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ABSTRACT

Several research are being directed towards green chemistry aiming to replace non-renewable
technologies for those obtained from renewable resources. In polymer chemistry, this
sustainable approach has led to the synthesis of novel monomers derived from renewable
resources. Thio-ene polymerization has become increasingly important in the past few years
as a promising technique for renewable monomers polymerization. Thiol-ene reaction are
click reactions that can be performed under mild conditions with high yield and do not
produce toxic sub-products. The aim of the present work is the in situ nanoencapsulation of
eugenyl acetate (EA), an ester derived from clove oil, in poly (thioether-ester) (PTEE)
through thiol-ene polymerization in miniemulsion and subsequent the larvicide activity of the
formulations were evaluated. Stable lattices were obtained with average particle sizer of 200
nm and polydispersity < 0.2 measured by DLS. The ester eugenyl acetate was successfully
encapsulated with efficiency up to 99.8%. GPC analyses revealed that the molecular weight is
reduced by the presence of ester inside de particle in relation to the particles of pure polymer
due to the reduction in thiol/ene groups conversion in reason of the antioxidant nature of
eugenyl acetate. The nanocapsules of PTEE/EA presented molecular weight between 1.26 and
3.55 kDa. The melting temperature of samples containing EA, about 48°C, were measured
through DSC and no phase separation between the polymer and the oil could be observed.
Hence, the mixture oil/polymer presents reduced melting temperature in comparison to the
pure polymer due the decrease in crystallinity of the polymeric. The larvicide assays of the
PTEE/EA nanocapsules showed efficient activity for Aedes spp larvae, killing 100% of the
larvae in 48 h.

Keywords: Thiol-ene polymerization; Eugenyl Acetate; Miniemulsion polymerization;
Larvicide.






RESUMO

Muitas pesquisas estdo sendo direcionadas para a abordagem da quimica verde em busca da
substitui¢do de tecnologias nao-renovaveis por aquelas obtidas a partir de fontes renovaveis.
Na quimica de polimeros esta abordagem sustentdvel tem levado a sintese de novos
mondmeros a partir de fontes renovaveis. A polimerizagdo tiol-eno tem crescido em
importancia nos ultimos anos e se destacado com uma técnica promissora para a
polimerizacdo de monOmeros a partir de fontes renovaveis. As reagdes tiol-eno sdo
conhecidas como reagdes click, reagcdes que ndo formam subprodutos toxicos, que podem ser
realizadas sob condi¢cdes brandas e que possuem alto rendimento. Este trabalho visa a
nanoencapsulacdo do acetato de eugenila (AE), éster derivado do 6leo de cravo, em poli (tio
éter-éster) (PTEE) através da polimerizagdo tiol-eno em miniemulsdo e a avaliagdo da sua
atividade larvicida. Obteve-se latices estdveis e com particulas com didmetro médio de 200
nm com polidispersdo <0,2, sendo o tipo de surfactante e o volume da fase aquosa os fatores
que mais exercem influéncia sobre o tamanho final da particula. O acetado de eugenila foi
encapsulado com eficiéncia de até 99,8%. Anadlises de GPC revelam que a massa molar do
polimero contendo acetato de eugenila ¢ menor em relacdo ao polimero sintetizado na
auséncia do éster devido a redugdo da conversdo dos grupos funcionais tiol/dieno acarretados
pela natureza antioxidante do éster e também por este conter uma dupla ligagdo alilica que ¢
passivel de sofrer adicao tiol-eno.. As nanocéapsulas de PTEE foram obtidas com massa molar
de 1,26 até 3,55 kDa. A temperatura de fusdo das amostras poliméricas contendo acetato de
eugenila, em torno de 48°C, foi medida através de DSC, e nota-se que ndo existe segregagao
de fase entre polimero e 6leo que possa ser observada por calorimetria. Desta forma, a mistura
6leo/polimero apresenta uma temperatura de fusdo menor que o polimero puro decorrente da
diminui¢do na cristalinidade da matriz polimérica. Realizou-se, também, a avaliagdo das
nanocapsulas de PTEE carregadas com AE como agente larvicida, mostrando-se eficaz para a
morte das larvas do mosquito Aedes spp, matando 100% das larvas em 48 h de teste.

Palavras chave: Polimerizagao tiol-eno; Acetato de Eugenila; polimerizagdo em miniemulsao;
Larvicida.
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1. Introduciao

O esgotamento das reservas de combustiveis fosseis, aquecimento global e outros
problemas ambientais ¢ um dos maiores problemas a serem enfrentados pela humanidade nas
proximas décadas, com isso em mente, muitos pesquisadores voltaram a sua atengdo para a
quimica verde. A procura por novas tecnologias sustentaveis durante as ultimas décadas levou
a sintese de novos polimeros, estes obtidos a partir de matérias-primas renovaveis. Os acidos
graxos presentes nos 6leos vegetais e agticares de fonte vegetal destacam-se como matérias-
primas vantajosas, pois ambos apresentam-se em grande disponibilidade, sdo de baixo custo,
proporcionam uma grande diversidade estereoquimica e podem dar origem a materiais
biodegradaveis (MEIER; METZGER; SCHUBERT, 2007, BELGACEM; GANDINI, 2008).

As reagdes de tiol-eno s3o consideradas reacdes click ou de quimica verde, pois sdo
reacdes que podem ser realizadas em condigdes moderadas, alcancando, geralmente, alta
conversao ¢ nao geram subprodutos toxicos (HOYLE; LEE; ROPER, 2004; HOYLE;
BOWMAN, 2010; CLAUDINO, 2011). Essas reagdes tém sido amplamente utilizadas para a
polimerizagdo de mondmeros renovaveis (KREYE; TOTH; MEIER, 2011; TURUNC et al,
2012; KOLB; MEIER, 2013; TURUNC; MEIER, 2013; YOSHIMURA et al, 2015;
MACHADO, 2015).

A polimerizagdo tiol-eno possui um mecanismo a partir radicais livres que participam de
reacdes em etapas, ndo em cadeia. A maior parte dos trabalhos encontrados na literatura
retrata tiol-eno como polimeros reticulados, tais como hidrogéis e resinas, utilizados em
diversas aplicacdes. Recentemente, polimeros tiol-eno lineares foram utilizados para sintetizar
nano e microparticulas através de técnicas de polimerizacdo heterogénea (DURHAM; SHIPP,
2014; JASINSKI et al, 2014; LOBRY et al, 2014; AMATO et al, 2015, MACHADO, 2015).

A polimerizagao tiol-eno tornou-se uma ferramenta versatil para a produg¢ao de polimeros
a partir de monomeros a,m-dienos inteiramente renovaveis com grupos funcionais como éster,
éter e amida na cadeia principal. Algumas dessas funcionalidades, como éster, sdo
interessantes, pois podem ser prontamente hidrolisadas e, portanto, sdo potencialmente
biodegradaveis (MACHADO 2015; MACHADO et al., 2016).

Desta maneira, os polimeros derivados de mondmeros obtidos de matérias-primas
renovaveis, tornaram-se uma alternativa ecologicamente promissora, principalmente para
aplicagcdes biomédicas, quando este material for biocompativel ou biodegradavel (ou mesmo
ambos). Pode-se também afirmar que a polimerizagdo tiol-eno em miniemulsdo ¢ uma das
técnicas mais eficientes para sintetizar nanoparticulas, nanocapsulas e particulas hibridas a
partir de mondmeros inteiramente renovaveis.

Sob esse contexto, serd utilizada a técnica de polimerizagdo tiol-eno em miniemulsao
para encapsulacdo in situ do acetato de eugenila, éster com propriedades antimicrobianas e
larvicida obtido a partir do eugenol, que ¢ o composto majoritario no 6leo de cravo-da-india.
A nanoencapsulagdo do acetato de eugenila prolonga a atividade deste éster devido a lenta
liberacdo do composto ativo proporcionada pelo sistema e este por ser aplicado a diversos
substratos.
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1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo Geral

Obter nanoparticulas de poli (tioéter-éster) carregadas com acetato de eugenila através da
polimerizagao tiol-eno em miniemulsao e avaliacao da atividade larvicida do latex polimérico
carregado com o éster.

1.1.2. Objetivos Especificos

* Encapsulagdo do acetato de eugenila através da polimerizagao tiol-eno em
miniemulsao;

+ (aracterizagdo das nanocapsulas poliméricas carregadas com o éster quanto ao
didmetro de particula (DLS), massa molar (GPC), caracteristicas térmicas (DSC);
composi¢ao quimica (FTIR) e morfologia (TEM);

+ Determinar da eficiéncia de encapsulagdo do acetato de eugenila através de
espectrometria UV-Vis;

+ Avaliar a atividade larvicida do acetado de eugenila encapsulado.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Acetato de Eugenila

O acetato de eugenila (C,H403 2-methoxy-4-prop-2-enylphenyl acetato) ¢ um éster
aromatico com odor caracteristico ¢ semelhante ao 6leo de cravo-da-india. E encontrado em
pequenas quantidades nos oOleos essenciais de louro (Laurus nobilis), cravo-da-india, céssia
(Cassia fistula) e canela (Cinnamomum zeylanicum). E um composto derivado do eugenol
que pode ser obtido por catalise quimica ou enzimatica, como mostrado na Figura 1. A sintese
deste éster aromatico, reagdo de acetilacdo do eugenol, ocorre entre o eugenol e um doador do
grupamento acila, geralmente o anidrido acético, na presenca de catalisador, gerando como
produtos o acetato de eugenila e acido acético. (BURDOCK, 2010).

Figura 1 - Sintese de acetato de eugenila por reacdo de acetilacdo do eugenol com anidrido acético.

OH

.. .0

x“\-\_- "\-LCH3 C'
‘ /C—CHa Catalisador
e o

o
+ C—CH, € + /C_CHH
o7 HO
)
Eugenol Anidrido acético Acetato de eugenila Acido acético

Fonte: BURDOCK, 2010.

O composto produzido ¢ liquido e possui uma coloracdo amarela palida (PANDEY et
al., 2013) considerado seguro para aplicacdo em alimentos pela Food and Agriculture
Organization of the United Nations / World Health Organization (FAO/WHO) e European
Food Safety Authority (EFSA), sendo a sua dose de consumo didrio entre 1 e5 mg/kg (EFSA,
2011). A Tabela 1 apresenta os alimentos relatados com uso de acetato de eugenila
(BURDOCK, 2010). No Brasil a utilizagdo deste composto ¢ liberada, pois a ANVISA
(Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) segue a recomendagdo dos produtos aprovados
por essas organizagoes internacionais (ANVISA, 2007).

Tabela 1 - Alimentos relatados com uso de acetato de eugenila.

Categoria de alimento Usual (ppm) Maximo (ppm)
Assados 15,98 19,00
Condimentos 10,00 20,00
Laticinios congelados 5,65 7,56
Gelatinas e pudins 5.82 7,78
Produtos carneos 20,00 25,00
Bebidas nao alcodlicas 1,88 2,83

Fonte: BURDOCK (2010).

Diversos estudos relataram que além da propriedade aromatizante, o acetato de
eugenila apresenta outras propriedades de interesse industrial.
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O acetato de eugenila ¢ um fenilpropandéide que vem sendo estudado devido a
propriedade antimicrobiana (CHIARADIA et al., 2012; SILVA et al., 2015) e medicinal (DE
MORALIS et al., 2014; SHUKRI; MOHAMED; MUSTAPHA, 2010). Estudos mostraram que
o eugenol junto com o acetato de eugenila possui a capacidade de reduzir a hiperglicemia em
roedores. A suplementacdo de 100 mg de eugenol e acetato de eugenila por kg na dieta de
roedores reduziu significativamente o aumento de agucar no sangue, danos aos tecidos
causados pela hiperglicemia e inibiu a formacdo de catarata. Demonstrando o efeito de
protecdo dos orgdos e tecidos em diabéticos, proporcionado pelos componentes do 6leo de
cravo-da-india (SHUKRI; MOHAMED; MUSTAPHA, 2010).

Estudos quanto ao efeito antimicrobiano do acetato de eugenila empregando a técnica
de halo de inibicao foi realizado por Silva et al. (2015) e Chiaradia et al. (2012). Silva et al.,
(2015) utilizou 12 tipos de bactérias, algumas patogénicas. Foram testadas bactérias Gram
positivas Bacillus subtillis, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Streptococcus mutans ¢ Gram negativas Aeromonas
sp., Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris,
and Salmonella choleraesius. O volume de 20 pL de acetato de eugenila apresentou o valor
maximo de 16,62 mm e 17,55 mm de halo de inibi¢do para bactérias Gram positivas e Gram
negativas, respectivamente. Chiaradia et al., (2012) também avaliou o efeito antimicrobiano
do éster com o mesmo volume frente a 16 bactérias. Sendo as Gram positivas Bacillus cereus,
Bacillus  subtillis, Listeria monocytogenes, Sarcina sp., Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Streptococcus mutans e Gram negativas Acinetobacter sp.,
Aeromonas sp., Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Salmonella sp.,
Serratia marcescens, Xanthomonas campestris e Yersinia enterocolitica. O maior halo de
inibigdo foi a bactéria Acinetobacter sp. 48,66 mm.

Um estudo mais recente tem vinculado os fenilpropanodides com ag¢do larvicida contra
larvas do mosquito Aedes aegypti, o principal agente transmissor do virus da Dengue, febre
Chikungunya e Zika virus (causador da microcefalia em recém-nascidos) no Brasil e vem
preocupando as autoridades médico sanitarias de todo o mundo. Segundo o Ministério da
Saude, em 2015, foram registrados 1.649.008 casos de dengue no pais (CAMPOS;
ANDRADE, 2003; FURTADO et al., 2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

O efeito larvicida deste éster pode ser explicado devido a presencga do anel aromatico e
uma cadeia lateral com uma ligagdo dupla alilica em sua estrutura o que o torna mais eficaz e
mais reativo contra a parede celular da larva inibindo o desenvolvimento e o crescimento dos
insetos (PANDEY et al., 2013). Desta forma, estudos verificaram que pequenas quantidades
de acetato de eugenila sdo eficazes contra o desenvolvimento das lavras do mosquito Aedes
aegypti (BARBOSA et al., 2012).

2.2. Reacoes Tiol-Eno

Reagdes tiol-eno sdo reacdes click, pois elas podem ser realizadas sob condi¢des
brandas de tempo e temperatura, proporcionando rendimento elevado e sem a formacao de
subprodutos toxicos (HOYLE; LEE; ROPER, 2004; HOYLE; BOWMAN, 2010). Materiais
poliméricos produzidos via polimerizagdo tiol-eno apresentam caracteristicas mecanicas
superiores as de materiais semelhantes produzidos através da polimerizagdo radicalar
convencional, além de poder apresentarem uma estrutura de ligacdo cruzada tUnica e
degradabilidade aprimorada. Por exemplo, os polimeros de tiol-eno que contém grupos
funcionais hidrolisaveis, como grupos éster, t€m sua biodegradabilidade facilitada, devido a
presenca do grupo sulfeto na cadeia polimérica. Além disso, muitos dos mondmeros dieno
utilizados na polimerizacao tiol-eno sdo derivados de matérias-primas renovaveis (TURUNC,
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MEIER, 2010,2013; FIRDAUS; MONTEIRO DE ESPINOSA; MEIER, 2011; WU et al,
2011; TURUC et al, 2012; VAN DEN BERG et al, 2013; MACHADO, 2015).

As reagdes tiol-eno tém sido amplamente utilizadas para funcionaliza¢do e conjugagao
de moléculas, revestimentos curaveis por UV e a polimerizagdo de mondmeros renovaveis.
Além disso, alguns estudos relataram um conjunto de aplicagdes biomédicas para esses
polimeros, como a preparacao de nanoparticulas e hidrogéis adequados para a distribuicao de
medicamentos, resinas para restauracao dentaria, entre outros (CARIOSCIA et al, 2005; LU et
al, 2005; AIMETTI; MACHEN; ANSETH, 2009; ZOU et al, 2011; ROBERTS; BRYANT,
2013; STORHA; MUN; KHUTORYANSKY, 2013; HACHET et al, 2014; KI et al, 2014;
YANG et al, 2014). No entanto, os polimeros tiol-eno sob a forma de biomateriais ainda ¢ um
campo pouco explorado (MACHADO et al., 2016).

2.3. Polimerizacio via Tiol-Eno

A polimerizagdo tiol-eno segue, como uma polimerizac¢do por radical livre tradicional,
trés etapas principais: inicia¢do, propaga¢do e terminacao, mais uma etapa de transferéncia de
cadeia. Na etapa de transferéncia de cadeia, um radical carbonico transfere um elétron para o
grupo tiol. Normalmente, utiliza-se propor¢ao 1:1 de tiol-eno para, desta forma, evitar reagdes
secundarias.

A figura 2 mostra um esquema simplificado da co-polimerizagdo tiol-eno.
Primeiramente, um radical ¢ gerado pelo iniciador e transferido para o tiol, gerando radicais
tiil através da abstracdo de um hidrogénio. Posteriormente, o radical tiil ataca a dupla ligacao
e se adiciona a olefina formando uma ligagdo tioéter e gerando um radical carbonico.
Finalmente, ocorre a transferéncia de cadeia e o elétron nao emparelhado ¢ transferido do
carbono para outro grupo tiol que esteja disponivel, seja ele de um monomero ou de uma
cadeia polimérica em crescimento, € um novo radical tiil é gerado, reiniciando o ciclo. Desta
forma, a polimerizagdo tiol-eno gira em torno da adicao do radical tiil aos grupos funcionais
eno (propagacdo) e da etapa de transferéncia de cadeia (HOYLE; BOWMAN, 2010). As
reacOes de terminagdo, que sdo menos frequentes que as de propagacdo e de transferéncia de
cadeia, envolvem processos de acoplamento radical-radical, pela recombinagdo das espécies
radicais (radicais tiil ou B-carbono) (CLAUDINO, 2011).
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Figura 2 - Polimerizagdo: I) adi¢ao de um radical tiil através da ligacdo dupla. II) Transferéncia de
cadeia de um radical carbono-centrado para um grupo tiol.
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Fonte: MACHADO, 2015.

Figura 3 - Mecanismo de terminagdo da polimerizagao tiol-eno.
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Fonte: MACHADO, 2015.

Na reacdo tiol-eno ideal ndo existe propaga¢do do radical carbonico, conhecida como
homopolimerizacdao, o elétron desemparelhado possuido pelo radical carbonico ¢ sempre
transferido para um grupo tiol. Normalmente, as conversdes se aproximam de 100%, tendo a
transferéncia de massa como principal limitante. A reacdo liquida € simplesmente a
combinac¢do dos grupos tiois e dos grupos eno, o que faz com que a estrutura molecular
evolua de maneira idéntica a quaisquer outras reagoes de polimerizagao por etapas (HOYLE;
BOWMAN, 2010). O dieno pode sofrer omopolimerizagdo num sistema nao-ideal pois
depende da reatividade relativa de ambos os monomeros, ou seja, a homopolimerizagao
ocorre quando a constante de velocidade de propagagdo (k,) do mondmero eno ¢é
significativamente mais elevada que a constante da taxa de cadeia (k).

Diferentemente da polimerizagdo por radicais livres tradicional, a presenca de
oxigénio tem efeito inibitério reduzido sobre a polimerizagdao tiol-eno. Na presenca de
oxigénio, ocorrem reagdes de transferéncia de cadeia adicionais, onde o oxigénio ¢
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incorporado nas cadeias poliméricas em crescimento, como um radical perdxi, que reage com
o tiol para gerar um radical tiil (CRAME; BOWMAN, 2001).

2.3.1. Degradacao dos Polimeros de Tiol-Eno

Na ultima década, iniciaram-se diversos trabalhos avaliando a degradagdo de
polimeros sintetizados a partir das reacdes de adicdo tiol-eno. O grupo de pesquisas de
Bowman tem se dedicado desde 2005 ao estudo da degradagdo de polimeros tioéter-éster e
tiol-acrilatos. Em 2005, Reddy, Anseth & Bowman avaliaram a polimerizacdo de hidrogéis
tiol-acrilatos observando que devido a dupla ligagao carbono dos grupos acrilato estas reagdes
se processam de acordo com dois mecanismos de polimerizacdo: em cadeia e em etapas.
Comprovaram ainda que € possivel obter polimeros com perfis de degradacdo especificos
variando a estequiometria dos grupos tiol : acrilato, o que possibilita um controle cinético da
reacdo de degradacdo, a qual ocorre pela facil hidrolise do grupo éster presente na cadeia
polimérica.

Em 2007, Rydhlom, Anseth & Bowman avaliaram a influéncia da distancia entre os
grupos sulfeto e o grupo funcional éster em acrilatos, concluindo que a diminui¢do do numero
de carbonos entre os grupos de 2 para 1 e o aumento do pH do meio de degradagdo de 7,8
para 8, levou a um aumento na taxa de hidrélise da ligagdo éster em 4 vezes.

Jasinski et al. (2016) reportaram a degradacgao de dois latices de poli(tioéter-éster) com
20% em massa de polisulfeto, oriundos da copolimerizacao do dialil ftalato com 2,2-(etileno
didxido) etanoditiol (EDDT), formando um polimero (P1) com grupo fenil e outro (P2) a
partir da copolimerizagdo do dialil adipato, com EDDT. A degradagdo foi estudada em
ambiente oxidativo com solucdo de peroxido de hidrogénio (10% m.) e em solugdo de acido
cloridrico (pH 2), através de andlises de espectrofotometria UV/Vis. Dependendo das
condi¢des oxidativas, poli(tioéteres) hidrofébicos podem ser oxidados para sulfoxidos
polares, conduzindo a uma maior solubilidade da cadeia polimérica em agua e quando em
contato com solventes hidrofilicos sdo capazes de se decompor sob stress oxidativo,. Ambos
os meios de degradagdo se mostraram efetivos na degradacao dos latices formados, sendo a
hidrolise mais efetiva no caso do P1 e as condi¢des oxidativas favoreceram a degradacdao do
polimero P2, obtendo-se uma solu¢ao completamente transparente em um dia de ensaio.

Materiais poliméricos sintetizados via reagdes de polimerizagdo tiol-eno mostraram
boa degradabilidade decorrente da quebra gradual das ligagdes sob atividade bioldgica.
Porém, polimeros de tiol-eno ainda necessitam ser estudados no que diz respeito a degradagao
e a biocompatibilidade.

2.4. Nanoparticulas Poliméricas

Nanoparticulas poliméricas podem ser sintetizadas utilizando uma variedade de
materiais, como proteinas, polissacarideos, e polimeros sintéticos. A escolha do polimero a
ser utilizado ¢ dependente das caracteristicas finais desejadas, como a aplicagdo, o tamanho de
particula, distribui¢do do tamanho, do farmaco que se deseja encapsular, do grau de
biodegradacao e compatibilidade do polimero para com o farmaco (MAHAPATRO; SINGH,
2011).

Dependendo da maneira como sdo produzidas, o termo nanoparticulas, pode designar
segundo Landfester (2006) e Rezende et al., (2003) nanoesferas e nanocapsulas as quais
diferem entre si pela estrutura organizacional.

Nanoesferas sdo constituidas por uma matriz polimérica sélida, na qual o farmaco
pode ficar retido na superficie ou encapsulado na particula, ndo havendo ntcleo oleoso. Por
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outro lado as nanocépsulas sao formadas por uma membrana polimérica que possui um nucleo
de liquido, podendo este ser oleoso ou aquoso, onde o farmaco encontra-se uniformemente
disperso ou ainda adsorvido na matriz polimérica. (LANDFESTER, 2006; MOHANRAJ;
CHEN, 2006; RAO; GECKELER, 2011; PERES, 2012; GONCALVES et al., 2015).

Dependendo da area de aplicagdo do polimero empregado e do farmaco que se deseja
encapsular as propriedades fisicas e quimicas das nanoparticulas podem ser otimizadas pela
selecdo do método e condi¢des de preparacio (MOHANRAJ; CHEN, 2006; RAO;
GECKELER, 2011; GONCALVES et al., 2015). Os métodos de preparo das NPs mais usuais
sdao: 1) dispersdao dos polimeros pré-formados, utilizado frequentemente na preparacao de
nanoparticulas biodegradaveis nas técnicas de nanoprecipitagdo, emulsificagdo/evaporacao de
solvente, emulsificagdo/difusao do solvente, salting out; 2) polimerizacdo dos mondmeros,
processo no qual os mondémeros sdo polimerizados em meio heterogéneo para formagdo das
nanoparticulas poliméricas como na polimerizagao em emulsdo, miniemulsdo e microemulsao
(MAHAPATRO; SINGH, 2011; RAO; GECKELER, 2011; PERES, 2012); 3) Coacervacao
ou gelificag@o i6nica para polimeros hidrofilicos, método que envolve a mistura de duas fases
liquidas (MOHANRAJ; CHEN, 2006; RAO; GECKELER, 2011). Recentes estudos tém
focado na polimerizagdo em miniemulsdo via reagdes tiol-eno para formacado de
nanoparticulas e hidrogéis como técnica robusta e versatil (REDDY; ANSETH; BOWMAN,
2005; JASINSKI et al., 2014; MACHADO, 2015).

Neste trabalho, sera abordada a técnica de polimerizacao tiol-eno em miniemulsdo, a
qual oferece vantagens: como a possibilidade de encapsulagdo de compostos em uma unica
etapa no locus da polimerizagdo, além de apresentar facil manipulagdo das propriedades,
como tamanho de particula e caracteristicas de superficie, obten¢do de morfologia definida e
flexibilidade em relacdo a escolha da matriz polimérica.

2.5. Aedes aegypti: Breve historico

A dengue ¢ uma das doengas reemergentes mais graves no mundo. A doenga se
manifesta sob duas formas: a dengue classica (“febre de dengue”) e a forma hemorrdgica
(“febre hemorragica de dengue”, FHD). Desde os anos 70, a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) vem trabalhando de forma ativa no desenvolvimento de estratégias de tratamento € no
controle da doenca.

A dengue ¢ transmitida por mosquitos do género Aedes, sendo o Aedes aegypti seu
principal vetor. Ele € encontrado principalmente no meio urbano, colonizado em depdsitos de
armazenamento de dgua.

A reemergéncia de epidemias de dengue foram alguns dos maiores problemas de
Saude Publica da segunda metade do século XX. As mudangas demograficas do século e o
intenso fluxo migratério rural-urbano, geraram um crescimento desordenado das cidades, com
auséncia de boas condi¢des de saneamento basico, € como consequéncia, teve-se a
proliferagao do vetor. A distribui¢ao da doenca ¢ mundial, mas envolve principalmente paises
tropicais e subtropicais.

No ano de 2003, foram notificados cerca de 483 mil casos de dengue nas Américas.
No Brasil, a dengue apresenta um padrdo sazonal, com maior incidéncia nos primeiros cinco
meses do ano, periodo mais quente € umido.

Discussdes recentes sobre o controle da dengue apontam para a necessidade de
maiores investimentos em metodologias adequadas para sensibilizar a populacdo sobre a
necessidade de mudangas de comportamento, que objetivem o controle do vetor, € no manejo
ambiental, incluindo a amplia¢do do foco das ac¢des de controle de vetores, para minimizar a
utilizagdo de inseticidas, garantindo maior sustentabilidade (BRAGA; VALLE, 2007).
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2.5.1. Inseticidas e a resisténcia do mosquito

Na Saude Publica, o controle de vetores tem o papel de prevenir a infeccdo mediante o
bloqueio ou reducdo da transmissdo. Para tal, ¢ necessario que se conheca o hospedeiro
humano, a doenga, o vetor e o ambiente. O controle efetivo dos vetores nao pode depender de
um s6 método, ele deve dispor de varias alternativas, adequadas a realidade local, que
permitam sua execu¢do. De acordo com as condi¢des ambientais e a dindmica populacional
do vetor, métodos apropriados que sao selecionados, € as populagdes do vetor sao mantidas
em niveis que ndo causam danos a satde.

O controle biologico de mosquitos inclui o uso de véarios predadores, invertebrados
aquaticos ou peixes, que se alimentam das larvas e pupas. Além do uso de patdogenos, como
fungos, e de parasitas, como os nematodeos.

Ja o controle quimico ¢ realizado com o uso inseticidas, de origem organica ou
inorganica, e ¢ uma das metodologias mais utilizadas. Os inseticidas tém sido bastante usados,
tanto na agricultura e agropecudria quanto na area de Saude Publica. Seu uso continuo tem
provocado o aparecimento de populagdes resistentes, ocasionando problemas para o controle
de vetores. Nesse contexto, 0 monitoramento ¢ o uso de substancias com modos de agao
diferentes dos inseticidas quimicos convencionais t€ém se tornado grande foco de estudos
(BRAGA; VALLE, 2007).

Deste modo, o presente trabalho visa o estudo de um novo composto biocida,
biodegradavel e ndo toxico, podendo ser aplicado de varias formas na prevencao do mosquito.

2.6. Consideracoes Finais

Hé muito tempo as industrias farmacéuticas e quimicas buscam novas alternativas para
um dos maiores problemas da atualidade: as doengas transmitidas pelo mosquito Aedes
aegypti. Baseado nisto, o presente trabalho apresenta uma nova alternativa para o problema,
um novo composto com agao larvicida.

Poucos estudos foram realizados na area de encapsulagdo de ésteres, frente a sua
eficiéncia de acdo larvicida, e a polimerizagdo tiol-eno em miniemulsdo com incorporacao de
¢ésteres in situ. Os desafios estao relacionados a estrutura quimica e como isto afetara as taxas
de polimerizagao e as propriedades das nanocapsulas.

Desta forma, o presente trabalho apresentara a caracterizacdo das nanocépsulas
carregadas com o acetato de eugenila e a avaliagdo da atividade larvicida das mesmas.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais:

Para o preparo das miniemulsdes foram utilizados os seguintes reagentes: agua destilada;
surfactante Lut AT50 (Lutensol AT50, BASF) que consiste em poli (6xido de etileno) éter
hexadecil com 50 unidades de o6xido de etileno; mondmero 1-4-dianidro-D-glucitileno-
diundec-10-etano  (DGU, sintetizado segundo MACHADO, 2015); iniciador
azobisisobutironitrila (AIBN, Vetec, 98%); 1,4-butanoditiol (BuSH,, Sigma-Aldrivh 97%);
¢éster acetato de eugenila (sintetizado segundo MACHADO, 2016). Todos os reagentes foram
utilizados como recebidos, com exce¢do do AIBN que foi recristalizado.

3.2. Sintese das Nanoparticulas Poliméricas:

As nanoparticulas foram sintetizadas via polimerizagcdo tiol-eno em miniemulsdo. O
preparo foi realizado em duas fases distintas, uma fase aquosa e outra organica. Na fase
aquosa misturou-se agua destilada e o surfactante Lut. AT50, agitou-se até que todo o
surfactante estivesse dissolvido na agua. Ja a fase organica foi preparada utilizando o
mondmero DGU, o iniciador AIBN e o acetato de eugenila, esta fase também foi colocada sob
agitagdo, até que todo o iniciador estivesse dissolvido na fase. As duas fases foram misturadas
e mantidas sob agitacio magnética a 400 rpm por 15 minutos para formacdo da
macroemuls¢do, em seguida,adicionou-se BuSH; e a agitagdo foi mantida a 250 rpm por mais
5 min.

Apo6s a formacao da macroemulsdo na etapa anterior, a miniemulsdo ¢ obtida através da
submissdo da macroemulsdo a alta energia. No estudo em questdo, utilizou-se uma sonda
ultrassonica modelo
Fisher Scientific Sonic Dismembrator modelo 500, por 2 min a 70% de amplitude num
regime de impulsos (10 s on, 5 s off). A Figura 4 representa um esquema simplificado do
preparo da miniemulsdo e a Tabela 2 apresenta as formulagdes. Apds o preparo, o sistema foi
colocado em um banho termostatico a 80°C por 4 h.

Figura 4 — Esquema de sintese das nanoparticulas poliméricas.
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Tabela 2 - Formulag¢do das miniemulsoes.

Miniemulsoes
Reagentes EAO1 EA02 EAO03 EA04 EAO05 EA06
DGU (g) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Acetato de 0,19 0,38 0,31 0,063 0,31 0,063
Eugenila (g)
Bu(SH), 0,245 0,245 0,245 0,245 0,245 0,245
(mL)
AIBN (g) 0,0034  0,0034 0,0034 0,0034 0,0034 0,0034
H,0 (g) 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50
Lut AT50(g) 0,24 0,24 0,37 0,12 0,12 0,37

3.3. Tamanho de particula

O tamanho da particula foi medido por dispersao de luz dinamica (DLS), utilizando o
equipamento Zetasizer Nano S da Malvern Instruments. Uma gota retirada da miniemulsao ou
do latex foi colocada em uma cubeta de vidro e diluiu-se em dgua destilada antes da medigao.

3.4. Eficiéncia de encapsulacio do Acetato de Eugenila

A eficiéncia foi medida através da absorbancia de luz incidente na faixa de 200-300 nm,
utilizando o equipamento UV-VIS. Uma aliquota de cada miniemulsdo foi centrifugada em
amicon por 30 min a 13000 rpm, para separag¢dao do polimero da dgua. O filtrado foi recolhido
e misturado com etanol numa solug¢dao 1:1, esta solu¢do foi colocada em uma cubeta de
quartzo, e assim realizou-se a medida de absorbancia.

Os célculos foram realizados utilizando a curva de calibragdo obtida no UV-VIS para
o acetato de eugenila livre, representada pela Equacdo 1. Da curva, obtém-se os valores da
concentracdo do acetado de eugenila presentes na amostra a partir da absorbancia lida no
equipamento. Com o valor da concentragdo calculada, calcula-se a eficiéncia a partir da
concentracao inicial de acetato, como descrito pela Equagao 2.

Abs = 0,014 x C,z + 0,0328 (1)

EE = “E2=2A8 5 100 (2)

AEo

Onde Abs = absorbancia lida no equipamento, Cag = concentracdo de acetado de
eugenila na amostra, Cag, = concentracao inicial de acetato na amostra e EE = eficiéncia de
encapsulacao.

3.5. Massa molar

A massa molar foi medida utilizando-se cromatografia de permeagdo em gel (GPC).
Anteriormente a andlises, hd a necessidade de uma etapa de purificacdo para extrair o lutensol
presente nas nanoparticulas polimérica, a técnica consiste na precipitagao do polimero a partir
do latex por adigdo de metanol em banho de gelo, sob agitacdo. Em seguida a amostra foi
filtrada e 0,05 g do polimero retido foi diluido em 4 mL de tetrahidrofurano (THF). A solu¢do
obtida foi filtrada em um filtro de seringa de nylon qual o didmetro da malha do filtro?.
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As distribui¢des de peso molar foram obtidas usando um equipamento de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC, modelo LC 20-A, Shimadzu) e colunas Shim Pack GPC800
Series (GPC 801, GPC 804 ¢ GPC 807), também da Shimadzu. Utilizou-se THF como
eluente. O sistema GPC foi calibrado utilizando padrdes de poliestireno com peso molecular
variando de 580 a 9,225-10° gmol™.

3.6. Composicio Quimica

As amostras de polimero foram analisadas por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier com reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) num espectrometro
Bruker, modelo TENSOR 27, na gama de niumeros de onda 4000-600 cm'l, acumulando 32

~ -1
varreduras com uma resolugdo de 4 cm™ .

3.7. Analise Térmica

Amostras de polimero com pelo menos 5 mg foram submetidas a analise de calorimetria
diferencial de varredura (DSC) usando um equipamento DSC 4000 Perkin Elmer, sob
atmosfera inerte (20 mL-min™"), de -20 a 120°C com taxa de aquecimento de 10°C/min. Os
historico térmico foi removido antes das analises por um ciclo de aquecimento/resfriamento,
com taxa de aquecimento de 10°C/min e de resfriamento de -20°C/min. As temperaturas de
fusdo foram obtidas a partir da segunda corrida de aquecimento.

3.8. Morfologia das nanoparticulas e nanocapsulas

A caracterizagcdo morfoldgica das particulas fez-se através da Microscopia Eletronica de
Transmissao (TEM) utilizando o JEM-1011 (100 kV). O latex sintetizado foi diluido, em agua
destilada, até 0,1% de solidos. As analises foram realizadas no Laboratério Central na UFSC.

3.9. Teste Larvicida

ApOs caracterizar as nanocapsulas, escolheu-se a formulagdo que apresentou maior
eficiéncia de encapsulacao e maior estabilidade para o teste larvicida.

Para a realizacdo do teste, utilizaram-se larvas do mosquito Aedes albopictus. Considerado
um vetor secundario do virus da dengue, o mosquito apresenta morfologia semelhante e a
mesma capacidade de proliferacdo que o Aedes aegypti, sendo este motivo de preocupagao
nos paises do continente asidtico, ja no Brasil ndo ha registros de mosquitos adultos
infectados com o virus. Introduzido no Brasil na década de 80, o mosquito tornou-se alvo de
estudos que monitoram o crescimento de sua populagdo e investigam seus aspectos biologicos
e ecoldgicos em comparagdo com 0 A. aegypti.

O teste seguiu a metodologia criada pela Organizacdo Mundial da Satde — WHO 2005,
com algumas modificagdes. As larvas dos mosquitos foram expostas a varias concentragdes
do inseticida para testar a faixa de atividade do mesmo. Depois de determinar a mortalidade
das larvas nas concentragoes testadas, utilizou-se uma faixa mais estreita de concentracgao,
entre os valores de 10% a 95% de mortalidade, em 24 ou 48 horas, para determinar LCsy. A
LCso representa a concentragdo letal, ou seja, a concentracdo de larvicida necessaria para
matar 50% dos individuos da populacao (WHO, 2005).
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O teste foi preparado em um béquer que continha: 20 larvas, no 3° estagio de
desenvolvimento; o latex, com concentracao pré-determinada de 60 a 270 ppm; e preencheu-
se com agua destilada até o volume de 20 mL. Para cada concentracdo preparou-se em
triplicata. Os béqueres foram colocados em uma caixa com tampa por 48 horas.

Realizou-se contagem da mortalidade das larvas em 24 horas e 48 horas de exposicao.

Foram realizados testes de controle positivo e negativo. Os positivos continham as
nanocapsulas de acetato de eugenila diluidas na agua. J& os negativos foram preparados de
duas formas: realizou-se um teste branco (nanocapsulas de referéncia, sem o acetato de
eugenila); e outro sem a adi¢dao das nanocapsulas, tendo apenas agua destilada e as larvas. Nos
testes negativos nao pode haver mortalidade. Se ocorrer a morte de mais do que 10% das
larvas no controle negativo, o teste deveria ser descartado ou repetido. Se ocorrer morte no
controle negativo entre 5% e 20%, os valores devem ser corrigidos de acordo com a formula
de Abbott’s, equagdo (1).

Mortalidade (%) = == x 100 (1)

Onde X corresponde a porcentagem de larvas vivas do controle negativo ¢ Y corresponde
a porcentagem de larvas vivas tratadas com as nanocépsulas.
A analise estatistica foi realizada através do software BioStat Pro v. 5.9.8.
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4. Resultados e Discussoes

4.1. Caracterizacio das nanocapsulas poliméricas

As nanocapsulas de poli(tioéter-éster) foram preparadas via polimerizagdo tiol-eno em
miniemulsdo, utilizando um mondmero (DGU) derivado de fontes renovaveis, sendo ainda
carregadas com acetato de eugenila (A.E.). A Tabela 3 apresenta os tamanhos de particulas
obtidos e a dispersdo do DLS, todas as reagdes de polimerizagdo apresentadas foram
realizadas a 80°C por 4h utilizando 1 mol% do iniciador AIBN em relacdo ao ditiol, variando
entre elas a concentragdo do acetato de eugenila e do surfactante, que foram respectivamente
definidas como um percentual massico relativo a quantidade total de mondémeros (DGU +
Bu(SH),) e em concentragdo molar em relacao ao volume de agua.

Tabela 3 - Tamanho de particula (Dp) e indice de polidispersdo (PDI) para as nanoparticulas

sintetizadas.

Reagio [A.E](%m) [Lut. AT50] (x10°mM) Dp(nm) PDI
01 15 8 141,6 0,13
03 25 12 169,2 0,21
04 5 4 209,7 0,38
05 25 4 302,6 0,45
06 5 12 1389 0,15

Diferentes tamanhos de particulas foram obtidos devido as diferentes concentragoes de

surfactante utilizado em cada reacdo, onde quanto maior a concentracdo do Lut. AT50 menor
o tamanho de particula obtido.
Os valores altos de PDI (> 0,2) sdo atribuidos a uma pequena populagdo de macrogotas que
pode ser associada a possiveis perturbagdes na sonicagcdo durante o preparo da miniemulsao.
Neste caso, deve-se considerar que parte do 1,4-butanoditiol gera espécies tiil durante a
sonicacdao, uma vez formado o radical, a polimerizagdo ¢ iniciada antes do final da etapa de
preparo da miniemulsdo. Devido ao aumento da viscosidade, essa polimerizagdo prematura
pode afetar a eficiéncia de sonicacio (MACHADO, 2015).

A Figura 5 exibe imagens de TEM para as nanoparticulas sintetizadas. A Figura 5A e
5B mostram respectivamente nanoparticula de poli(tioéter-éster) e nanocapsula carregada com
acetato de eugenila e estabilizadas com Lut. AT50. As particulas apresentaram morfologia
esférica. Na Figura 5B ¢ possivel distinguir o acetato de eugenila presente dentro da capsula
(regido mais escura no centro da nanocépsula) e ao em torno tem-se a casca polimérica.
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Figura 5 — Nanoparticulas de poli(tioéter-éster) carregadas com acetato de eugenila.
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A Tabela 4 apresenta os valores obtidos para a eficiéncia de encapsulagdo do acetato
de eugenila para os experimentos com concentragdo intermedidria e com alta concentragdao do
mesmo.

Tabela 4 — Eficiéncia de encapsulag@o para as miniemulsdes 01 e 03.
Reacdo [A.E.](%m) Abs EE 1dia(%) EE 15 dias (%)
01 15 0,677 99,88 99,87
03 25 0,775 99.9 99.9

A partir dos valores apresentados na Tabela 4, percebe-se, que mesmo ao longo do
tempo, as nanocapsulas continuaram estaveis e com eficiéncia alta de encapsulagdo (EE),
acima de 99,8%. Este resultado era esperado, pois a polimerizagdo em miniemulsdo permite a
formacdo de nanoparticulas poliméricas estruturadas, em que o material encapsulado
encontra-se no nucleo, protegido e estabilizado pela camada polimérica. (SAMYN et al.,
2012).

As reagOes foram preparadas com diferentes concentracdes de acetato como pode ser
visto na tabela 5. Comparando-se os latices, pode-se perceber que a massa molar diminuiu
consideravelmente de acordo com o aumento da concentracdo do acetato de eugenila,
principalmente ao serem comparados com o polimero puro (Branco). Essa diminui¢do pode
ser atribuida a presenca do dleo na fase orgénica, pois os 6leos que apresentam em suas
cadeias ligacdes duplas que podem reagir com os radicais livres necessarios para a
polimerizacdo, diminuindo a taxa de rea¢do (GUO; SCHORK, 2008; HUDDA; TSAVALAS;
SCHORK, 2005).

Tabela 5 — Valores da massa molar obtidos para as diferentes concentragdes de acetato de eugenila.

Reacdo [A.E]J(%m) Dp(mnm) PDI Mn(kDa) Mw (kDa) Mw/Mn

01 15 141,6 0,13 2,29 3,11 1,36
02 30 193,2 0,26 1,26 1,89 1,5
03 25 169,2 0,21 2,63 3,88 1,47
04 5 209,7 0,38 3,55 5,84 1,64
06 5 138,9 0,15 3,36 6,01 1,77
Branco 0 129,9 0,12 5,16 9,61 1,86

Essas redugdes também podem ser atribuidas a distribuicdo dos grupos tiil, que
reagem com as duplas ligagdes (DGU e A.E.) para a formagao de polimeros, reduzindo assim
a conversao do DGU. Neste caso, pode-se considerar que o acetato de eugenila ¢ um agente
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terminador de cadeia, pois ele reage com os radicais livres impedindo que a cadeia continue a
se propagar (MACHADO, 2015; MENESES, 2016).

As nanocépsulas poliméricas vém sendo utilizadas principalmente devido a vantagem
de liberar o principio ativo encapsulado por periodo de tempo prolongado. Quanto maior a
massa molar da casca polimérica, maior a resisténcia a difusao do composto encapsulado para
o meio externo, deste modo, quanto maior a massa molar do polimero obtido, mais lenta
torna-se a liberagcdo. Polimeros de massas molares reduzidas sdo preferidos quando a
liberagdo do composto ativo ndo deve ser tdo lenta.

A Figura 6 apresenta o espectro de FT-IR das nanocapsulas de PTEE carregadas com
A.E., onde ¢ possivel identificar os picos caracteristicos das ligagdes presentes na cadeia
polimérica. Na banda 2920 cm™ e 2850 cm™ estdo presentes ligacdes do CH, correspondendo
respectivamente a —CHj ligado a moléculas de oxigénio e a ligagdes —CH; e —CH,- nas
formas alifaticas. Em 1732 cm™ estdo presentes ligagdes —C=0, caracteristicas do mondmero
DGU e do acetato de eugenila. Em 1640 cm™ encontra-se o pico de ligagdes C=C presentes
no polimero com o acetato de eugenila, pode-se perceber que este pico ndo aparece no
esp?ctro do PTEE puro As ligagcdes C-O-C presentes em éteres sdo vistas na banda de 1095
cm’.

Figura 6 — Espectrofotometro de FTIR para o polimero puro e as reagdes com maior € menor
concentracao de A.E, 04 - 5% e 03 - 25%.
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Em 910 cm'l, tem-se um pico caracteristico de ligagdes CH=CH, em compostos
vinilicos. A banda de 720 cm™ representa ligagdes do tipo S-C e sdo caracteristicas da cadeia
polimérica de PTEE, os picos relativos a ligagdo S-C apresentam menor intensidade nas
formulacdes que contém A.E.. Na Figura 7, apresenta-se ampliado o pico em 1600 cm™
presente nas amostras que contém A.E.o qual corresponde ao anel aromdtico presente na
cadeia do acetato de eugenila.
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Figura 7 — Espectrofotdmetro de FTIR: aproximagio nas bandas de 1600 cm'.
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As curvas de aquecimento apresentadas na Figura 8 mostram um ombro a esquerda do
pico de fusdo, o que ¢ caracteristico de polimeros semi-cristalinos, onde ocorre fusdo e
recristalizacdo parcial das cadeias poliméricas. O segundo pico apresenta uma temperatura de
fusdo mais elevada, correspondendo a uma estrutura cristalina mais perfeita (YU et al., 1983;
YASUNIWA et al., 2004). A temperatura de fusdo das amostras poliméricas contendo acetato
de eugenila foi medida através de DSC, e nota-se que nao existe segregacao de fase entre
polimero e 6leo que possa ser observada por calorimetria, muito embora pode ter sido
observada em TEM.A curva referente a amostra 04, com concentragao de 5% de acetato de
eugenila, apresenta T, de 60,10 °C, sendo préoxima a do polimero puro (T, = 62 °C)
(MACHADO, 2015), ja as reagcdes com concentracdo mais elevada do oleo (15-25%)
apresentaram Ty, mais baixas, em torno de 46 °C — 48 °C, este resultado pode ser explicado
devido a parte do 6leo penetrar na matriz polimérica e diminuir sua cristalinidade.
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Figura 8— As curvas apresentam a temperatura de fusdo para trés concentracdes de A.E., 04 - 5%, 01 -
15% e 03 - 25%.
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4.2. Teste Larvicida

Para a realizagdo do teste larvicida escolheu-se a amostra que continha maior
concentracdo do acetato de eugenila, 03, com 0,3220 g (24,71 pug/mL) do composto. As
Tabelas 6 e 7 apresentam a mortalidade observada no teste em triplicata.

Tabela 6 — Mortalidade observada em 24 h de exposigao a formulagdo 03.
Leitura em 24h
[03] (ppm) Mortalidade 1 Mortalidade 2 Mortalidade 3 Mortalidade (%)

60 0 2 1 0
90 1 1 4 5
120 3 1 2 5
150 5 3 5 18
180 17 13 14 72
210 15 15 16 75
240 15 17 16 79

270 19 18 18 91
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Tabela 7 — Mortalidade observada em 48 h de exposi¢do a formulagdo 03.
Leitura em 48h
[03] (ppm) Mortalidade 1 Mortalidade 2 Mortalidade 3 Mortalidade (%)

60 11 11 10 42,86
90 13 13 14 59,18
120 14 14 15 65,31
150 20 18 19 93,88
180 20 20 19 97,96
210 19 20 20 97,96
240 20 20 20 100,00
270 20 20 20 100,00

A porcentagem de mortalidade foi corrigida utilizando-se a formula de Abbott’s, esta
corre¢do foi necessaria pois obteve-se porcentagem de morte no controle negativo entre 5% e
20%.

Ap6s tempos de exposicdo as nanocapsulas carregadas com acetato de eugenila por 24
e 48 horas, fez-se a leitura de mortalidade das larvas e os valores obtidos foram analisados
através de uma andlise PROBIT no software BioStat. Esta anélise fornece uma resposta do
tipo “sim ou ndo”, que relaciona a taxa de mortalidade em fun¢do da concentragdo do
composto ativo, neste caso, tem-se como resposta a LCsy e o desvio padrao.

A LCs representa a concentragdo letal, ou seja, a concentracdo de composto ativo
necessaria para matar 50% dos individuos da populagao (WHO, 2005). A LCspobtida em 24 h
foi de 164,7 ppm com um desvio padrao percentual de 13,62% e a LCs, obtida em 48 h foi de
65,3 ppm com um desvio padrdo percentual de 8,31%. A partir destes valore foi possivel
observar que o valor da LCsy em 48 h de exposi¢cao foi menor do que o obtido em 24 h de
exposi¢ao, isto estd associado a liberagdo do acetato de eugenila presente no interior das
nanocapsulas, significando que de 24 h para 48 h a nanocépsula passou a liberar mais o
principio ativo, consequentemente aumentando a mortalidade. Sabe-se que quanto menor o
valor da LCsp, mais eficiente ¢ o larvicida, neste caso podemos considerar que as
nanocapsulas de A.E. sdo eficientes como larvicida.

Para valida¢do do teste e da acdo larvicida do composto ativo deve-se observar os
valores do desvio padrdo, que devem ser menores que 25%(WHO, 2005). Os valores obtidos
no teste estdo de acordo com o valor estabelecido pela Organizacdo Mundial de Saude
(WHO) em 24 e em 48 h de exposicao das larvas frente as nanocépsulas carregadas com
acetato de eugenila. A partir destes resultados obtidos, pode-se afirmar que a as nanocéapsulas
de PTEE carregadas com acetato de eugenila possuem atividade larvicida..
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5. Consideracoes Finais

5.1. Conclusao

Neste trabalho, foi relatada a sintese de nanoparticulas poliméricas de PTEE e a
encapsulagdo in situ do acetato de eugenila. O monomero DGU renovavel foi copolimerizado
com 1,4-butanoditiol (Bu(SH),) através da polimeriza¢do tiol-eno em miniemulsdo para
produzir nanocapsulas de poli(tioéter-éster) contento o éster acetato de etila. Foram avaliados
principalmente a variacdo da concentracao do A.E. e do surfactante.

A encapsulagdo do acetato de eugenila via polimerizagdo tiol-eno em miniemulsao
apresentou eficiéncia de até¢ 99,8%. O polimero obtido a partir da polimerizagdio em
miniemulsdo para encapsulagdo do éster in situ resultou em um massa molar mais baixa
quando comparado as nanoparticulas de polimero puro, esta diminui¢do na massa molar esta
associada principalmente ao 6leo encapsulado, que captura os radicais livres devido sua acgao
antioxidante, além disso, devido a presenga da dupla ligagdo vinilica, o A.E. age como um
agente terminador de cadeia. As andlises de microscopia mostraram que as nanocapsulas sao
de morfologia esférica. Com o DLS foi possivel perceber que, de acordo com a concentragao
de surfactante, podem ser obtidas particulas de tamanhos de 140 até¢ 300 nm.

A partir do DSC concluiu-se que as nanocapsulas sintetizadas eram semi-cristalinas, com
Tm em torno de 48 °C, temperatura essa dependente da concentragdo de A.E. utilizada.

As nanocapsulas de acetato de eugenila foram bem sucedidas para o teste larvicida,
evidenciando mortalidade alta em 48 h de exposi¢do das larvas frente ao composto. Obteve-se
LCso de 65,3 ppm, com desvio padriao de 8,31%. Valores baixos da LCsy implicam no quanto
as nanocapsulas sao eficientes frente a mortalidade das larvas, quanto menor esse valor, maior
¢ a taxa de mortalidade do composto larvicida. Deste modo, pode-se afirmar que as
nanocapsulas de acetato de eugenila podem ser utilizadas como larvicidas.

A encapsulagao do acetato de eugenila via polimerizagado tiol-eno em miniemulsido ¢ uma
alternativa viavel e mais sustentdvel, visto ser um composto biodegraddvel, para o combate
das larvas do mosquito Aedes spp e a substitui¢ao dos inseticidas comuns.

5.2.  Sugestdes para trabalhos futuros

* Encapsulagdo de outros compostos com agdo larvicida e comparagdo dos resultados
obtidos.

*+ Teste de repeléncia com as nanocapsulas de PTEE carregadas com acetato de
eugenila.

* Impregnagdo do latex obtido em tecidos e avalia¢do da sua agdo repelente.

*+ Impregnagdo do latex em tecidos para teste de oviposigao.
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