cm™ e desaparecimento
da banda a 1650 da BCD (referente as hidroxilas); atenuacdo de bandas do DIF na regido de
1700 a 1200 cm™; e mudanca no perfil das bandas na regido de 1200 a 900 cm™ associadas a

BCD. Estas altera¢des sugerem a formacgdo do composto de incluséo.

Tabela 4. Principais bandas observadas nos espectros de infravermelho da pCD, DIF, MM e
DIF-BCD.

Composto V(0-H) V(N-H) V(c=0) Vibragéo do anel piranose
BCD 3371 - - 1158;1028

DIF - 3233; 3142 1705;1685 -

MM 3391 3256; 3156 1705;1685 1158; 1028

DIF-BCD 3379 3259 1703;1686 1157, 1031

Fonte: A autora, 2015.

Na figura 29 estdo apresentados os espectros de infravermelho de ABA, BCD, MM e 0
composto de inclusdo (ABA-BCD) na regido de 4000 a 400 cm™.

Figura 29. Espectro de infravermelho da ABA, CD, MM ABA-BCD na regiao 4000 a 400
em KBr.
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Para a ABA as principais absorcdes observadas foram: uma banda em 3473 cm™
associada ao estiramento da ligagdo O-H; bandas com minimos em 1713 cm™ e 1733 cm™
associadas ao estiramento da ligacdo C=0 do anel macrolideo; bandas na regifo de 1656 cm™
e 1669 cm associadas ao estiramento de alcenos conjugados (vC=C); banda com minimo em
1457 cm'* associada ao dobramento assimétrico do grupo CHs (8assCHs), bandas na regido de
1300 cm™ a 1000 cm™ associadas a ligagéo de éteres (vC-O-C).

Na MM néo ocorreram mudancas significativas nas posi¢Ges das principais bandas
observadas para a ABA e a BCD isoladas (Tabela 5), sendo que o perfil observado €
justificado pela sobreposicéo das bandas oriundas na ABA e BCD.

Apesar da ABA apresentar unidades glicosidicas como a BCD, no espectro do
composto de inclusdo (ABA-BCD) marcantes modificacbes podem ser observadas como a
sobreposicdo das vibragOes atribuidas a ligagdo C=0 em 1735 cm™ oriunda da ABA e a
mudanca no perfil e posi¢des de bandas na regido de 1200 a 900 cm™. Estas alteracdes

sugerem a formacao desse composto de inclusdo no estado sélido.

Tabela 5. Principais bandas observadas nos espectros de infravermelho de BCD, ABA, MM e

ABA-BCD.

Composto V(0-H) V(c=0) Vibragéo do anel piranose
BCD 3371 - 1158;1028

ABA 3473 1713; 1733 -

MM 3461 1712; 1734 1158

ABA-BCD 3448 1735 1160;1026

Fonte: A autora, 2015.

Os dados obtidos a partir dos espectros de infravermelho sugerem a formacdo dos
compostos de inclusdo no estado sélido, contudo mais informacdes foram necessarias para

entendermos melhor como se deu a formacao desses compostos de inclusdo.

4.2.2 - Analise Termogravimétrica e Termogravimetria derivada (TG/DTG) e Anaélise
Térmica Diferencial (DTA)

As analises térmicas sdo métodos analiticos que avaliam mudancas nas propriedades
térmicas de amostras quando expostas a uma varredura de temperatura. A analise
termogravimétrica (TG ou TGA) é um método que baseia-se na medida da alteracdo da massa
em funcdo da temperatura ou do tempo, permitindo verificar processos de decomposicao e

oxidacdo, intimamente relacionados a estabilidade de compostos. Ela fornece duas curvas,
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sendo a primeira relacionada a variagdo da massa (curva TG) e a segunda, a sua derivada
(curva DTG), que devido a presenca de bandas permite determinar com maior precisdo a
temperatura em que ocorre determinada perda de massa da amostra (CALDERINI, 2006). Ja a
analise térmica diferencial (DTA) é uma técnica de monitoramento continuo das temperaturas
da amostra e da referéncia (material termicamente inerte), a medida que ambas vdo sendo
aquecidas ou arrefecidas em um forno. Ela fornece o fluxo de calor resultante da diferenca
entre a temperatura da referéncia e da amostra em funcdo da temperatura ou do tempo e
permite determinar a natureza dos eventos (endotérmicos/exotérmicos). Tais técnicas podem
ser utilizadas para avaliar a estabilidade térmica dos composto de inclusdo e compara-los com
seus precursores (GIOLITO; IONASHIRO, 1988; IONASHIRO, 2005).

Este tipo de avaliacdo é importante visto que ao ser formado o composto de incluséo
podem ocorrer modificacBes tanto na transicdo de fases (fusdo, ebulicdo, sublimacao,
decomposicéo, etc), quanto relacionadas as reacdes desidratagdo, decomposicao entre outras,
levando a uma alteracdo do comportamento térmico do material (VILLAVERDE et al., 2004;
YAO et al., 2014).

Na figura 30 estdo apresentadas as curvas de TG/DTG e DTA da BCD, NOV, MM e
NOV-BCD. Na curva TG/DTG da BCD livre observa-se uma perda de massa de 14,9% no
intervalo de 30 °C a 106,4°C atribuida ao processo de desidratacdo. Esse evento é seguido por
um periodo de estabilidade térmica até 279 °C, ponto onde inicia-se a fusdo (LANNA, 2015).
Por fim, observa-se um segundo evento de perda de massa iniciado a 351,3 °C atribuido a
decomposicdo/calcinacdo do composto (KOHATA; KOUKI; AKIRSA, 1993). Na curva DTA
verifica-se a partir de 278 °C sucessivos picos endotérmicos demonstrando que a
decomposi¢do ocorre em multiplas etapas.
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Figura 30. Curvas de TG (A): DTG (B) e DTA (C) da BCD, NOV, MM e NOV-BCD, em N,
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Fonte: A autora, 2016.

Na curva TG/DTG do NOV observa-se um Unico evento de perda de massa iniciado a
170,7 °C, com méximo em 233,7 °C, sendo totalmente concluido a 245,3 °C, atribuido ao
processo de decomposicdo de composto. Ja na curva de DTA observa-se dois picos
endotérmicos, sendo um atribuido a fusdo e outro a decomposi¢do do composto.

Nas curvas TG/DTG e DTA da MM observa-se eventos relacionados a BCD ¢ ao
NOV, porém com mudangas no perfil térmico em relacdo as substancias livres (ver tabela 6).

O composto NOV-BCD apresenta um perfil térmico diferente dos compostos
isoladamente e da prépria MM. Observa-se que no composto de inclusdo existem moléculas
de &gua residuais, ja que apresentam desidratacdo na mesma faixa de temperatura da BCD
livre. Além disso, ocorre a mudanca em todas as faixas de decomposicdo o que reafirma que
as interagdes no composto sdo diferentes das demais. A mudanca no perfil térmico das
especies analisadas sinaliza o ocorréncia de novas interacGes intermoleculares, que sao

distintas, paraa MM e composto NOV-BCD.
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Tabela 6. Tabela com os principais eventos térmicos atribuidos para a BCD, NOV, MM e

NOV-BCD.
TG/DTG DTA
Composto |
ventos Am L Eventos o
(%) Atribuicao Atribuicao
Ti Tt T max Ti Ty T max
30 1064 | 87.1 149 Perfia de moléculas 30 1406 | 92,6 Pro_cesso i endotérmico de
D de agua. desidratacdo
p 279 351,3 | 3316 | 72,7 Decomnosicio 278 382 340,7 | Processos endotérmicos de fusdo e
3513 | 591,1 124 posigao. 3847 | 6272 | 555,2 | decomposicao
171,8 | 199,7 | 183,7 | Processos endotérmicos de fusdo
NOV 170,7 | 245,3 | 233,7 | 100 Decomposicéo. 1997 | 2018 | 2373 Processos_ i endotérmicos de
decomposicdo
30 959 817 56 Perfia de moléculas 30 1304 | 865 Pro_cesso i endotérmico de
de 4gua. desidratacéo
187,7 | 2564 | 2313 | 532 1782 | 199,2 | 186, | Frocesso  endotérmico de
decomposi¢do do NOV
MM Decomposi¢do  da Processo endotérmico de
256,4 | 3181 | 2899 | 156 mistura mecanica. 199,21 2698 | 2367 decomposi¢do do NOV
318,1 | 349,2 | 322,9 | 20,7 269,8 | 367,2 | 328,5 Multiol " ndotérmi
3492 | 576,3 49 367,2 557,4 de”defoi o§i°§§S§§SBc% otermicos
- - - 608 | 700 | 673 pOosty
Perda de moléculas Processo endotérmico de
30 86,68 | 75,5 11 de agua. 30 128,5 | 79,9 desidratacio
NOV - BCD 177 232 222,8 | 19,4 | Estagios mudltiplos | 1755 | 200,3 | 185,5
278,2 | 357,6 | 323,7 | 57,3 | de decomposicdo do | 200,3 | 251,9 | 224 Mdltiplos processos endotérmicos
3576 | 5733 123 complexo. 2039 | 374 3335 de decomposic¢do da BCD e do NOV

Legenda: T; - temperatura inicial do evento, Tr - temperatura final do evento, Tmax - temperatura onde ha a méxima perda de
massa (DTG) ou méximo fluxo de calor (DTA).
Fonte: A autora, 2016.

Na figura 31 estdo apresentadas as curvas de TG/DTG e DTA da BCD, DIF, MM e
DIF-BCD. Na curva TG/DTG e DTA do DIF observa-se que o composto apresenta um unico

evento térmico relacionado ao processo de decomposicdo do composto (ver dados tabela 7).

Nas curvas TG/DTG e DTA da MM observa-se eventos relacionados a BCD e ao DIF, porém

com mudancas no perfil térmico em relacdo as substancias livres (ver dados tabela 7).
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Figura 31. Curvas de TG (A); DTG (B) e DTA (C) da BCD, DIF, MM e DIF-BCD, em N2,
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O composto DIF-BCD apresenta quatro eventos térmicos. O primeiro corresponde ao

processo de desidratacdo da BCD que ocorre em uma faixa de temperatura inferior a

observada para o composto livre, provavelmente, devido a substituicdo das moléculas de agua

presentes na cavidade pelo DIF durante a complexagdo. Somando-se a isto, ainda verifica-se

mudanga em todas as faixas de decomposi¢édo o que sinaliza o ocorréncia de novas interagoes

intermoleculares.

Tabela 7. Tabela com os principais eventos térmicos atribuidos para a BCD, DIF, MM e
DIF-BCD.
TG/IDTG DTA
Composto | g
ventos Am S Eventos I
(%) Atribuicao Atribuicdo
Ti Tf Tméx Ti Tf Tméx
30 1064 | 871 14.9 PerQa de moléculas 30 1406 | 92,6 Pro_cesso i endotérmico de
de agua. desidratagao.
BCD 279 351,3 | 3316 | 72,7 278 382 340,7 | Processos endotérmicos de
Decomnosicio decomposicdo e fusdo com pico
351,3 | 591,1 12,4 posigao. 3847 | 627.2 | 5552 | caracteristico atribuido a fusio da
molécula de B-CD.
DIF 1832 | 269.9 | 2376 | 100 | Decomposicéo. 1851 | 200 | 2406 | hrocessos endotermicos - de
ecomposi¢do




50

30 82,0 76,5 6,73 Perfja de moléculas 30 1175 | 823 Pro_cesso i endotérmico de
de agua. desidratacdo.

MM 210,6 | 2451 | 234,7 | 257 - 209,4 | 2511 | 224 o
2451 | 3618 | 3317 | 581 Decomposicdo da Processos endotérmicos de

- P 294,4 | 363 3278 ‘x
mistura mecanica. decomposigdo
361,2 | 697,7 9.4

Perda de moléculas Processo endotérmico de

30 944 | 773 10 . 30 158,4 | 82 - x
de 4gua. desidratacdo.

DIF - BCD - -
1815 | 234 2299 | 139 Estagios maultiplos | 187 263,8 | 2335

234 | 361,8 | 3293 | 66,7 | de decomposicdo | 593 | 3663 | 332 | Processos  endotérmicos  de
do complexo. decomposicéo

361,8 | 546,8 9,4

Legenda:Ti- temperatura inicial do evento, T¢- temperatura final do evento, Tmax - temperatura onde ha a méaxima perda de
massa (DTG) ou maximo fluxo de calor (DTA).
Fonte: A autora, 2016.

Na figura 32 estdo apresentadas as curvas de TG/DTG e DTA da BCD, ABA, MM ¢
ABA-BCD. A curva de TG/DTG da ABA apresenta uma sequéncia de eventos térmicos de
decomposi¢cdo com maximo em 288,73 °C (ver tabela 8). Na curva de DTA foram observados

discretos picos endotérmicos de decomposicao.

Figura 32. Curvas de TG (A); DTG (B) e DTA (C) da BCD, ABA, MM ¢ ABA-BCD, em N,
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Fonte: A autora, 2016.
Na curva de TG/DTG, a MM apresenta trés eventos térmicos, sendo o primeiro

atribuido a desidratacdo da BCD com faixa e minimo bem proximos aos observados para a

moléecula livre (ver tabela 8). Os demais eventos correspondem a decomposi¢do da mistura
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apresentando um perfil térmico diferente em relagdo as moléculas livres. Através da curva de
DTA observa-se que todos esses eventos sao endotérmicos.

Na curva de TG/DTG do composto ABA-BCD, observa-se também trés eventos
térmicos. O primeiro corresponde a perda de massa devido a desidratacdo da CD, ocorrendo
em uma faixa menor e com menor perda de massa quando comparado a MM e a BCD livre.
Esses dados podem ser justificados por interacbes mais fracas com as moléculas de agua
presentes devido a complexacdo, bem como pela presenca de ligacGes glicosidicas na ABA.
Para os demais eventos sdo evidenciadas mudanca em todas as faixas de decomposi¢édo o que

reafirma que as interagdes no composto sao diferentes das demais.

Tabela 8. Tabela com os principais eventos térmicos atribuidos para a fCD, ABA, MM e
ABA-BCD.

TG/IDTG DTA
Composto | g
ventos Am L Eventos e
(%) Atribuigao Atribuicéo
Ti Tf Tméx Ti Tf Tméx
Perda de Processo  endotérmico  de
30 106,4 87,1 14,9 %?Jlgculas de | 30 140,6 92,6 desidratagéo.
BCD 279 351,3 331,6 72,7 278 382 340,7 Processos endotérmicos de
. decomposicdo e fusdo com
351,3 | 591,1 12,4 Decomposicao. 384,7 | 627,2 | 555,2 | pico caracteristico atribuido a
fusdo da molécula de B-CD.
Es’tégios Processos endotérmicos de
ABA 228,87 | 603,74 | 288,73 | 100 multlplos_ de | - - - decomposicdo  com  picos
decomposicédo discretos em etapas sucessivas
Perda de

Processo  endotérmico  de

30 102,26 | 86,27 11,78 | moléculas de | 30 137,10 | 91,68 . x
A desidratacao.
MM agua.
213,49 | 344,80 | 243,17 | 66,55 | Estagios 290,01 | 351,57 | 334,23 o
mltiplos de Srocessos_ ~endotermlcos de
344,80 | 649,97 | 332,16 | 21,67 decomposicio 351,57 | 658,71 | 562,58 ecomposICao
Perda de P
30 89,07 | 71,65 | 869 | moléculas  de | 30 122,79 | 77,15 | Processo  endotérmico  de
ABA -fCD dgua desidratagéo.
229,65 | 343,02 | 254,30 | 64,67 | Estagios 300,41 | 369,88 | 342,79 o
P Processos endotérmicos de
mdltiplos de

343,02 | 700 330,58 | 23,67 decomposicio 407,38 | 700 decomposicéo

Legenda:Ti - temperatura inicial do evento, T¢- temperatura final do evento, Tmax - temperatura onde ha a maxima perda de
massa (DTG) ou méaximo fluxo de calor (DTA).

Fonte: A autora, 2016.

Os dados obtidos a partir das analises térmicas permitiram verificar mudancas nos
perfis térmicos das espécies analisadas, sendo que para todos 0s composto de inclusdo os
eventos de desidratacdo/decomposicdo ocorreram em temperaturas intermediérias entre as
identificadas para as moléculas livres, bem como com perfis térmicos diferentes em relacéo as

MM. Isso pode ser decorrente de novas interagfes intermoleculares estabelecidas entre as
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moléculas durante o processo de complexagdo, sinalizando a formagdo dos compostos de
inclusdo no estado solido.

4.2.3. — Titulacdo calorimétrica isotérmica

As alteracOes nas propriedades termodinamicas em decorréncia das interagdes entre
espécies quimicas podem ser medidas por microcalorimetria. Esta técnica mede diretamente o
fluxo de calor liberado ou absorvido pelo sistema ao longo de uma reacdo, onde estdo
envolvidas interacGes inter e intramoleculares. Esta energia é registrada em funcdo da
concentracdo de reagente titulante, sendo o calor liberado ou absorvido proporcional a
quantidade de reagente injetado (WISEMAN et al., 1989). As variacdes de calor entre a
amostra e a referéncia sdo devidas as interagdes que ocorrem durante a titulacdo, sendo
determinadas por um sistema de resposta eletrénico, o qual garante que a temperatura no
sistema seja sempre constante (FERNANDES et al., 2007; JIANG, W. et al., 2012).

Por meio dos dados obtidos por uma titulacdo calorimétrica e utilizando a isoterma de
Wiseman para modelar os dados (equacdo 1), é possivel determinar a(s) constante(s) de
afinidade para o sistema (K) e a estequiometria de reacdo (n). Com o emprego de equacdes
termodindmicas (equacdes 2 e 3), a energia livre de Gibbs (AG®), entalpia (AH®) e entropia
(AS°) podem ser determinadas, fornecendo assim, o perfil termodindmico completo da
interacdo molecular (TURNBULL; DARANAS, 2003).

A H ( de ) Ay HV [1+ L= Xk—r Eg.1
=|— = . o|— q.

me dlXlime/ ™ 2 2 /(1 + Xz —1)% — 4Xp

AjpeG = —RT InK Eq.2

DintG = Ay — TApS Eq.3

Esta técnica tem sido amplamente adotada na caracterizacdo de composto de incluséo
pois, quando ocorre a complexacdo, ocorrem uma série de interacdes, relacionadas com: 1)
saida da agua do interior da cavidade e sua liberacdo no meio; 2) dessolvatacdo da molécula
hospede; 3) transferéncia de calor para o ambiente externo; 4) alteragdes conformacionais; 5)
inclusdo da molécula hospede com o estabelecimento de novas interagdes intermoleculares; 6)
reorganizacdo das moléculas de agua em torno do composto de inclusdo e 7) reducdo da
mobilidade de rotacdo em torno das ligac6es glicosidicas da ciclodextrina devido a presenca
da molécula héspede dentro da cavidade; (BHOPATE SAPANA; DHOLE SHASHIKANT,

2014). O balanco de todas essas interacfes pode resultar em um processo endotérmico ou
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exotérmico, com aumento ou reducdo de entropia. Considerando que o ITC monitora apenas
processos espontaneos, a energia livre de Gibbs serd sempre menor do que zero (AG° < 0).

Na figura 33 esta apresentada a curva final de titulagdo do NOV em BCD. Inicialmente
foram realizadas as titulacbes do compostos em &gua e, apds a subtracdo dessa curva de
diluicdo (branco), obteve-se a curva final de titulacdo. Esse procedimento visa excluir os
efeitos de interacdo soluto-soluto e soluto-solvente, a fim de avaliar apenas as interacdes
soluto-ciclodextrina (DENADAI, 2005), especialmente porque foi utilizado a mistura
DMSO/H20 90:10 como solvente. Além disso, optou-se pela matriz (3CD) como titulado,
visto que altas concentragdes de ciclodextrinas podem induzir auto agregacdo (BERTAUT,
2014). Na tabela 9 estdo apresentados os valores termodindmicos de interacdo entre NOV e

BCD, obtidos pelo experimento, na unidade de kJ/mol.

Figura 33. Titulacdo calorimétrica isotérmica do NOV (30 mM em DMSO:H>0 (90:10)) em
solug¢@o de BCD (2 mM em DMSO:H20 (90:10)) a 25 °C.
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Fonte: A autora, 2016.

Tabela 9. Pardmetros termodindmicos de interagdo entre NOV e BCD (T = 298,15 Kelvin).

Complexo n K AG® AH? TAS®
(kJ.mol?) (kJ.mol %) (kJ.mol?)
NOV-BCD | 0,917+0,04 | 510+31,8 - 13,593 1,811+ 0,044 15,404

Fonte: A autora, 2016.



Para a titulacio de NOV em BCD foi possivel verificar que a estequiometria do
complexo é 1:1, uma vez que o “n” encontrado foi de 0,917 + 0,04. De acordo com 0s
dados termodinamicos, péde-se observar que a complexacdo € um processo endotérmico
favorecido por entropia, com uma constante de equilibrio relativamente baixa
(TURNBULL; DARANAS, 2003; REKHARSKY:; INOUE; 1998), mas da mesma
magnitude da encontrada na literatura para outros compostos de inclusdo (DENADAI et
al., 2007; SILVA, 2015). Um processo endotérmico (AH® > 0) indica quebra de interacdes
intermoleculares com subsequente formacdo de interacbes menos estaveis do que as
existentes antes da complexacéo.

A variacdo positiva de entropia (AS°) indica que moléculas hidrofobicas como o
NOV, tendem a apresentar interacdo molecular conhecida como “efeito hidrofobico” no
processo de inclusdo. Durante esse processo ocorre quebra da estrutura de solvatagcdo dos
grupos funcionais do NOV com consequente liberacdo de moléculas de dgua que ganham
graus de liberdade rotacionais e translacionais gerando desta forma, uma elevacdo da
entropia (desordem) do sistema. Tal efeito € geralmente endotérmico, devido a quebra de
muitas ligagdes de hidrogénio (DENADAI, 2005; LOFTSSON; BREWSTER, 1996;
SILVA, 2015).

Na figura 34 esta apresentada a curva final de titulagdo do DIF em BCD. Para essa
interacdo a estequiometria encontrada também foi de 1:1 e ocorre espontaneamente nas
condicGes do experimento (ver tabela 10). O processo é favorecido tanto por entalpia
(valor negativo) quanto por entropia (valor positivo). Contudo apresenta baixa constante
de afinidade quando comparada com outros compostos de inclusdo na literatura
(DENADAI et al., 2007; SILVA, 2015).
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Figura 34. Titulacdo calorimétrica isotérmica do DIF (30 mM em DMSO:H20 (90:10)) em

solugdo de BCD (2 mM em DMSO:H20 (90:10)) a 25 °C.
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Fonte: A autora, 2016.

Tabela 10. Pardmetros termodinamicos de intera¢do entre DIF e BCD (T = 298,15 Kelvin).

Complexo N K AG® AH° TAS®
(KJ.mol %) (kJ.mol?) (KJ.mol?)
DIF-BCD 1,00 65,1 +1,22 - 10,353 -4,078 £ 0,574 6,275

Fonte: A autora, 2016.

O valor de entalpia negativo (processo exotérmico), sugere que as interaces no
composto de inclusdo sdo mais estaveis que as iniciais. Esse valor originou-se
provavelmente da formacdo de ligagdes de hidrogénios entre as moléculas de agua que
sairam da cavidade da BCD com as moléculas de agua presente no solvente e/ou a
formac¢ao de novas interagdes entre o DIF, dentro da cavidade e a fCD. Quanto ao termo
entrépico, novamente observa-se grande influéncia do “efeito hidrofobico” no processo de
inclusdo, gerando dessolvatacdo do DIF e liberacdo de moléculas de dgua que ganham
graus de liberdade rotacionais e translacionais explicando a elevacao da entropia observada
no sistema.

Apesar das semelhangas estruturais dos compostos NOV e DIF nas regifes
aromaticas, as constantes de equilibrio foram bem diferentes e entalpia de interacdo foi
endotérmica para o sistema NOV-BCD e exotérmica para o sistema DIF-BCD. Esse dado é

compativel com o fato de que o grupo “1,1,2-trifluoro-2-trifluoro-metoxietoxi” torna o



NOV muito mais hidrofobico que o DIF, ja que a solubilidade do NOV é cerca de 27 vezes
menor que a do DIF. Sendo menos soltvel e mais hidrofébico, sua interagdo com a CD
torna-se maior. Além disso, o fato da entalpia de interacdo ser positiva no caso do NOV
pode ser devido ao consumo energético envolvido na dessolvatacdo parcial do grupo
fluorcarbonico durante a inclusdo, o que ndo ocorre no caso do DIF. Essa maior
hidrofobicidade do NOV deve ser o mesmo motivo pelo qual é mais ativo que o DIF.

Na figura 35 esta apresentada a curva final de titulagdo da ABA em BCD. O
composto de inclusdo apresentou novamente uma estequiometria de 1:1 sendo 0 processo
para sua formacao espontaneo nas condigdes do experimento (ver tabela 11). Com relagéo
ao AH°, observa-se que o processo € endotérmico sendo as interacbes no composto de
inclusdo de menor estabilidade, no entanto, como ja descrito anteriormente o elevado valor
positivo do termo entrépico garante a espontaneidade da interacdo, uma vez que O
processo deve ser regido por dessolvatacdo. Por fim, observa-se um perfil sigmoidal da
curva, caracteristico de compostos com altas constantes de afinidade (valores proximos ou
superiores a 20000), o que sugere uma forte interacdo entre as espécies e estd condizentes
com outros estudos que também obtiveram altas constantes de equilibrio para seus
compostos de inclusdo (TURNBULL; DARANAS, 2003; LULA et al., 2007,
FERNANDES et al., 2007).
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Figura 35. Titulacdo calorimétrica isotérmica da ABA (30 mM em DMSO:H;0 (90:10)) em

solugdo de BCD (2 mM em DMSO:H20 (90:10)) a 25 °C.
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Fonte: A autora, 2016.
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Tabela 11. Parametros termodinamicos de interacao entre ABA e BCD (T = 298,15 Kelvin).

Complexo N K AGP° AH® TAS®
(KJ.mol?) (kJ.mol?) (KJ.mol?)
ABA-BCD | 1,130,007 | 3,54 10*+ 3,5 10° -25,94 125 £0,01 27,19

Fonte: A autora, 2016.

Esses dados reafirmam que o composto de estequiometria de 1:1 foi o mais favorecido
0 que justificou a preparacdo dos mesmos com esta estequiometria. Além disso, 0s parametros
termodindmicos sdo compativeis com os de outros compostos de inclusdo (DENADAI et al.,
2006b, 2007; FERNANDES et al., 2007; LULA, 2007; SILVA, 2015, SOUSA et al., 2008).

4.2.4 - Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear estd baseada na absorcdo de
energia, radiofrequéncias, pelos ndcleos numa molécula submetida a um campo magnético
externo forte. As transicdes detectadas pela radiacdo emitida quando os nucleos excitados
voltam ao estado fundamental geram os sinais de RMN desse nucleo (ALVES, 2010).

Diversos nlcleos podem ser detectados e estudados por RMN tais como: *H, 3C, N,
19F ¢ 31p, A espectroscopia pode ser uni ou bidimensional. No caso dos espectros de RMN de
'H de compostos de inclusdo, a unidimensional ¢ amplamente utilizada para avaliagdo dos
mesmos devido a facilidade de interpretacdo dos dados, bem como boa sensibilidade, uma vez
que os deslocamentos quimicos envolvidos na interacdo hospedeiro-héspede fornecem
informacBes fundamentais sobre a complexacdo, enquanto o bidimensional fornece maior
detalhamento estrutural desses complexos (CAMERON; FIELDING, 2001; COBAS;
MARTIN-PASTOR, 2004).

Esta técnica é capaz de caracterizar os compostos de inclusdo em solugdo fornecendo
diversas informacGes estruturais como, por exemplo, orientacdo molecular da substancia
hospede dentro da cavidade da ciclodextrina (FIELDING, 2000; SCHNEIDER et al., 1998).
As modificagdes nos sinais da matriz se devem as alteragdes causadas pela associacdo com o
hospede, visto que ocorre alteracdo no ambiente quimico ao redor dos atomos de hidrogénio
no interior da cavidade da ciclodextrina. Alem disso, 0 composto hdspede sofre alteracfes dos
sinais de seus nucleos que penetram na cavidade da CD, pois 0s mesmo se encontram em um
novo ambiente quimico, distinto daquele onde estavam originalmente solvatado (HEDGES,
1998; VENTURINI et al., 2008).
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Na figura 36 estdo apresentados os espectros de RMN de H de BCD, NOV e NOV-
BCD. Nas tabelas 12 e 13 estdo descritos os valores de deslocamentos quimicos atribuidos aos

hidrogénios da BCD livre e NOV-BCD e do hospede livre e NOV-BCD, respectivamente.

Figura 36. Espectros de RMN de *H de BCD, NOV e NOV-BCD em DMSO-ds 400 MHz.
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Fonte: A autora, 2016.

Tabela 12. Deslocamentos quimicos de hidrogénios (o) da BCD na molécula livre e no
composto de inclusdo NOV-BCD (DMSO-dg, 400 MHz)

Atribuicbes BCD ,C\l:g\l\//l;(L:Eon Ao

1 —CH 4,82, s 483,s 0,01

2 —CH 3,38-3,30, m 3,39-3,28, m -

28 —OH 5,66, s 5,66, s -

3 —CH 3,73-3,51, m 3,77-3,49, m -

3 —OH 5,71, s 5,67,s -0,04
—CH 3,38-3,30, m 3,39-3,28, m -

5 —CH 3,73-3,51, m 3,77-3,49, m -

6 —CH:> 3,73-3,51, m 3,77-3,49, m -

6% —OH 4,45, s 4,42, s -0,03

Multiplicidade do sinal: s — singleto; m; — multipleto. J — constante de acoplamento. (Ad) — variagdo do
deslocamento dos sinais de H da BCD no respectivo complexo.

Fonte: A autora, 2016.
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Tabela 13. Deslocamentos quimicos de hidrogénios (6) do NOV na molécula livre e no
composto de inclusdo NOV-BCD (DMSO-ds, 400 MHZz)

To7 COMPLEXO
k)\k NOV NOV-BCD AS
NN 11 |—NH | 11,485 11,48, s -
N 9 —NH | 10,29, s 10,32, s 0,03
ﬁ U 7 —CH | 7,955 7.95.5 -
AR A " [163 |—CH | 769757, m 760,d0=76Hz) |-
N2 —CH [7,45,d(0=9,2Hz) | 7,45 d(J=8,0Hz) -
24 | —CH |727,d(0=5L6H2) | 7.27,d 0=500 Hz) |-
1518 | —CH | 725t(0=84H7) |7.23.t0=84Hz) | -002

Multiplicidade do sinal: s — singleto; d — dubleto; t- tripleto e m — multipleto. J — constante de acoplamento.
(Ad8) — variacao do deslocamento dos sinais de H da B-CD no respectivo complexo.
Fonte: A autora, 2016.

O espectro de RMN de 'H obtido para a BCD (Figura 36) foi semelhante ao
encontrado na literatura (SCHNEIDER et al., 1998). Nele foi observado sinais referentes aos
hidrogénios 1-6 do mondmero glicopiranosidico.

O espectro de RMN de 'H do NOV foi semelhante ao da amostra padrdo de
novaluron fornecido pela Sigma-Aldrich. Os sinais de seus hidrogénios foram atribuidos
baseando-se no espectro simulado de RMN do programa ChemDraw Ultra (versao
12.0.2.1076) e a comparacdo desse espectro com o espectro do diflubenzuron (apresentado
abaixo). Esses dados encontram-se na tabela 13. Nesse espectro, foi possivel observar o
acoplamento entre o hidrogénio CH-24 e o fluor (6 = 7,27), com J = 51.4 Hz.

E bem conhecido na literatura que a formacdo de complexos supramoleculares com
ciclodextrinas gera alteracbes sobre a densidade eletronica dos nucleos de hidrogénio
envolvidos nas interacbes, o que se reflete nos espectros de RMN como alteragbes de
deslocamento quimico ou alargamento dos picos. No espectro de RMN de 'H de NOV-BCD
foram observadas variacdes nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios OH-3, OH-6 e CH-
1 da BCD, bem como dos hidrogénios NH-9, CH-15 e CH-18 do NOV. A redugdo do “o” da
OH-6 pode estar associada a aproximacao dos elétrons néo ligantes do fltor.

Foi realizado ainda o experimento de ROESY para o composto NOV-BCD, visto que
a presenca de sinais de correlacéo dipolar (proximidade espacial menor do que 5 A) entre os
hidrogénios do hospede e da matriz de encapsulamento pode confirmar a interagdo entre
ambos. No entanto, ndo foram observadas correlagdes entre os hidrogénios da molécula
hospede e da BCD.
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Na figura 37 estfo apresentados os espectros de RMN de *H da BCD, do DIF e DIF-

BCD enquanto que nas tabelas 14 e 15 estdo descritos os valores de deslocamentos quimicos

dos compostos puros e do composto de incluséo.

Figura 37. Espectros de RMN de *H de BCD, DIF e DIF-BCD em DMSO-ds 400 MHz.
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Fonte: A autora, 2016.

Tabela 14. Deslocamentos quimicos de hidrogénios (6H) da BCD livre e no composto de
inclusdo DIF-BCD (DMSO-dg, 400 MHz)

H, H;

Atribuicbes BCD gﬁ:MBIZIaEXO Ao

1 —CH 4,82, s 4,83, s 0,01

2 —CH 3,38-3,30, m 3,37,s -

2a —OH 5,66, s 5,65, s -0,01

3 —CH 3,73-3,51, m 3,63e3,57, m -

3a —OH 571,s 5,70, s -0,01
—CH 3,38-3,30, m 3,37,s -
—CH 3,73-3,51, m 3,63e3,57, m -
—CH2 3,73-3,51, m 3,64e357, m -

6a —OH 4,45, s 4,43,s -0,02

Multiplicidade do sinal: s — singleto; m — multipleto. J — constante de acoplamento. (A8) — variacdo do
deslocamento dos sinais de H da $-CD no respectivo complexo.

Fonte: A autora, 2016.



61

Tabela 15. Deslocamentos quimicos de hidrogénios (6 H ppm) do DIF na molécula livre e no
composto de inclusdo DIF-BCD (DMSO-ds, 400 MHz)

70\«©5\ u u A Atribuicbes DIF gﬁzl\_/[I}FéI;)EXO A5
4 )t . 10 NH 11425 11,41, s 20,01
NN (B —NH | 10,20, 10,20, s -
R O R T R OR 7,68-7,56, m -
a0 Y 2,6 —CH | 7,39,d (3=8,79) | 7,40, d (J=8,62) 0,01
1618 | —CH | 7.24,t (J=8,25) | 7,24, t (J=8,25)

Multiplicidade do sinal: s — singleto; d — dubleto; dd — duplo dubleto; t- tripleto e m - multipleto. J — constante
de acoplamento (Hz). (Ad) — variacdo do deslocamento dos sinais de H da -CD no respectivo complexo.
Fonte: A autora, 2016.

O espectro de RMN de *H do DIF foi semelhante ao apresentado no laudo de analise
do padréo de diflubenzuron adquirido da Sigma-Aldrich. Os sinais de seus hidrogénios foram
atribuidos baseando-se no espectro simulado de RMN do programa ChemDraw Ultra (Versédo
12.0.2.1076) e a comparacdo desse espectro com o espectro do novaluron. Esses dados
encontram-se na tabela 15.

No espectro de RMN de 'H do DIF-BCD foi observada uma variacdo nos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios CH-1, CH-5, OH-2, OH-3 e OH-6 da BCD e nos
hidrogénio NH-10, CH-2 e CH-6 do DIF. Além disso, observa-se que os hidrogénios OH-2
passaram a ter acoplamento melhor definido. Isso pode ser devido a uma interacdo
intermolecular DIF/BCD que deixa os hidrogénios OH-2 mais orientados. Sugere-se que essa
hidroxila OH-2 deixou de fazer liga¢cdes de hidrogénio.

Foi realizado ainda o experimento de 2D H!-H! ROESY para o composto DIF-BCD.
Conforme mostrado na figura 38, existem correlacdes entre os hidrogénios da hidroxilas
externas (OH-6) da BCD e os hidrogénios ligados ao nitrogénio 8 do DIF, como também,
correlagdes entre os hidrogénios das hidroxilas OH-2 e OH-3 da BCD e os hidrogénios dos
nitrogénios NH-8 e NH-10 do DIF, sendo mais intensa a correlagdo com os hidrogénios do
NH-8. Desta forma, podemos sugerir que a inclusdo deve estar ocorrendo pela porcéo fenila.

A existéncia de correlagdo no mapa de contorno ROESY para o sistema DIF-BCD é
mais um indicativo de que o modo de interacdo da ciclodextrina com a molécula hospede
deve ser diferente do sistema NOV-BCD, corroborando as diferencas nos parametros

termodinamicos observadas nos experimentos de ITC.
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Figura 38. Regides selecionadas do mapa de contorno ROESY do DIF-BCD em DMSO-
ds, 400 MHz.
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Fonte: A autora, 2016.

Na figura 39 estdo apresentados os espectros de RMN de H da BCD, ABA e do
composto de inclusdo ABA-BCD. Na tabela 16 estdo descritos os valores de deslocamentos
quimicos atribuidos aos hidrogénios na BCD livre e no composto ABA-BCD. Ja na tabela 17
estdo apresentados os valores de deslocamentos quimicos atribuidos aos hidrogénios do

hospede livre e do composto ABA-BCD.
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Figura 39. Espectros de RMN de *H de BCD, ABA ¢ ABA-BCD em DMSO-ds 400 MHz.
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Fonte: A autora, 2016.

Tabela 16. Deslocamentos quimicos de hidrogénios (6 H ppm) da BCD na molécula livre e
no composto ABA-BCD (DMSO-ds, 400 MHz)

Atribuigdes Bed ,CA:\SXIEIC_]EXO Ao

1 —CH 4,82,s 4,83,d 0,01

2 —CH 3,38-3,30, m 3,31,d -

2a —OH 5,66, s 5,69, d 0,03

3 —CH 3,73-3,51, m 3,71-3,51, m -

3a —OH 571, s 5,69, d -0,02
—CH 3,38-3,30, m 3,31,d -

5 —CH 3,73-3,51, m 3,71-3,51, m -

6 —CHz 3,73-3,51, m 3,71-3,51, m -

6a —OH 4,45s 4,43t -0,02

Multiplicidade do sinal: s — singleto; d — dubleto; t — tripleto; m; — multipleto. J — constante de acoplamento.
(A8) — variacao do deslocamento dos sinais de H da BCD no respectivo complexo.
Fonte: A autora, 2016.
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Tabela 17. Deslocamentos quimicos de hidrogénios (6 H ppm) do ABA na molécula livre e
no composto ABA-BCD (DMSO-ds, 400 MHz)

AtribuicGes ABA igxglc‘gxo A5

10 -CH 5,88 (dd) 5,93-5,83 (m) -

9 -CH 5,76 (d) 5,75(d) -0,01

22 -CH 5,70 (d) 5,69 (d) -0,01

11 -CH 5,61 (dd) 5,63-5,56 (m) -

23 -CH 5,52 (dd) 5,52 (dd) -

3 -CH 5,28 () 5,29 (s) 0,01

11 -CH 5,25-5,19 (m) 5,23 (s) -

15 -CH 5,13 (1) 5,14 (dd) 0,01

6 -CH 5,01 (d) 5,01 (d) -

19 -CH 4,90-4,77 (m) 4,83 (d) -

4" -CH 4,70 (d) 4,70 (s) -

5" -CH 4,62 (d) 4,62 (d) -

7 -CH2 4,57 (d) 4,56 (d) -0,01

7 -CH 4,45 (d) 4,48-4,39 (m) -

82 -OH 4,07 (s) 4,06 (s) -0,01

13 -CH 3,90 (s) 3,90 (s) -

17,5 -CH 3,86-3,69 (m) 3,86-3,71 (m) -

3" -CH 3,60 (d) 3,67-3,59 (m) -

3,24 -CH 3,55 (td) 3,57 (d) 0,02

25 -CH 3,40 (d) 3,47-3,40 (m) -

3 3 -OCHs; | 3,33-3,30 (m) 3,31 (s) -

4 -CH 3,12 (1) 3,12 (1) 0,02

2 -CH 3,04 (d) 3,03 (d) -0,01

42 -OH 2,89 (dd) 2,89 (dd) -

12 -CH 2,68-2,58 (m) 2,73-2,57 (m) -

54 -OH 2,27-2,15 (m) 2,27-2,15 (m) -

2",16 CH; 2,27-2,15 (m) 2,27-2,15 (m) -

20° CH 2,27-2,15 (m) 2,27-2,15 (m) -

20° -CH 2,11 (dd) 2,11 (dd) -

20 -CH; 1,85 (d) 1,84 (d) -0,01

42 -CHs 1,70 (s) 1,70 (s) -

2' -CH 1,61 (dd) 1,61 (dd) -
-CH 1,56-1,50 (m) 1,57-1,45 (m) -

142 -CHs 1,48 (s) 1,45-1,38 (m) -
-CH 1,45-1,22 (m) 1,45-1,38 (m) -

6' -CH3 1,17 (d) 1,17 (d) -

6" -CH3 1,13 (d) 1,12 (d) -0,01

122 -CHs 1,10 (d) 1,09 (d) -0,01

28 -CH 0,92 (d) 0,91 (d) -0,01

26" -CH 0,88 (d) 0,87 (dd) -0,01

26° -CH3 0,86 (d) 0,78 (d) -
-CH 0,82-0,72 (m) 0,74 (s, 1H) -

Multiplicidade do sinal: s —singleto; d — dubleto; t- tripleto; dd — duplo dubleto e m — multipleto.
J — constante de acoplamento. Dada a complexidade da molécula, os valores de J ndo foram calculados.
(Ad) — variacdo do deslocamento dos sinais de H da B-CD no respectivo complexo.

Fonte: A autora, 2016 (com base em AWASTHI et al., 2012).
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O espectro de RMN de 'H obtido para a ABA foi semelhante ao encontrado na
literatura (AWASTHI et al., 2012). Devido a complexidade estrutural da molécula, os sinais
de seus hidrogénios foram atribuidos baseando-se na analise conjunta dos dados da literatura e
dos espectros uni e bidimensional da molécula. Esses dados encontram-se nas tabelas 17.

No espectro de RMN de 'H de ABA-BCD foram observadas variacdes nos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios CH-1, OH-2, OH-3 e OH-6 da BCD e nos
hidrogénios CH-2, CH-3, CH-3’, CHs-6”, CH>-7, OH-82, CH-9, CHs-122, CH-15, CH»-20,
CH-22, CH-24, CH-26°, CH-28 da ABA. O deslocamento dos hidrogénios externos da pCD
pode ser justificado pela interacdo entre as hidroxilas da BCD e essas subunidades glicosidicas
da molécula de ABA, tendo em vista a liberdade rotacional desses grupos. O grande nimero
de deslocamentos dos sinais envolvendo hidrogénios do anel benzofurano da ABA indicam a
participacdo desse grupo na incluséo.

Comparando as mudancas nos deslocamentos quimicos da BCD no complexo ABA-
BCD em relacdo aos demais complexos, observa-se que para este sistema houve uma maior
variacdo desse parametro. Tal mudanca é condizente com o maior valor de constante de
equilibrio encontrados para o sistema ABA-BCD, sendo esses dados atribuidos a maior
hidrofobicidade do composto em relacéo as benzoilfeniluréias.

Também foi realizado o experimento de ROESY para ABA-BCD, contudo a analise do
mapa de contornos ROESY ndo nos permitiu identificar correlacdes indicativas de
acoplamento dipolar entre essas moléculas. Isso se deve a grande sobreposi¢do de sinais,
principalmente na regido de deslocamento dos sinais referentes aos hidrogénios presentes na
cavidade da BCD.

Os dados de RMN nos permite propor as seguintes estruturas supramoleculares para

cada composto de incluséo:

a) NOV-BCD

F
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b) DIF-BCD
c) ABA-BCD

4.2.5 - Anélise de Solubilizacéo

A solubilidade de uma substancia corresponde a quantidade maxima da mesma que
pode ser dissolvida por quantidade de solvente a uma dada temperatura. Ela constitui um
importante parametro para avaliar a disponibilidade de um determinado composto no meio
liquido. No presente trabalho, a solubilizacdo dos compostos foi monitorada por medida da
absorbancia em fungdo do tempo, durante o intervalo de 24 h (DENADAI, 2005;
LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 1986; 2010; SAVJANI).

O experimento foi realizado para as trés moléculas livres e seus respectivos compostos
de inclusdo. Nas figuras 40 e 41 esta apresentado o grafico de solubilizacdo dos sistemas DIF/
DIF-BCD e ABA/ABA-BCD, respectivamente, a 30 °C ao longo de 24 h. No entanto, para o
NOV e seu composto de inclusdo cuja solubilidade sdo muito baixas, ndo houve deteccdo do

processo em virtude da baixa solubilidade do novaluron.
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Figura 40. Curvas de solubilizacdo do DIF e DIF-BCD (30 °C).
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Figura 41. Curvas de solubilizacdo do ABA e ABA-BCD (30 °C).

Fonte: A autora, 2016.
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A andlise dos dados dos graficos 40 e 41 permite verificar que em todos 0s casos

ocorre um aumento de absorbancia da solucédo ao longo das 24 h. As diferencas nos perfis de

solubilizacdo para as duas espécies sugerem diferentes mecanismos de solubilizagdo para as

espécies estudadas. No caso do sistema DIF-BCD, o perfil sigmoide sugere que deva existir

um periodo de “ativa¢dao” das moléculas na fase liquida, antes que o equilibrio seja atingido.

Na presenca de BCD, os compostos DIF e ABA apresentaram maiores valores de

absorbancia que seus precursores a uma mesma temperatura. Como a absorbancia

correlaciona-se com a concentracdo, esses dados sugerem que nas condi¢cdes observadas o
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composto de incluséo apresentam maior solubilidade que seus precursores em toda a faixa de
tempo estudada.

Na figura 41, observa-se que somente apds = 24 h, as concentragdes de DIF e DIF-
BCD se igualam. Entretanto, em aproximadamente 20 h, o DIF-BCD ja atinge o equilibrio,
uma vez que a concentracdo muda pouco com o tempo. Este dado sugere que o DIF-BCD tem
uma cinética de dissolu¢cdo mais rapida do que o DIF puro. Para a ABA, dentro do intervalo
de tempo estudado, tanto o composto livre quanto seu composto de inclusdo aparentemente
ndo atingem o equilibrio, embora a menor declividade da curva de dissolucdo da ABA-BCD

sugira uma condicdo mais proxima do equilibrio de dissolucéo.

4.2.6 - Analise por Fotometria de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) e Potencial Zeta
(ZP).

A técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS) é uma ferramenta amplamente
utilizada para determinar o tamanho médio de nanoparticulas em meio liquido. Este método
baseia-se na dispersdo do feixe de laser monocromatico quando a particula é iluminada pelo
mesmo considerando 0 movimento browniano das particulas e o fato que pequenas particulas
se deslocam mais rapidamente do que particulas maiores. Em sistemas formados apenas por
particulas pequenas, a variagdo da intensidade de luz espalhada é maior, pois como se
movimentam mais rapidamente, essas particulas cruzam a janela do detector mais vezes
dentro de um mesmo intervalo de tempo. As flutuacBes de intensidade resultantes sdo
utilizadas para calcular o diametro hidrodindmico das particulas utilizando a equacdo de
Stokes-Einstein (equacéo 4) (DENADALI, 2005; KANTER, 2015).

kpT

D=
6mnR
%k (Eqg. 4), onde:

D = coeficiente de difusdo
Kg = constante de Boltzmann
T = temperatura

n = viscosidade dindmica

Rn = raio hidrodinamico

O Potencial Zeta (PZ) relaciona-se com a carga superficial da particula estando
intimamente ligado a estabilidade da dispersdo. Quando o PZ é baixo tem-se dispersdes mais

instaveis, ja valores elevados de PZ podem indicar maior estabilidade, visto que as particulas
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carregadas se repelem umas as outras e essa forca supera as forcas de Van Der Waals, as
quais sdo sempre de natureza atrativa e promovem a agregacao. Do ponto de vista pratico, tem
sido observado que suspensdes com valores de PZ superiores a +30 mV ou inferiores a -30
mV sdo estaveis, enquanto que aquelas cujo valor se situa entre -30 mV e +30 mV séo
instaveis e podem flocular (INSTRUTECNICA, 2016; MALVEN, 2005). A analise das
propriedades Dy e PZ nos permite sugerir o comportamento coloidal e a estabilidade de
sistemas dispersos em suspensdes ou emulsdes liquidas (MURDOCK et al., 2008).

Nesse contexto, considerando que os inseticidas descritos no presente trabalho, mesmo
na presenca de BCD, apresentam solubilidade relativamente baixa, uma estratégia de uso
consiste em se trabalhar com suspensdes aquosas formadas por nanoprecipitados
hidrofobicos. Tais precipitados se formam quando um determinado composto é dissolvido
inicialmente em um solvente menos polar que a &gua mas soltvel em agua, como DMSO ou
DMF por exemplo. Em seguida, esta mistura é adicionada em agua sob agitacdo, formando-se
imediatamente os nanoprecipitados. Desta forma, o efeito da BCD na formacdo desses
nanoprecipitados hidrofdébicos foi avaliada por medidas de Dn e ZP.

Nas figuras 42, 43 e 44 estdo apresentados os graficos de potencial zeta em funcéo do

aumento da concentracdo dos compostos livres e seus respectivos compostos de incluséo.

Figura 42. Distribuicdo dos valores de PZ de NOV e NOV-BCD em fun¢do da concentragao.

24
—m— NOV
201 | —m— NOV-BCD

16

Potencial Zeta (mV)

e } 0
b \V\}N\l\}j\{/}\/i\;j:;&%—iﬂ

T T T T T T T T 1
100 200 300 400 500 600 700 800 900

[NOV] (uM.L™Y)

Fonte: A autora, 2016.
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Figura 43. Distribuicdo dos valores de PZ de DIF e DIF-BCD em funcédo da concentracéo.
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Fonte: A autora, 2016.

Figura 44. Distribuicao dos valores de PZ de ABA e ABA-BCD em fung¢ao da concentragio.
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Fonte: A autora, 2016.

Com relacdo aos dados de PZ observa-se, para todos os sistemas, que tanto o
composto livre quanto o composto de inclusdo apresentaram valores de PZ na faixa entre -30
mV a +30 mV. Isso demonstra que todas as espécies apresentam comportamento da carga
superficial semelhante, estando na regido de instabilidade com possibilidade de formacdo de
agregados e precipitados.

Nas figuras 45, 46 e 47 estdo apresentados os graficos de Dn em fungdo do aumento da

concentracdo dos compostos livres e seus respectivos compostos de inclusdo.
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Figura 45. Distribuicdo de tamanho de particulas em suspensdo de NOV e NOV-BCD em

funcgéo da concentragéo.

Fonte: A autora, 2016.
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Figura 46. Distribuicdo de tamanho de particulas em suspensdo de DIF e DIF-BCD em

funcdo da concentracdo.
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Figura 47. Distribuicdo de tamanho de particulas em suspensdo de ABA e ABA-BCD em
funcgéo da concentragéo.
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Fonte: A autora, 2016.

Para todos os sistemas, observa-se que o tamanho de particula aumenta com o
aumento da concentracdo. Este comportamento pode ser associado ao gradativo aumento da
dificuldade de se estabilizar os nanoprecipitados no ambiente aquoso e ao aumento da
probabilidade de colisdo efetiva entre as particulas, com subsequente coalescéncia e
crescimento.

Para as titulagdes NOV e NOV-BCD, observa-se que para concentracfes menores que
600 UM, o composto de inclusdo apresenta menores valores de Dn, 0 que sugere maior
estabilidade coloidal para esta nanocomposicdo. Como consequéncia da reducao de tamanho,
uma maior area superficial da particula é exposta possibilitando um novo padrao de interacfes
com o meio. O menor tamanho de particulas pode ser atribuido a presenca de moléculas de
BCD na superficie das particulas, 0 que favorece a interacdo com o solvente e uma menor
interacdo particula-particula.

J& para as titulagbes com DIF e DIF-BCD, observa-se que os valores de Dn foram
superiores ao composto puro. Esta diferenca pode ser atribuida a auséncia do grupo 1,1,2-
trifluoro-2-trifluoro-metdxi-etoxi na molécula de DIF, que deve gerar um novo modo de
interacdo hdspede-hospedeiro, produzindo alteragbes coloidais nos nanoprecipitados
hidrofobicos. No entanto, para a curva de titulacdo do DIF livre observa-se uma grande
polidispersidade, ja que os desvios padr6es dos valores de tamanho de particula sdo muito

grandes, 0 que sugere uma instabilidade coloidal do sistema. No composto de inclusdo, a
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presenca de BCD confere uma maior homogeneidade de tamanho as particulas, ja que os
desvios padrdes sdao menores. Este fendbmeno foi também atribuido a maior capacidade das
nanoparticulas interagirem com o solvente, devido a presenca da fCD.

Nas titulacbes envolvendo ABA e ABA-BCD observa-se que para concentracdes
menores que 250 UM ndo ha diferenca significativa entre os valore de Dp. J& a partir dessa
concentracgéo, verifica-se que o composto de inclusdo apresenta menores valores de Dn. Isso
sugere comportamento similar ao descrito para o sistema NOV-BCD, embora o efeito da BCD
na reducdo de tamanho se expresse em concentracbes menores para o sistema NOV-BCD,
enquanto que para o sistema ABA-BCD esse fendmeno se expressa em concentragdes
maiores.

A partir dos dados obtidos pelo experimento de espalhamento de luz dinamico e
potencial zeta podemos observar que o composto ABA-BCD apresentou menores valores de
Dh entre os composto de inclusdo, sugerindo que o mesmo seria 0 coloide mais estavel.
Contudo, em todos o0s casos observa-se valores de potencial zeta que permitem inferir que
esses sistemas sdo instaveis e podem flocular.

Diante desses dados e do conhecimento de que a alimentacdo nos estadios larvais €
intensa, rapida e indiscriminada através de particulas presentes na agua, o fato dos compostos
de incluséo estarem sujeitos a floculagdo juntamente com a presenca de CD poderia ser uma
forma de atrair as larvas. Assim, os nanoprecipitados de compostos de inclusdo poderiam ser
utilizados como “isca” destinada a atrair o alvo desejado ou ser ingerida por ele e aumentar a

efetividade no controle de larvas do mosquito Aedes aegypti.

4.3 — RESULTADOS DOS ENSAIOS BIOLOGICOS ENVOLVENDO LARVAS DO
MOSQUITO Aedes aegypti

Os compostos de inclusdo foram avaliados quanto a sua atividade frente as larvas do
Aedes aegypti nos estadios L1, L4 e inibicdo de emergéncia (estadio L3 até adulto) como
também a sua seguranca através de ensaios de citotoxicidade.

Com base nas informagdes da caracterizacdo acima descritas, em suspensao, o sélido
caracteriza-se como um nanoprecipitado hidrofébico instavel, com possibilidade de

agregacao.
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4.3.1 - Avaliacdo da atividade frente aos estaddios L1 e L4 de larvas do mosquito Aedes
aegypti

O teste no estadio L1, desenvolvido por Pridigeon e colaboradores, consiste em um
teste de triagem que fornece de forma répida, com reducdo de trabalho e utilizacdo de
pequeno numero de larvas por experimento, informacBes acerca do potencial toxico dos
compostos em analise (PRIDGEON et al., 2009). Ja o ensaio no estadio L4 é um teste
preconizado pela OMS para verificar de forma padronizada a atividade larvicida de
compostos com acdo rapida (neurotéxicos) para 0s insetos tanto em laboratério, quanto em
campo, uma vez que a partir deste teste pode-se observar a agédo aguda dos compostos (WHO,
2005).

NOV, DIF e seus compostos de inclusdo ndo foram avaliados no estadio L1, por se
tratar de um teste de triagem, que ndo exclui a realizacdo dos ensaios L3 ou L4, como também
pelo fato dos compostos livres ja serem utilizados comercialmente no combate de larvas do
mosquito. Foi realizado o experimento no estadio L4 para esses compostos e nas figuras 48 e

49 estdo apresentados os graficos de porcentagem de mortalidade em funcdo da concentracao.

Figura 48. Gréfico de porcentagem de mortalidade das larvas de mosquito Aedes aegypti em
seu quarto estadio de desenvolvimento em funcdo do aumento da concentracdo de NOV e
NOV-BCD. Para cada concentragdo foram realizadas trés replicatas.
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Fonte: A autora, 2015.
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Figura 49. Grafico de porcentagem de mortalidade das larvas de mosquito Aedes aegypti em
seu quarto estadio de desenvolvimento em funcdo do aumento da concentracdo de DIF e DIF-
BCD. Para cada concentragao foram realizadas trés replicatas.
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Fonte: A autora, 2015.

As linhas de tendéncia apresentadas nos graficos da figura 49 demonstram que, tanto o
composto livre quanto o composto de inclusdo apresentam o mesmo perfil. No entanto,
guando comparamos 0 NOV e NOV-BCD (figura 48), o composto de inclusdo apresentou-se
mais potente numa concentracdo menor que a molécula livre. Isto sugere que a estratégia de
preparar o composto de inclusdo pode ter um efeito na reducdo da dose. Contudo, um efeito
agudo ndo é esperado para compostos dessa classe, o que foi confirmado pela baixa
mortalidade dos individuos tratados com o composto livre na concentragdo limite estudada.
Desse modo, foi realizado o experimento de inibicdo de emergéncia conforme recomendacéo
pela Organizacdo Mundial de Salde para compostos cujo mecanismo de agdo esta relacionado
a regulacdo do crescimento de insetos. O mesmo sera apresentado na proxima secéo.

Na perspectiva de revisitar compostos ja utilizados no controle de outros artrépodes
para 0 combate de larvas de Aedes aegypti, foi realizado o estudo da atividade larvicida da
ABA e seu composto de inclusdo utilizando duas metodologias, uma relacionada ao estadio

L1 e a outra ao estddio L4. Na tabela 18 estdo apresentados os valores de dose capaz de



76

causar a morte de 50% da populacdo de larvas (DLso) para os compostos ABA e ABA-BCD
obtidos nesses experimentos.

Em ambos os ensaios, os controles negativos utilizados foram agua declorada, solucéo
aquosa de DMSO 1% e solugdo aquosa de BCD na maior concentragdo utilizada nos testes.
Para o teste larvicida no estadio L4, a faixa de mortalidade foi de 2-7%, 5-10% e 6-9% para
agua declorada, DMSO 1% e BCD a 100 puM, respectivamente. Neste teste, quando a taxa de
mortalidade nos controles ficou entre 5% e 20%, as taxas de mortalidade dos grupos tratados
foi corrigida de acordo com a formula de Abbott. Além disso, menos de 2% das larvas se

tornaram pupas durante as 48h do experimento no estadio L4.

Mortalidade (%) = X — Y 100, onde
X

X = porcentagem de sobreviventes no controle

Y = porcentagem de sobreviventes em cada tratamento

Tabela 18. Toxicidade da ABA e ABA-BCD frente a larvas de Aedes aegypti. Os dados
obtidos sdo médias de 9 replicatas.

DLsg e intervalo de confianca entre parénteses
Composto
(L2) 24h (L4) 24 h (L4)48h

ppm ppm ppm
M (para o ativo) M (para o ativo) M (para o ativo)

ABA 0,101 0,088 0,906 0,791  (0,526- 0,252 0,220
(0,039-0,265) (0,034-0,231) (0,602-1,36) 1,191) (0,142-0,448) (0,124-0,391)

0,047 0,041 0,449 0,392  (0,253- 0,228 0,199
ABA-BCD (0,033-0,066) (0,029-0,057) (0,290-0,695) 0,607) (0,135-0,385) (0,118-0,336)

Fonte: A autora, 2015.

Todos os resultados obtidos encontram-se abaixo de 1 ppm, o que demonstra a alta
atividade desses compostos contra larvas de Aedes aegypti (PRIDGEON et al., 2009). Ao
compararmos os resultados das duas metodologias verificamos que as DLsg para o0 estadio L1
foram inferiores aquelas encontradas no experimento envolvendo o estadio L4 a 24 h, o que
demonstra a fragilidade deste estadio larval aos compostos testados e uma maior efetividade
dos compostos neste estddio. Também observamos que o aumento do tempo de exposi¢ao ao
composto no estaddio L4 levou a uma reducdo da DLso. Em relagdo a substancia livre e ao
composto de inclusdo, ABA-BCD demonstrou ser mais potente que seu precursor em todos 0s

experimentos realizados.
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O valor de DLsg obtido para ABA no ensaio com larvas no estadio L1 foi superior ao
encontrado por Pridgeon e colaboradores (DLso de 2,2 ppb). Contudo, no ensaio com larvas
no estadio L4 os valores encontrados sdo proximos aos obtidos por Vianney (DLso entre 0,56
ppm a 1,61 ppm, 24 h de tratamento). A variabilidade nos valores de DLsg S80 comuns em
ensaios desta natureza e pode ser atribuida as diferentes condi¢Bes experimentais, como por
exemplo, solventes utilizados na solubilizacdo dos compostos, susceptibilidade das larvas
testadas, tempo de exposicao, habilidade do grupo de pesquisa em classificar a fase larval,

numero de replicatas, bem como as condi¢des operacionais de ensaio (GERIS et al., 2012).

4.3.2 - Avaliacdo da inibicao de emergéncia

Compostos cujo mecanismo de acdo estdo relacionados com alteragdes no processo de
crescimento e desenvolvimento dos insetos, como as benzoilfeniluréias, irdo necessitar de um
acompanhamento do desenvolvimento do inseto para verificar sua a¢do, uma vez que sua acdo
ndo é imediata. Por esta razdo, o OMS preconizou a realizacdo do teste de inibicdo de
emergéncia para compostos em que 0 mecanismo de acdo seja a regulacdo do crescimento de
insetos.

Nas figuras 50 e 51, estdo apresentados os dados de porcentagem de mortalidade dos
estadios/estagios em fungdo do tempo durante o experimento de inibi¢cdo de emergéncia de
NOV, DIF e seus compostos de incluséo, nas concentracGes de 10 nM e 0,01 nM.
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Figura 50. Porcentagem de mortalidade dos estadios/estagios em funcao do tempo durante o
experimento de inibi¢do de emergéncia para NOV e NOV-BCD nas concentragdes de 10 nM e

0,01 nM.
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Figura 51. Porcentagem de mortalidade dos estadios/estagios em funcdo do tempo durante o
experimento de inibicdo de emergéncia para DIF e DIF-BCD nas concentragdes de 10 nM e

0,01 nM.
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A partir desses dados observa-se que em todos 0s compostos, nas concentracGes
utilizadas, ndo ocorre a morte dos individuos nas primeiras 12 horas do experimento. 1sso
comprova que o mecanismo de acdo nao esta relacionado a um efeito agudo, tipico de
compostos neurotoxicos.

Durante a mudanga de fase na ecdise de L3-L4, tanto para 0 composto puro quanto
para o composto de incluséo, observamos uma significativa mortalidade principalmente nas
concentracdes de 10 nM, o que confirma que o mecanismo de a¢do de compostos é regulacao
de crescimento. Uma alta mortalidade nessas concentracdes também sugere que a mortalidade
é dose dependente. Nessas concentracdes, os individuos que ndo morrem apresentam grande
atraso de desenvolvimento em relacdo aos individuos expostos @& menores concentracfes dos
compostos. Por fim, observou-se um prolongamento do ciclo de vida dos individuos em
relacdo ao grupo controle, ocorrendo mudanca de estadio/estagio até um dia ap6s o final da
mudanca de estadio/estagios nos grupos controles. Esse comportamento j& foi relatado na
literatura para NOV e DIF (FARNESI, 2009; FONTOURA, 2008).

Os controles negativos utilizados foram agua declorada, solucdo aquosa de DMSO
1% e solugdo aquosa de BCD na maior concentragdo utilizada nos testes. Em nenhum caso
ocorreu menos de 80% de emergéncia de adultos no controle. Assim como no experimento
L4, quando a taxa de emergéncia nos controles ficou entre 80% e 95% os dados foram
corrigidos de acordo com a férmula de Abbott. Para a 4gua as taxas de emergéncia ficaram
por volta de 95% e para 0 DMSO 1% na faixa de 90%.

Na tabela 19 estdo apresentados os valores de dose capaz de inibir a emergéncia de

50% da populacgéo dos insetos (%IEso) para NOV e DIF e seus compostos de inclusao.

Tabela 19. Porcentagem de Inibicdo de Emergéncia (%IEso) para os compostos livres e de
incluséo.

Composto %IEso (nM) com intervalo de confianca de | Valores em ppb para a %IlEso de ativo
95% (entre parénteses) no caso do composto de inclusao
NOV 0,877 (0,459-1,676) 0,432 (0,226-0,826)
NOV-BCD 0,490 (0,268-0,8960) 0,242 (0,132-0,441)
DIF 5,688 (3,340-9,685) 1,767 (1,038-3,009)
DIF- BCD 3,772 (1,812-7,853) 1,172 (0,563-2,440)

Fonte: A autora, 2016.

Os valores de %IEsg para todos os compostos foi da ordem do ppb. Os valores obtidos
para NOV e DIF estdo proximos daqueles apresentados por outros trabalhos relacionados na
literatura, 0,135 ppb (FONTOURA, 2008) e 1,59 ppb (SECCACINI, 2008), respectivamente.
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Os compostos de inclusdo foram mais potentes que as moléculas livres. Isso
demonstra que a estratégia de preparar composto de inclusdo levou ao aumento da toxicidade

contra larvas do Aedes aegypti.

4.4 - ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

4.4.1 - Ensaio colorimétrico com sal de tetrazolio (MTT)

A avaliacdo da citotoxicidade in vitro é fundamental na etapa inicial de
desenvolvimento de novas composi¢Ges fornecendo informacdes acerca da seguranca das
mesmas. Geralmente, sao utilizados testes que verificam a viabilidade celular apds a
exposicao a substancia em estudo, sendo o ensaio MTT ([brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil-
2,5-difenil)-2H-tetrazdlio]) um dos testes colorimétricos mais empregados devido ao baixo
custo e rapidez no processamento das amostras (DE ARAUJO et al., 2008).

O teste com MTT avalia a fun¢do mitocondrial da célula através da atividade da
enzima desidrogenase mitocondrial, sendo que as células que respiram ativamente reduzem o
MTT a formazan, um cristal parpura insoltvel, que ap6s solubilizado, permite determinar a
concentracdo através da leitura da densidade Optica. Assim, o ensaio mede a respiracéo celular
que é proporcional a quantidade de formazan produzida e ao nimero de células viaveis.
Quanto menor a atividade mitocondrial, menor a viabilidade celular e maior a toxicidade do
composto. A partir desses dados é possivel determinar a concentracdo do composto capaz de
reduzir em 50% as células vidveis, ou seja, o indice de citotoxicidade 50% (ICso) (DE
ARAUJO et al., 2008; FOTAKIS, TIMBRELL, 2006; MOSMANN, 1983).

Nesta etapa do trabalho, estdo apresentados os dados da avaliacdo da viabilidade de
fibroblastos WI26UA4 frente a diferentes concentracdes de ABA, NOV E DIF e seus
compostos de inclusdo, pelo método do MTT. Na tabela 20 estdo apresentados os valores de
concentracdo necessaria para reduzir a viabilidade celular em 50% (ICso) obtidos para 0s

compostos nesse experi mento.
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Tabela 20. indice de citotoxicidade (ICso) para os compostos livres e seus respectivos
compostos de inclusdo utilizando fibroblastos WI26UA4.

Composto ICso0 (UM) com intervalo de confianca de 95% (entre parénteses)
Fibroblastos WI26UA4
NOV > 200
NOV-BCD > 200
DIF > 500
DIF-BCD 184,5 (144,4-235,6)
ABA 14,81 (12,90-17,01)
ABA-BCD 15,07 (13,37-16,97)

Fonte: A autora, 2016.

Os resultados de ICso indicam que dos trés compostos livres avaliados, a ABA foi o
que apresentou maior efeito citotoxico sobre fibroblastos WI26UA4, nas condicdes
experimentais. 1sso esta relacionado ao mecanismo de acdo desse composto, o qual envolve
canais de cloreto que, por existirem em células de vertebrados, podem estar sendo atingidos
causando algum prejuizo aos fibroblastos. Além disso, ja foram relatados na literatura a
citotoxicidade desse composto em outras linhagens celulares (AL-SARAR et al., 2015; LI et
al., 2013; MAIOLI et al., 2013; HUANG et al, 2011).

As benzoilfeniluréias, NOV e DIF, apresentaram uma baixa toxicidade, acima da
concentracdo méxima utilizada no experimento. NOV e DIF, por serem mais seletivos,
atuando sobre a sintese de quitina, mecanismo esse que ndo existe nos vertebrados, mostraram
uma reduzida toxicidade sobre os fibroflastos WI26UAA4.

Em relacdo aos compostos de inclusdo, a ABA-BCD foi tdo citotdoxica quanto seu
precursor enquanto que NOV-BCD e DIF-BCD apresentam ou apresentariam um ICso superior
a 100 uM, o que sugere a baixa toxicidade dessa classe de compostos para células humanas,
mesmo o composto de inclusdo DIF-BCD tendo apresentado um aumento da toxicidade em

relagcdo ao seu precursor.
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5- CONCLUSAO

Os resultados obtidos durante a caracterizacdo confirmaram o sucesso no preparo dos
compostos, podendo ser destacados 0s seguintes pontos:

- Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho e andlises térmicas indicaram a
ocorréncia de interagdo entre os inseticidas e seus respectivos compostos de incluséo no
estado solido;

- A calorimetria de titulacdo isotérmica confirmou essa interacdo em solucdo, sendo
todas as estequiometrias 1:1, embora apresentando constantes de afinidade bem distintas para
0s trés compostos de inclusdo (NOV — K =510 £ 31,8; DIF-K =65,1+1,22e ABA-K =
3,54 10* + 3,5 10%);

- A técnica de ressonancia magnética nuclear foi fundamental para propor a estrutura
supramolecular formada pela interacdo entre as moléculas hospede e hospedeira e a BCD
através de uma associacdo. Tal associacdo pode ser explicada em termos da maior afinidade
das moléculas pelo solvente;

- Os ensaios de solubilizagdo permitiram verificar que os compostos de inclusdo
apresentam maior dissolu¢do quando comparados a Seus precursores;

- Os experimentos de diametro hidrodindmico possibilitaram observar a reducdo de
tamanho para os compostos NOV-BCD e ABA-BCD;

- A andlise dos dados de potencial zeta revelou que todos 0s compostos sdo instaveis e
podem flocular. Todavia, considerando a aplicacdo desses compostos, esta caracteristica
mostra-se benéfica, uma vez que formulacGes deste tipo podem favorecer a ingestdo dos
compostos pelas larvas, facilitando o combate as mesmas.

Quanto aos ensaios bioldgicos, os resultados para os testes larvicidas, tanto no estadio
L1 e L4 quanto inibicdo de emergéncia, demonstraram que 0s compostos de inclusdo foram
mais potentes que seus precursores. Quanto aos ensaios de avaliacdo da seguranca, 0S
experimentos de toxicidade demostraram que o encapsulamento em BCD nao alterou o
potencial citotdxico e genotoxico desses compostos. As benzoilfeniluréias, assim como seus
compostos de inclusdo apresentaram menor toxicidade em relacdo a abamectina como ja
esperado devido a seletividade dos reguladores de crescimento de insetos.

Por fim, a estratégia de revisitar compostos ja utilizados no combate a outros
artropodes aliada ao encapsulamento molecular resultou em uma melhora na sua poténcia.

Isso pode contribuir para aumentar o arsenal de inseticidas utilizados no combate a larvas do
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Aedes aegypti, uma vez que, as avermectinas apresentam mecanismo de acdo diferente em
relacdo aos compostos hoje utilizados no controle quimico das larvas do mosquito. Com
relacdo ao novaluron e diflubenzuron, observou-se também um aumento da poténcia larvicida
com o encapsulamento, sinalizando que a estratégia de preparar compostos de inclusdo pode
trazer ganhos relacionados a biodisponibilidade, sem alterar 0 mecanismo de agdo dos
mesmos.
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APENDICE A - MATERIAL SUPLEMENTAR

OBTENCAO E CARACTERIZACAO DAS BENZOILFENILUREIAS

A - Obtencédo do novaluron e diflubenzuron

Devido ao alto custo para aquisicdo do novaluron e diflubenzuron de grau de pureza
elevados, os mesmos foram purificados a partir de formulagdes comerciais. O novaluron, foi
extraido a partir da formulacdo Mosquilon®, que apresenta o teor do ativo de 10% m/m. O
diflubenzuron foi extraido da formulacdo comercial Dimilin®, cuja porcentagem de ativo é de
25% m/m.

O procedimento consistiu no particionamento liquido-liquido de 1 mL dessas
formulagcBes em uma mistura de agua e metilisobutilcetona na proporcdo (2:8). As fases
aquosa e organica foram separadas por centrifugacdo e a fase orgénica deixada evaporar a
temperatura ambiente. Apds a evaporacdo lenta do solvente na fase organica, iniciou-se o
processo de cristalizacdo espontanea do novaluron. Esta fase foi lavada por filtracdo utilizado
metilisobutilcetona como solvente de lavagem. O sdélido obtido apés sucessivas lavagens foi
submetido a caracterizacgdes fisico-quimicas afim de se determinar sua integridade.

B — Caracterizacdo dos produtos de extracdo

A caracterizacdo do novaluron e diflubenzuron extraidos foi realizada atraves da
determinacdo do ponto de fusdo (equipamento digital de ponto de fusdo, modelo MQAPF —
302 da Microquimica®), por espectroscopia vibracional na regido do infravermelho
(equipamento da Perkin Elmer, modelo Spectrum Two TM, a partir de pastilhas contendo
KBr) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (equipamento da Jasco, modelo CO-2060
Plus com detector UV PDA, modelo MD-2018 Plus do mesmo fabricante).

Para determinacdo do perfil cromatografico e pureza dos compostos, foram utilizados
padrdes da SIGMA (Novaluron - Pestanal®, pureza de 99,5% (HPLC) e lote SZBF068XV;
Diflubenzuron - Pestanal®, pureza de 99,8% (HPLC) e lote SZBF110XV). Solugbes com
diferentes concentracfes do padrdo foram preparadas por diluicdo de uma solucdo estoque,
filtradas em filtro PTFE de 0,22 um e armazenadas em vials de 1,5 mL. Em seguida foram

realizadas corridas cromatograficas cujos dados permitiram a elaboracdo da curva de
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calibragdo para cada composto. Posteriormente, foi realizada uma corrida cromatografica da
amostra em uma concentracao pré-determinada. Para todas as solugdes o solvente utilizado foi
acetonitrila acidificada com 4&cido acético a 0,5%. A fase movel foi uma mistura de
acetonitrila e agua (70:30) e a fase estacionaria uma coluna C18 (15 cm de comprimento e 4,6
mm de didmetro). Todos os ensaio foram realizados em triplicata utilizando sistema de
eluicdo isocrético, fluxo de 1 mL/min, injecdo de 20 pL de amostra, tempo de 6 minutos por
corrida e deteccdo em comprimento de onda de 254 nm e 280 nm. Os dados foram tratados

utilizando o programa excel.

B.1 - Novaluron

O novaluron purificado apresentou-se como cristais brancos, cujo ponto de fusdo foi
de 174,3-176,8 °C, estando proximo aos dados da literatura (176,5-178 °C) (SIGMA
ALDRICH, 2014).

Ainda com a finalidade de avaliar a integridade quimica do composto, foi obtido o
espectro de infravermelho do composto em pastilhas de KBr, no modo transmitancia (figura
S1). Neste espectro, pode-se observar bandas com minimo em 3234 cm™ e 3126 cm?,
caracteristicas do estiramento das ligagdes N-H; bandas em 1706 cm™ e 1692 cm™, que
caracterizam o estiramento das ligacdes C=0, estando a Ultima relacionada a amida
secundaria; bandas na regido entre 1600 e 1400 cm™ que caracterizam presenca de anel
aromatico e bandas na regido de 1400 a 1200 cm™ atribuidas aos CF2 e CF3 (SILVERSTEIN;
BOSSLER; MORRIL, 1994).

Para verificar a pureza do composto, foi realizada uma corrida cromatografica com a
amostra, na concentracdo de aproximadamente 0,4 pmol/L (197,08 10 g/L) em acetonitrila
acidificada. O tempo de retencdo observado para o padrdo foi de 7,46 minutos e para o
extraido 7,50 minutos. A quantidade de inseticida na solucdo foi obtida por interpolagdo a
partir da curva de calibragdo. O ensaio foi realizado em triplicata e a média das concentragdes
foi 0,381 pumol/L (187,72 10 g/L), portanto, 0 composto apresentou pureza de 95,2%.
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Figura S1. Espectro na regido do infravermelho do novaluron, em KBr (a) e estrutura

molecular do novaluron (b).
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Fonte: A autora, 2015.

Com base nos dados obtidos, pode-se confirmar que o composto extraido tratava-se do
novaluron, o qual apresentou pureza satisfatoria, sendo entdo utilizado para a produgdo do

composto de inclusdo.

B.2 — Diflubenzuron

O diflubenzuron, foi obtido na forma de pé branco, cujo ponto de fusdo determinado
experimentalmente foi de 216,8-218.0 °C, estando proximo aos dados da literatura (217,1 -
219,1 °C) (SIGMA ALDRICH, 2014).

Também foi obtido o espectro de infravermelho do composto em pastilhas de KBr, no
modo transmitancia (figura S2). Neste espectro, podem-se observar bandas com minimo em
3233 cm™ e 3142 cm?, caracteristicas do estiramento das ligaces N-H; bandas em 1705 cm'™?
e 1685 cm™, que caracterizam o estiramento das ligagdes C=0; bandas na regio entre 1600 e
1400 cm™ que caracterizam presenca de anel aromatico; bandas na regido de 1400 a 1000 cm-

L atribuidas a ligagdo C-F, bem como bandas na regido de 800 a 600 atribuidas a ligagdo C-Cl
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(SILVERSTEIN; BOSSLER; MORRIL, 1994). Estes dados estdo de acordo com o0 espectro
do diflubenzuron encontrado na biblioteca do equipamento de analise.

Figura S2. Espectro na regido do infravermelho do diblubenzuron, em KBr (a) e estrutura

molecular do diflubenzuron (b).
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Fonte: A autora, 2015.

Por fim, a determinacdo da pureza do composto foi realizada através de uma corrida
cromatografica com a amostra, nas mesmas condicGes descritas acima para o novaluron,
sendo que neste caso 0 composto apresentou uma concentracdo média de 0,384 pmol/L
(119,30 10 g/L), o que corresponde a uma pureza de 96%. Além disso, o tempo de retencio
para o padrdo foi de 3,97 minutos, enquanto que para o extraido foi 4,01 minutos.

Com base nos dados supracitados, também confirmou-se que o diflubenzuron foi o
composto extraido tendo o mesmo apresentado pureza satisfatdria, sendo, desta forma,

utilizado para a producédo do composto de incluso.



