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No Brasil, a incidéncia das arboviroses vem crescendo exponencialmente. Neste artigo,
propomos uma alternativa aos repelentes convencionais que consiste na associacao

de bioativos do dleo voldtil da planta Artemisia annua L. (A. annua), obtidos por

tecnologia verde, limpa, inovadora e patenteada, a qual deu origem aos bioativos

para o desenvolvimento de um repelente de insetos como recurso profildtico contra as

arboviroses.
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En Brasil, la incidencia de arbovirus ha crecido exponencialmente. En este articulo,
proponemos una alternativa a los repelentes convencionales mediante la combinacion

de bioactivos del aceite volatil de la planta Artemisia annua L. (A. annua), obtenido
mediante una tecnologia verde, limpia, innovadora y patentada para obtener bioactivos
que permitan el desarrollo de un repelente de insectos como medida profildctica contra

arbovirus.

In Brazil, the incidence of arboviruses has been growing exponentially. In this article,
we propose an alternative to conventional repellents by combining bioactives from the

volatile oil of the Artemisia annua L. (A. annua) plant, obtained through a green, clean,
innovative, and patented technology to obtain bioactives for the development of an
insect repellent as a prophylactic measure against arboviruses

s arboviroses humanas zika, chikun-

gunya, dengue e febre amarela estao

entre os principais problemas de sat-
de publica que ocorrem no mundo.?> No
Brasil, a incidéncia dessas arvoviroses
vem crescendo exponencialmente. Entre
elas, destaca-se a dengue, causada por um
flavivirus com quatro diferentes sorotipos,
podendo causar a morte.

O ano de 2025 é o nono, em uma dé-
cada e meia, ¢ o quarto seguido, em que o
total de casos provaveis de dengue no pais
supera a marca de um milhdo.' No Brasil,
dados do Ministério da Saude, obtidos
a partir do ano 2000, sugerem que essa
doencga tem um comportamento ciclico:
um ano com numeros elevados de casos
costuma ser seguido de outros anos em
que a frequéncia da doenga cai de modo
acentuado, provavelmente porque uma
grande propor¢ao da populagédo se torna
imune ao sorotipo do virus em circulagdo,
em determinado momento. Nos ultimos
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tempos, porém, parece que nao tem sido
assim. Uma possivel explicacdo para isso
€ que quatro sorotipos do virus da dengue
circulam, simultaneamente, em diferen-
tes regides do Brasil. Sdo eles: DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Como
o virus de cada sorotipo dessa doenga
apresenta variagdes genéticas e estruturais
importantes em relacao aos outros soroti-
pos, arespostaimunoldgica gerada contra
um deles ndo impede que a infecgdo seja
causada pelos demais.'

As arboviroses sdo transmitidas por
mosquitos do género Aedes, sendo o Aedes
aegypti(A. aegypti) seu principal vetor. O
controle do vetor da dengue por meio de
inseticidas sintéticos é a principal medida
de controle que tem sido empregada atu-
almente. Porém, apesar de eficazes, esses
compostos apresentam sérios problemas
relacionados a sua utilizagdo, como danos
ambientais, causar toxicidade em seres
humanos e risco de larvas e adultos do 4.
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aegyptidesenvolveremresisténcia a esses
inseticidas. Tendo isso em vista, a busca
por compostos e/ou misturas repelentes
naturais tem crescido exponencialmente
nos ultimos anos, com o intuito de sanar
esses problemas. Um potencial composto
com interessantes aplicagdes terapéuticas
é 0 0leo volatil (OV) de 4. annua. Esse
o6leo consiste em um extrato obtido por
extracdo supercritica e nanoencapsulado
que pode serincorporado em formulagdes
cosméticas com agdo repelente, as quais
foram testadas de acordo com a norma-
tizagdo preconizada pela Resolugdo da
Diretoria Colegiada (RDC)n°. 19/13.2

A espécie A. annua é nativa da Asia,
epecialmente da China, sendo também
conhecida como ginghao. Ela se adaptou
amuitos paises ao redor do mundo, como
Argentina, Bulgaria, Fran¢a, Hungria,
Italia, Roménia, Espanha, Estados Unidos
e Brasil, na década de 1970. Essa planta
pertence a familia Asteraceae. Os extratos
das espécies dessa familia tém grande
importancia terapéutica e econdomica.
Seus extratos produzem metabolitos se-
cundarios, com propriedades terapéuticas
importantes, entre elas, aacdo inseticida.*
O oleo essencial apresenta sabor amargo,
aroma doce e refrescante, e odor tipico
de graminea com nuances de canfora.
Apesar de seu interesse comercial ainda
ser limitado, esse 6leo é utilizado como
fragrancia em produtos de perfumaria e
cosméticos, ndo provocando irritagdes
na pele.’ O dleo apresenta atividade pro-
missora no tratamento da malaria, pois
tem lactonas sesquiterpénicas. Entre os
compostos constituintes, a artemisinina
(quinghaosu) (1,2% m/m) apresenta efi-
ciénciano tratamento de casos de malaria
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causados pelo Plasmodium falciparum. A espécie é atinica fonte
economicamente viavel da molécula artemisinina. No Brasil,
o cultivo da 4. annua foi adaptado as condi¢des climaticas da
regido Sudeste, pelo Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Qui-
micas, Biologicas e Agricolas (CPQBA-Unicamp). No processo
de produgéo desse importante antimalarico sdo gerados residuos
de suaextragdo que tém significativas atividades farmacologicas,
como as propriedades anti-inflamatdria, cicatrizante, antifingi-
ca, antipirética, antiparasitdria, anticancerigena, antioxidante e
inseticida, porém as atividades repelentes da 4. annua aplica-
das a produtos cosméticos e farmacéuticos compreendem em
inovacdo.®

O uso de extragdo com fluido supercritico (SFE) € essencial
para o desenvolvimento de tecnologias sustentaveis que nao
agridam o meio ambiente. Essa forma de extragdo é considerada
uma técnica de separagao avangada, ndo apenas porque atende as
condi¢des na extragdo de 6leos de produtos naturais, mas também
porque contorna os problemas relacionados aos métodos tradi-
cionais, 0s quais sdo menos eficientes quando usados na extragéo
de bioativos apolares e mais poluentes. A hidrodestilagao requer
altas temperaturas de operagao (com seu custo energético ineren-
te) que podem danificar os produtos naturais presentes na matriz.
Aextracao usando solvente organico esta relacionada a producao
de residuos toxicos, como emissdes de compostos organicos
volateis, além de nesse processo ocorrer separagao dispendiosa
e incompleta entre solvente e soluto. Por meio do uso do CO,
supercritico, um solvente inerte, atoxico, barato e reciclavel, as
desvantagens relacionadas as técnicas convencionais podem ser
facilmente superadas.”®

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas do OV

Agua Insolavel
Etanol Soluvel
Metanol Parcialmente soIL'J_vo_eI
(na forma de precipitado)
Solubilidade | Hexano Soluvel
Acetato de etila | Soluvel

Parcialmente soluvel

Acetona (forma precipitado)
Parcialmente soluvel
DMSO (na forma de precipitado)
Ponto de fuséo (°C) 75°C
Densidade 0,95-1,10 g/ml
pH 5,02

Trés ingredientes ativos sintéticos com agao repelente de
insetos sdo largamente utilizados no mercado brasileiro: DEET,
IR3535 ou BAPE e icaridina. Na América Latina, o uso desses
ingredientes baseia-se nas diretrizes da Agéncia de Protecao
Ambiental dos Estados Unidos (EPA) e da Organizagdo Mundial
da Satide (OMS). No Brasil, essas diretrizes sdo regulamentadas
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa).’ Esse
orgao considera produtos cutaneos de agao repelente de insetos
como cosméticos de grau 2. Isso significa que esses produtos
estdo sujeitos a registro € que precisam apresentar um conjunto
de estudos que estejam conforme a RDC n°. 19/13.3
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Tabela 2. Dados de analise microbiolégica do OV

Analise

Parametros Tipo | (VMP)*

Parametros Tipo Il (VMP)*

Resultado

Contagem total de bactérias, bolores e leveduras

500 UFC/g ouml

500 UFC/g ouml

<10 UFC/gouml

Coliformes totais (bactérias gram-negativas bile-tolerantes)

Auséncia/g ou ml

Auséncia/g ouml

Auséncia/g ou ml

Coliformes fecais (Escherichia coli)

Auséncia/g ou ml

Auséncia/g ouml

Auséncia/g ou ml

Pseudomonas aeruginosa

Auséncia/g ouml

Auséncia/g ou ml

Auséncia/g ouml

Staphylococcus aureus

Auséncia/g ou ml

Auséncia/g ou ml

Auséncia/g ou ml

Clostridios sulfito- redutores

Auséncia/g ouml

Auséncia/g ou ml

Nao realizado

*VMP = valor maximo permitido

Tabela 3. Alguns bioativos com propriedades repelentes encontrados no OV

Nome Férmula molecular Estrutura quimica Propriedades
CH,
Repelente natural de insetos, particularmente
eficaz contra mosquitos e outros insetos
. C10H180 que picam, devido ao seu forte aromae a
Eucaliptol ; . . =
(monoterpeno) sua capacidade de interferir na percepgao
sensorial.
Anti-inflamatério e antioxidante.
C CH,
C10H160 Anti-inflamatério, bactericida, analgésico
Canfora (monoterpeno) e repelente de insetos, especialmente
mosquitos.
O
NS
C15H24 Feroménio natural de insetos e repelente de
beta-farneseno . .
(sesquiterpeno) = insetos.
CH,
- C15H24 H.,C Repelente de insetos, particularmente
beta-cariofileno . . L - s
(sesquiterpeno) mosquitos, anti-inflamatério e antioxidante.
CH,
H,C
0
C10H160 Usado como aromatizante, fragrancia e
Pulegona .
(monoterpeno) repelente natural de insetos.
.,,//

Com o intuito de desenvolver, para o mercado, uma
formulacdo com propriedades repelentes, que fosse uma
alternativa aos repelentes tradicionais e estivesse de acordo
com as exigéncias da Anvisa para produtos cosméticos de
grau 2, as autoras deste artigo associaram a icaridina com o
OV de 4. annua.
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A vantagem dessa formulacao € o uso da técnica de nanoen-
capsulamento de icaridina e OV, que leva ao sinergismo entre
eles e a diminuigao, pela metade, da concentragdo de icaridina
encontrada em repelentes usuais. Isso aumenta a seguranca
dessa formulacdo. Ressalte-se que aicaridina pode serusada em
criangas acima de 6 meses de idade e em gestantes e lactantes. '
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Materiais e Métodos

Aosensaios de formulagdo a nanotecnologia foi incorporada
para otimizar a aplicagdo do OV a uma base de logio nanoes-
truturada ultrafluida, com o intuito de manter os bioativos com
acdo repelente na epiderme, e o OV foi associado a icaridina,
também nanoencapsulada. Essa formulacao foi submetida aos
testes exigidos pelas RDCs n®. 19/13% e n®. 07/15.!

Aextragdo da fracdo com propriedades repelentes, chamada
de extrato OV, foi feita utilizando tecnologia patenteada de
extracdo por fluido supercritico (SFE), que utiliza pressdo, tem-
peratura e CO, como agentes extratores, tornando a tecnologia
mais limpa que a extragdo convencional que utiliza solventes.®

Aanalise do OV foi feita por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas — GC-MS — (modelo GC78204),
usando detector de massas (modelo MSD 5977D), da Agilent. A
identificacdo dos compostos de interesse obtidos foi feita usan-
do a biblioteca de espectros de massas NIST8 como referéncia
do tipo de esqueleto carbonico dos componentes presentes nas
fragdes, assim como um software foi utilizado para identificar
08 compostos presentes nessas fragdes. Compostos com baixo
“match” foram desconsiderados (abaixo de 70%). Todos os re-
agentes utilizados para o preparo de amostras para a analise em
GCMS tinham grau HPLC.

Os padroes utilizados para identificar os compostos majori-
tarios escolhidos, assim como os compostos de interesse, foram
os com grau de pureza acima de 99%, da Sigma-Aldrich.

As andlises fisico-quimicas, citotoxicologicas e microbiold-
gicas foram realizadas por laboratérios credenciados.

Resultados e Discussao

Resultados de analises fisico-quimicas

- Caracteristicas da matéria-prima: extrato lipofilico visco-
so obtido das folhas de 4. annua por processos tecnolégicos
sustentaveis e patenteados. Fragdo rica em artemisinina e
derivados (sesquiterpenos) com composicdo definida por
GCMS.

Fragao de coloragao amarelo-esverdeada, uniforme, viscosa,
de odor caracteristico, de pH levemente acido (~ 5,02), insoluvel
em dgua e solivel em alcool etilico e acetato de etila. Sensivel a
exposi¢ao da luz.

- Toxicidade aguda: ndo sdo esperados efeitos decorrentes
da exposi¢ao aguda do usuario ao produto.

- Toxicidade cronica: ndo sdo esperados efeitos cronicos
causados pela exposi¢do repetida e prolongada do usuario ao
produto.

- Indicadores biologicos: 1C50 — 87,7 ng/ml e LD50 —
558,2 pg/ml.

- Ecotoxicidade: nao ¢ esperado que o produto apresente
perigo a vida aquatica.

- Persisténcia e degradabilidade: sdo esperadas baixa per-
sisténcia e rapida degradagao.

- Potencial bioacumulativo: nao é esperado potencial bioa-
cumulativo do produto em organismos aquaticos.

- Mobilidade no solo: nao determinada.

A Tabela | apresenta um resumo das caracteristicas fisico-
-quimicas do OV e aTabela2 apresenta os resultados das analises
microbioldgicas do extrato de OV.
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Tabela 4. Resultados dos testes de eficacia e
seguranga

Testes Repelente
RIPT (sinais clinicos cutaneos) Negativo
RIPT (irritabilidade cutanea primaria) Negativo
RIPT (irritabilidade acumulada cuténea) Negativo
RIPT (sensibilizagédo cutanea) Negativo
Fotoalergia Negativo
Fototoxicidade Negativo
Repeléncia ao Culex quinquefasciatus >6 horas
Repeléncia ao Aedes aegypti > 6 horas

Analise Cromatografica

O OV obtido por SFE foi devidamente diluido em etanol e
analisado por GCMS (cromatégrafo a gas GC 78204 ¢ MS mo-
delo MSD/5977B, ambos da Agilent Technologies). A amostra
(1ul) foi introduzida no equipamento, sendo que a separagdo
cromatografica foi feita utilizando: uma coluna HP-5MS (com
30 m x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de espessura
de filme); temperatura do injetor a 260°C; modo de injecéo
split (1:20); aquecimento do forno a 50°C, por 3 minutos; 3°C/
min até 180°C; 5°C/min até 260°C e 10°C/min até 280°C, com
fluxo constante de 1 ml/min, géas hélio de arraste; temperatura
da linha de transferéncia a 280°C; temperatura do MS a 280°C;
temperatura do quadrupolo a 150°C; energia de ionizagéo de 70
eV, corte de solvente em 5 minutos; e modo de aquisi¢do scan
de35Daa550 Da.

Abiblioteca de espectros de massas NIST'? foi tomada como
referéncia do tipo de esqueleto carbdnico dos componentes
presentes nas fragdes e o software Unknown foi utilizado para
identificar os compostos presentes nessas fragdes. Compostos
com baixa similaridade entre si foram desconsiderados (abaixo
de 70%). A Tabela 1 mostra alguns compostos com propriedades
repelentes que foram encontrados na anélise cromatografica.

E importante lembrar que o uso de GCMS fornece resultados
de moléculas predominantemente apolares. Nela, encontramos
classes de compostos, como ade terpenos (mono, di, tri e sesqui-
terpenos), assim como alguns alcoois de baixo peso molecular,
entre outros.

A Tabela 3 apresenta alguns b ioativos com propriedades
repelentes encontrados no OV.

Os estudos de eficacia e seguranga do OV s@o mostrados na
Tabela 4.

Ostestes de eficacia de repelentes incorporados em produtos
cosméticos avaliam a capacidade do(s) ativo(s) em repelir a in-
cidéncia de picadas dos mosquitos dos géneros Aedes, Culex ¢
Anopheles, em amostras aplicadas sobre a pele humana.

Osresultados obtidos para o OV mostraram que este, quando
¢ nanoencapsulado e esta em associagdo com a nanoicaridina,
¢ eficiente para repelir insetos, se estiver em uma concentragdo
50% menor que a encontrada no mercado; seu tempo de repe-
Iéncia de insetos fica acima de 6 horas. Com esses resultados,
pode-se considerar que o produto resultante deste estudo ¢ muito
seguro para uso ¢ que os claims “hipoalergénico” ¢ “dermatolo-
gicamente testado” para o produto podem ser sustentados.
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Conclusao

A nova formulag@o proposta aqui apresentou resultados
inovadores para o mercado de repelentes, devido aos estudos
realizados envolvendo a interacdo do OV com bioativos obtidos
de forma sustentavel da A. annua e de metade da concentragdo de
icaridina habitualmente utilizada nas formulag¢Ges convencionais
pararepelentes. Para garantir ainda mais a seguranca e a estabi-
lidade dos ativos, ambos foram nanoencapsulados, agregando
ainda mais valor ao produto. Além disso, a base ultrafluida na-
noestruturada confere 6timo sensorial e hidratacdo a pele.

Esses resultados impactam positivamente pessoas alérgicas
arepelentes tradicionais, criangas ¢ gestantes, sendo uma alter-
nativa inovadora a esses produtos e que contribui para a saude,
combatendo as arboviroses.
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