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Where there is desire there is gonna be a flame

Where there is a flame someone’s bound to get burned
But just because it burns doesn't mean you're gonna die
You gotta get up and try, and try, and try

You gotta get up and try, and try, and try

You gotta get up and try, and try, and try

-Pink
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RESUMO

A busca por novos compostos para a eliminacéo das larvas do mosquito Aedes aegypti € uma estratégia utilizada
por varios pesquisadores. O Brasil, por exemplo, vem enfrentando grandes problemas devido aos altos nimeros
de casos de arboviroses transmitidas pelo mosquito. Com o objetivo de diminuir a velocidade de selecdo de
populages resistentes aos inseticidas quimicos, a inativacdo fotodindmica (IFD) em larvas de Ae. aegypti é uma
relevante e promissora técnica alternativa ao combate da proliferacdo do mosquito. A curcumina (CUR), um
pigmento extraido das raizes da Curcuma longa, foi descoberta como um potencial fotolarvicida. Apesar dos
avancos nessa area, a CUR ainda apresenta algumas limitagdes, como sua baixa estabilidade, biodisponibilidade e
solubilidade em 4gua. Com isso, 0 objetivo deste estudo foi desenvolver formulagdes a base de CUR e D-manitol
via co-cristalizacéo, com a finalidade de obter uma melhora na sua solubilidade e consequentemente viabilizar sua
aplicagdo em criadouros do Ae. aegypti. Foram preparadas 4 formulagdes : (1)85:15, (2)75:25, (3)50:50 e (4)25:75
propor¢des de D-manitol:curumina. A caracterizacdo das formulacdes foi realizada com as seguintes técnicas:
espectroscopia de absorcdo (UV-vis), espectroscopia infravermelho (FTIR), espectroscopia de fluorescéncia,
microscopia confocal, ensaios de solubilidade em pH 2, 7 e 11, 0 ensaio de degradacéo (da formulagdo mais eficaz)
em lampadas fluorescentes (0,5 mW/cm?) 24 h. Para ensaios de eficacia, as formulagdes foram utilizadas nas
concentragdes entre 0,00625; 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 mg.L™* com lampadas brancas fluorescentes de
18 W, irradiancia de 0,5 mW/cm? e apés 24 h a mortalidade das larvas foram registrados. Os tempos de
internalizagdo e de eliminacéo das formulagdes no sistema digestorio das larvas de Ae. aegypti foram determinadas
por microscopia Optica. Foram realizados testes de toxidade aguda e de aplicagdo em campo simulado (da
formulagcdo mais eficaz). A analise da atividade microbiana em &guas de criadouros artificiais e do campo
simulado. Aformulacdo 1 foi a que apresentou a melhor solubilidade, seguida por 2, 3 e 4, porém, em relagdo a
eficacia fotolarvicida, a formulagdo 3 apresentou o melhor desempenho, com um valor de CLso de 0,01 mg.L?,
além disso, apresentou o menor tempo de internalizagdo e o maior tempo de eliminagdo, 30 minutos e 8 dias
respectivamente. Com seus melhores resultados, a formulacdo 3 foi eleita como a mais eficaz, além de apresentar
uma seguranca ambiental, devido ndo apresentar mortalidade nos testes de ecotoxicidade aguda e manter sua

persisténcia no campo por 14 dias com luz e 6 dias na sombra.

Palavras-chave: Aedes aegypti, inativacao fotodindmica, curcumina, métodos de controle.
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ABSTRACT

The search for new compounds to eliminate Aedes aegypti mosquito larvae is a strategy used by several researchers.
Brazil, for example, has been facing major problems due to the high number of cases of arboviruses transmitted by
the mosquito. In order to reduce the speed of selection of populations resistant to chemical insecticides,
photodynamic inactivation (IFD) in Ae. aegypti has been used as an alternative. Curcumin (CUR), a pigment
extracted from the roots of Curcuma longa has been discovered as a potential photolarvicide. Despite advances in
this area, CUR still has some limitations, such as its low stability, bioavailability and water solubility. Thus, the
objective of this study was to develop formulations based on CUR and D-mannitol via co-crystallization, in order
to obtain an improvement in their solubility and, consequently, enable their application in Ae. aegypti. The
characterization of the formulations carried out: absorption spectroscopy (UV-vis), infrared spectroscopy (FTIR),
fluorescence spectroscopy, confocal microscopy, solubility tests at pH 2, 7 and 11, the degradation test (of the most
effective formulation) in fluorescent lamps (0.5 mW/cm?) 24h. For efficacy trials, the formulations were used at
concentrations between 0.00625; 0.0125; 0.025; 0.05; 0.1; 0.2; 0.4; 0.8 mg.L™ with 18W white fluorescent lamps,
0.5 mW/cm? irradiance and after 24h larvae mortality were recorded. The determination of the internalization and
elimination time of the formulations in the digestive system of Ae. aegypti through optical microscope images.
Acute toxicity tests and simulated field application (of the most effective formulation) were carried out. And the
analysis of microbiota activity in artificial breeding waters and in the simulated field where the formulations were
placed by counting the log of colony forming units. Among the formulations, formulation 1 had the best solubility,
followed by 2, 3 and 4, however, in relation to photolarvicidal efficacy, formulation 3 had the best performance,
with a LC50 value of 0. 01 mg.L?, in addition, had the shortest internalization time and the longest elimination
time, 30 minutes and 8 days, respectively. With its best results, formulation 3 was chosen as the most effective, in
addition to presenting an environmental safety, as it does not present mortality in acute ecotoxicity tests and

maintains its persistence in the field for 14 days in light and 6 days in the shade.

Keywords: Aedes aegypti, photodynamic inactivation, curcumin, control methods.
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Capitulo 1 — Introducéo

Os culicideos, de modo geral, sdo insetos conhecidos popularmente como mosquitos,
murigocas ou pernilongos. Pertencentes a Familia Culicidae, eles atraem com frequéncia a
atencdo da Saude Publica por serem importantes vetores de patdgenos (HENCHAL, 1990).
Até o momento, foram identificadas mais de 9.579 espécies, sendo o género Aedes 0 mais
conhecido e a espécie de maior importancia, Aedes aegypti responsavel pela transmissao de
arboviroses como a dengue, Zika, chikungunya e febre amarela (TISSOT, 2008).

Arbovirus € um termo usado para designar virus cuja sua replicacdo ocorre em insetos
e mais precisamente em artrépodes. Esses virus sdo transmitidos para os seres humanos
através da picada do mosquito (HENCHAL, 1990; FORATINNI, 2002). Dessa forma, a
proliferacdo dessas doencas esta diretamente relacionada a infestacdo dos insetos vetores.
Para minimizar a incidéncia dessas arboviroses é essencial que algumas abordagens de
controle populacional de insetos sejam adotadas. Conscientizacdo e engajamento da
populacdo (BRAGA, 2007a), a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) sugere 0 uso de
inseticidas. Os métodos mais utilizados para a eliminacdo dos criadouros de Aedes aegypti
é a aplicacdo de inseticidas quimicos. No entanto, esses produtos podem desencadear uma
série de problemas ambientais (BRAGA, 2007b).

Atualmente, novas estratégias para o controle do Ae. aegypti estdo sendo estudadas,
como a introdugdo de mosquitos transgénicos (estéreis) e o uso de armadilhas para
“mosquitos da dengue”. O primeiro método corresponde a liberagdo de mosquitos estéreis
no ambiente. Esses mosquitos Ae. aegypti que receberam doses de radiacdo para ficarem
inférteis, e apos a copula, as fémeas realizam a postura de ovos inviaveis (DE OLIVEIRA,
2020). J& no segundo metodo, sdo instaladas armadilhas e, com o auxilio da populagéo local,
sdo distribuidas e posicionadas em locais estratégicos para que 0s mosquitos depositem seus
ovos (DO NASCIMENTO XAVIER, 2017).

Outro método é o controle bioldgico, realizado através de organismos como peixes
larvoforos  (predadores de larvas) (ANDRADE, 2004), e 0s microrganismos
entomopatogénicos, como fungos, bactérias e parasitas. O exemplo mais comum de
microrganismo entomopatogénico € o Bacillus thuringiensis israelensis (Bti), uma bactéria

responsavel pela producéo e liberacdo de proteases toxicas (POLANCZYK, 2003). Ambos



15

sdo aplicaveis contra a proliferacdo de larvas de mosquitos, todavia, apresentam algumas
especificidades que podem torna-los inviaveis. Para 0s peixes € necessario um periodo de
aclimatacdao no ambiente (ANDRADE, 2004) e o Bti, em larga escala, tem um custo elevado
e a exposicdo das particulas de toxinas diretamente na luz solar pode inativa-las, diminuindo
sua eficiéncia (POLANCZYK, 2003).

Alguns mosquitos e artropodes possuem em sua microbiota uma bactéria
denominada Wolbachia. Em mosquitos Ae. aegypti, esses microrganismos ndo Ssao
encontradas. (SKELTON, 2016). Como método de controle, a Wolbachia deve ocorrer de
duas formas: (i) fémeas infectadas, que ao copular com machos infectados ou ndo, passarao
essas bactérias para prole, tornando-a infectada; (ii) machos infectados, que ao copular com
fémeas ndo infectadas, ndo geram prole, ocorrendo uma incompatibilidade entre os gametas,
o que leva & morte do embrido (ARAUJO, 2015). A limitacdo desse estudo se deve a
localizacdo dos mosquitos infectados e a quantidade dos mesmos, pois apenas teremos essas
duas condic¢des quando um dos mosquitos apresentarem a bactéria.

Em vista disso, novas tecnologias de controle ao Ae. aegypti tém sido estudadas como
possiveis alternativas. Até o0 momento, o uso de fotossensibilizadores (FSs) para o controle
de espécies de mosquitos vem se tornando promissor e abre perspectivas para 0
desenvolvimento de moléculas altamente eficazes, de baixo custo e de impacto ambiental
reduzido.

A interacdo de FSs com a luz visivel, produz espécies de oxigénio altamente reativas.
Essas espécies se acumulam no interior do organismo alvo, causando reacdes oxidativas e
danos irreversiveis capazes de ocasionar a morte celular. Esse processo é denominado
inativacédo fotodinamica (IFD) (DONDJI, 2005; HUANG, 2009).

Os FSs atuam através da inativacdo fotodinamica (IFD), cuja molécula fotossensivel
é capaz de interagir com a luz visivel, originando espécies de oxigénio altamente reativas. O
mecanismo de acao dessas moléculas € caracterizado pela producdo de radicais livres e/ou
oxidantes que se acumulam no interior de um organismo alvo, levando a reagdes
fotoquimicas apos ativacdo por luz. A partir destas reagdes irdo acontecer trocas de energia
entre moléculas de oxigénio, podendo gerar novas formas tdxicas capazes de ocasionar a

morte celular.
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A curcumina (CUR) é um fotossensibilizador (FS) natural originario dos rizomas da
herbacea Curcuma longa. Esse pigmento amarelado pertence aos diferoluilmetanos, cujas
propriedades sdo: anticarcinogénicas, antioxidantes, anti-inflamatérias, antimicrobianas
(MENON e SUDHEER, 2007). Estudos mais recentes mostraram que a CUR € uma
alternativa promissora para o controle de larvas do Ae. aegypti. De Souza et al. (2019),
avaliaram a atividade da CUR como um fotolarvicida em larvas de Ae. aegypti expostas a
luz solar, resultando em altas taxas de mortalidade. De Souza et al. (2020) também avaliaram
a atividade fotolarcida e ovicida da CUR associada a sacarose e ao D-manitol. Esses acucares
foram utilizados como um atrativo para as larvas, promovendo melhor palatabilidade da
formulac&o, além de melhorar sua solubilidade em agua.

Dreyer (2009) comparou trés FSs, azul de metileno, clorina a e rosa bengala em seus
estudos no controle de Ae. aegypti e constatou que o rosa bengala é o mais eficiente entre
eles e que a concentracdo de 0,01 mg.L? é a mais efetiva. Lima et al. (2016) avaliaram a
mortalidade de larvas de Ae. aegypti frente a atividade dos corantes: extrato de clorofila, azul
de metileno e eosina azul de metileno. O estudo mostrou que a eosina azul de metileno foi o
corante que melhor demostrou potencial fotodinamico frente as larvas.

Sabe-se do grande potencial que a CUR apresenta como fotolarvicida, no entanto, a
associacdo com D-manitol pode ser um atrativo para 0s microrganismos presente na agua
dos criadouros, podendo gerar um desequilibrio na microbiota local. Aliado a isso, e como
a molécula de CUR apresenta baixa solubilidade em agua, surgiu a motivacéo deste estudo:
viabilizar uma formulacdo de CUR, caracterizando-a com diferentes propor¢des de D-
manitol, que apresente melhor biodisponibilidade e solubilidade em meio aquoso, com 0
objetivo de manter a eficicia contra as larvas de Ae. aegypti e minimizar 0s impactos

ambientais.

1.1 Biologia do Aedes aegypti

O mosquito Ae. aegypti apresenta metamorfose completa, ou seja, Seu
desenvolvimento passa pelas fases de ovo, larva, pupa para depois emergir em mosquito. As
larvas surgem ap0s a eclosdo dos ovos. Em seguida, ocorre um crescimento gradual

representado por quatro estagios nos quais ocorrem as trocas do exoesqueleto. Logo apos,
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acontece a fase de empupamento e, por ultimo, a emergéncia do adulto (HICKMAN, 2004).
Todo o ciclo de vida possui a duracdo de 7 a 14 dias (Figura 1.1). Esse tempo ira depender
muitas vezes do clima, incluindo temperatura e umidade e de outros fatores como a
disponibilidade de recursos (alimento) e a densidade populacional de larvas nos criadouros
(CLEMENTS, 1992; FORATTINI 2002; CARVALHO e MOREIRA 2017).

%/ e
S

Figura 1.1 Ciclo bioldgico do mosquito Aedes aegypti. Fonte: Casa da Ciéncia (adaptado).

O mosquito é um inseto cosmopolita, possui habitos diurnos, conseguindo se adaptar
com facilidade em ambientes urbanos. Machos e fémeas possuem a dieta de seiva ou néctar
de plantas, caracterizada por substancias agucaradas. Apos a cpula, as fémeas necessitam
do repasto sanguineo para o processo de desenvolvimento e maturacdo dos ovos (SILVA,
1999; SILVA, 2002).

No instante em que a fémea oviposita, seus ovos apresentam uma coloragédo branca
e, a medida que entram em contato com o oxigénio atmosférico, escurecem (GERIS, 2012).
A distribuicdo dos ovos pela fémea ocorre de forma fragmentada em diversos criadouros e
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a mesma realiza a “oviposi¢do em saltos” (skip-oviposition), para diminuir a disputa entre a
prole e abranger uma maior dispersdo (VALLE et al. 2014).

A postura dos ovos é realizada na superficie préxima da dgua ou em ambientes
passiveis de serem inundados. Geralmente, em regifes peridomiciliares, as fémeas
majoritariamente ovipositam em recipientes artificiais como caixas d’agua, pneus e materiais
descartaveis (BRAGA, 2007a). O nimero de ovos vai depender da quantidade de sangue
que foi ingerido, e uma fémea consegue colocar até 200 ovos em um criadouro
(FORATTINI, 2002).

Apbés a maturacdo dos ovos no ambiente, ocorre um fendmeno denominado
quiescéncia, que é um periodo de dorméncia, no qual os ovos permanecem Viaveis e
garantem resisténcia a fatores ambientais adversos como temperaturas elevadas
(dessecacdo), esperando que o ambiente se alague novamente para possibilitar a eclosao
(CHRISTOPHERS, 1960; KLIEWER, 1961; CONSOLI e OLIVEIRA, 1994).

As larvas sdo predominantemente aquaticas, apresentam quatro estagios de trocas de
exoesqueleto, sendo o terceiro o mais utilizado em experimentos de acdo larvicida (SILVA,
SILVA; LIRA, 1998). As mesmas apresentam aspecto vermiforme com coloracdo variada,
desde o esbranquicado até tons de preto, e ttm o corpo fragmentado em cabeca, torax e
abdémen (HICKMAN, 2004).

As pupas possuem divisdo do corpo diferente, uma fusdo da cabega com tdrax
denominada cefalotérax e abdémen, em formato de virgula. Nessa fase intermediaria, as
pupas ndo se alimentam e sua coloracao se torna mais escura a medida que a emergéncia do
adulto se aproxima (GERIS, 2012).

1.2 Epidemiologia

O mosquito Ae. aegypti € um dos principais vetores do virus da dengue, chikungunya
e Zika, arboviroses que preocupam as autoridades médicas sanitarias do Brasil e de todo o
mundo (COSTA e CALADO, 2016).

A dengue é uma doenca febril aguda (infeccdo viral), e a transmissdo ocorre através
da picada de fémeas do mosquito infectadas com o virus. A doenca é caracterizada por febre

alta, acompanhada de intensas dores de cabeca e nas articulagdes. Outros sintomas também
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observados sdo nauseas, vomitos e erup¢des na pele. Especificamente, a dengue possui cinco
sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 e DENV-5, sendo o Ultimo recém
descoberto durante um surto de dengue na Malasia (IOC/Fiocruz, 2016). A Figura 1.2
representa a situacao espacial dos sorotipos com maior incidéncia nos estados do Brasil em
2020.

Sorotipos DENV
[ Sem dados
[ DENV-1

[0 DENV-2

I DENV-1 e DENV-2

I DENV-1, DENV-2 e DENV-4

500 0 500 km

Figura 1.2 Identificagdo dos sorotipos DENV no territdrio brasileiro. Fonte: Boletim epidemiolégico,
Ministério da Saude.

Chikungunya e Zika sdo doencas que tiveram o0s seus primeiros casos notificados nos
anos de 2014 e 2015, respectivamente. A Chikungunya é causada pelo virus CHIKV,
pertencente ao género Alphavirus, caracterizada por febres e dores articulares. Diferente da
dengue, a Chikungunya pode ter seus sintomas persistindo por anos, tornando-se cronica.
Também é possivel o aparecimento de quadros atipicos caracterizados por serem mais
graves, como problemas neuroldgicos, cardiovasculares, renais, oculares e dermatoldgicos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020). Em 2015, foram registrados no Brasil 38.499 casos de

Chikungunya e em 2016 houve um aumento de 589,7% dos casos, passando de 260 mil
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notificagcfes. A incidéncia da doenca no pais foi de 129,9 casos por 100 mil habitantes sendo
0 Nordeste a regido com maior incidéncia, apresentando 407,7 casos por 100 mil habitantes
((MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

A Zika é causada pelo virus ZIKV e apresenta sintomas parecidos com as outras
arboviroses, dengue e Chikungunya, porém pode ocorrer o desenvolvimento de
complicagdes raras e graves, como encefalites, Sindrome de Guillain-Barré e microcefalia,
esta Ultima relacionada a infeccdo do virus durante a gestagdo (MUSSO e GUBLER, 2016).
Em 2016, foram registrados no Brasil 214.193 casos de Zika representando uma incidéncia
de 104,8 casos por 100 mil habitantes. E diferente dos casos de Chikungunya, a regido
Centro-Oeste teve a maior incidéncia de Zika do pais: 219,2 casos por 100 mil habitantes
(OPAS, 2017b).

O ano de 2016 foi marcado pelo grande nimero de casos de dengue no Brasil e em
todo o mundo. O Brasil registrou mais 1,5 milhdes de casos, e a regido com a maior
incidéncia foi o Centro-Oeste, com 1.313,8 casos por 100 mil habitantes, seguida do Sudeste,
com 999,5 casos por 100 mil habitantes. O pais foi 0 que apresentou maior nimero de casos
das Américas, que na sua totalidade estimou 1,38 milhdes de casos (ANAHP, 2016).

Em 2019, o Brasil enfrentou um grande aumento de casos de dengue em relagédo a
2018. Segundo o Ministério da Saude, cerca de 1,5 milhdo de casos foram registrados. Este
cendrio se tornou preocupante, levando em conta que em 2015 houve um surto com quase
1,7 milhdes de notificagdes. No mesmo ano, no Pacifico Ocidental foram registrados mais
de 375 mil casos suspeitos de dengue, as Filipinas relataram 176.411 casos, a Malésia
100.028 e as llhas Salomé&o com mais de 7.000 casos. No continente africano, Burkina Faso
também registrou um surto localizado com mais de 1.000 casos (SAUDE DO VIAJANTE,
2019).

Também foi identificado um surto de Chikungunya na Africa, 53.238 casos na
Etiopia e 11.434 casos registrados na Republica do Congo. No continente asiatico, o
Ministério da Saude da Malasia notificou 562 casos representando um aumento de 85 casos
desde o relatério do ano anterior (2018). De acordo com o Centro Nacional de Controle de
Doencas (CDRT), 602 casos foram registrados em todo o pais da india, no mesmo ano.

A Figura 1.3 mostra a distribuicdo global dos virus da dengue, Chikungunya e Zika.

Vale ressaltar que, os paises mais afetados estdo situados entre os Tropicos de Capricornio
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e Cancer, representando regides tropicais do globo, onde geralmente ocorre a maior

incidéncia devido a alta temperatura e precipitacfes recorrentes durante todo o ano.

ZIKA VIRUS O CHIKUNGUNYA ® DENGUE

Figura 1.3 Distribuicdo global das arboviroses: Zika, Chikungunya e dengue. Fonte: Portal IOC/Fiocruz.

Em relacdo ao ano anterior (2019), 2020 ndo apresentou aumento nos nimeros de
casos provaveis de chikungunya e Zika mas um decaimento das notificagdes, segundo
Ministério da Saude. Ja a dengue estava apresentando um cenario com numeros de casos
ainda maiores que 2019 no Brasil, com dois picos relevantes nas semanas epidemiologicas
(SE) 7 e 11 (Figura 1.4).
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Figura 1.4 Curva epidémica dos casos de dengue no Brasil nos anos de 2019 e 2020. Fonte: Sinan Online/
Ministério da Satde 2020.

Todavia, na semana 12 esses niUmeros comecaram a ter uma reducao, isto ocorreu
possivelmente pelo enfrentamento da pandemia do coronavirus (covid-19), em que a
quarentena dificultou o atraso das notificacGes e o receio da populagdo em sair de casa,
procurar um atendimento médico. Sendo assim, esses dados ndo sdo conclusivos e podem
sofre alterages (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

1.3 Métodos de controle

O controle de mosquitos transmissores de arbovirus tornou-se um grande desafio, em
regides em desenvolvimento. Dentre outras preocupacdes, a falta de infraestrutura e de
recursos para que a populacdo tenha o necessario para enfrentar a proliferacdo dos vetores é
de suma importancia, como por exemplo, coleta de lixo, saneamento basico, implementacdo
de programas de controle, pois interferem diretamente na eficacia dos métodos de controle
(VALLE, 2015).

No caso do Ae. aegypti, atualmente existem trés metodos de controle envolvendo
detectar, destruir ou destinar adequadamente criadouros naturais ou artificiais. Dentre eles
podemos citar o controle biolégico, mecanico ou ambiental e quimico (COSTA, 2018).

O controle biolégico é baseado na utilizacdo de organismos predadores ou
microrganismos patogénicos qualificados em reduzir a populagdo do vetor. Os peixes
(Gambusia affinis) e os invertebrados aquaticos sdo capazes de se alimentar das formas
imaturas dos mosquitos (larvas e pupas). J& 0s microrganismos patogénicos sdo conhecidos
por produzirem e liberarem toxinas. Um microrganismo ja utilizado em aplicacbes no
controle de vetores é o Bti, um bacilo responsavel pela producéo e liberacdo de toxinas
potencialmente larvicidas (POLANCZYK, 2003; ZARA, 2016).

A estratégia para o controle mecanico ou ambiental envolve a deteccdo dos
criadouros de formas imaturas e destinacdo ou destrui¢do correta dos mesmos. As desovas
sdo retiradas do ambiente e destruidas. As larvas e pupas podem ser drenadas junto os
reservatorios naturais ou artificiais. Por sua vez, os reservatorios sdo eliminados ou,

dependendo da ocasido, descartados ou limpos e devolvidos para seu destino inicial. Por fim,
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a contencédo da forma adulta abrange a reducao do contato do mosquito com a populacéo, ou
seja, utilizagéo de telas em janelas, portas e uso de repelentes e roupas protetoras (ZARA,
2016; COSTA, 2018).

O controle quimico se faz por meio do uso de substancias quimicas nas diferentes
fases do vetor. Nas fases larvarias sdo classificados como larvicidas e na fase de mosquito
(fase adulta) sdo nomeados adulticidas. As principais categorias desses compostos séo:
analogos de horménios juvenis, neurotoxinas e inibidores de sintese de quitina. No entanto,
esses inseticidas podem gerar prejuizos a salde humana, impactos ambientais e selecionar
populacOes de mosquito altamente resistentes. (BRAGA, 2007).

O controle populacional dos vetores por meio de produtos quimicos pode ser
conduzido por dois caminhos. O primeiro é o tratamento focal, cuja aplicacdo ocorre
mediante um larvicida, em situacdes que ha presenca de formas imaturas que ndo consigam
ser mecanicamente eliminadas. Complementar ao primeiro, 0 segundo tratamento
denominado perifocal, leva em consideragéo a aplicacgao de inseticidas, voltados para a fase
adulta, ao redor da regido onde ha informacéao de criadouros (Ministério da Saude, 2009).

Os primeiros produtos a serem utilizados com o intuito de controlar os surtos de
doencas foram os organoclorados, conhecidos na década de 60 como DDTs (dicloro-difenil-
tricloroetano). Esses produtos foram lancados na época sem nenhuma pesquisa prévia e
aplicados como pesticidas universais, pois eram econémicos e faceis de manipular. Com o
passar dos anos, o uso indiscriminado desses produtos foi um dos fatores para o
aparecimento de populacgdes resistentes e alguns estudos apontavam muitas enfermidades
relacionadas ao ser humano quando em contato com essas substancias (OLIVEIRA FILHO,
1997).

Os organofosforados (OFs) foram os compostos que substituiram os DDTs. Desde
meados do século XX, tém sido um dos inseticidas mais utilizados e, aproximadamente,
existem cerca de 40 formulagdes conhecidas. Apesar de apresentarem um amplo espectro de
produtos eficazes e atuarem no controle de endemias, esses compostos geram graves
problemas de satde publica, causando intoxicagdes responsaveis por um grande ndmero de
mortes (CONSOLLI, 1986).

Como alternativa aos OFs, uma nova classe de compostos foi implementada, 0s

piretroides, que sdo os inseticidas mais utilizados hoje contra “pragas agricolas”. Esses
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compostos sdo registrados no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA),

mas requerem cuidados no seu manuseio e, principalmente, no intervalo de aplicacdes, para

ndo selecionar populacdes resistentes e ndo prejudicar o meio ambiente (BRAGA, VALLE,

2007).

A Tabela 1.1 mostra os principais inseticidas utilizados na histéria, segundo a OMS.

Sdo apresentados 0 nome comercial dos produtos, suas principais caracteristicas, tempo de

persisténcia/degradacdo no ambiente e modo de acdo nos organismos alvo.

Tabela 1.1 Inseticidas utilizados no controle do Aedes aegypti e seus respectivos produtos comerciais,
principais caracteristicas, persisténcia/degradagdo no meio e modo de acéo.

Grupo/
Inseticida

Produto
Comercial

Principais
Caracteristicas

Persisténcia/
Degradacéo

Modo de acdo

Organoclorados

DDT
(diclorodifeniltricloroe
tano), BHC
(hexaclorobenzeno)

-Alta persisténcia no ambiente;
-Alta solubilidade em lipidios,
acumulam-se em tecidos gordurosos
de organismos.

-Alta estabilidade
quimica e toxica.

Atuam nos receptores
GABA causando
depressao das
atividades do sistema
nervoso central
(excitagdo, tremores,
convulsdes).

Organofosforados | Fenitrothion, -Custo relativamente baixo; Séo biodegradaveis, Por contato e ingestao.
Malathion, Pririmifés- | -Largo espectro de atividade e de sendo, portanto sua Agem como inibidores
metil, Temefos alto impacto sobre insetos; persisténcia curta no das enzimas

-Ampla gama de produtos agricolas e | solo, 1 a 3 meses. colinesterases,

sanitarios; causando o aumento
dos impulsos nervosos,
levando a morte.

Carbamatos Bendiocarb, -Paralisagdo muscular do inseto; Sao compostos Com agdo de contato e
Propoxur -Os alvos apresentam 3 sintomas: instaveis e muitos ingestdo sdo

excitagéo, convulsdo e paralisia, em | fatores influenciama | igualmente inibidores
seguida a morte. degradagdo: a das enzimas
umidade, temperatura, | colinesterases porém
luz e volatilidade. €OMO mecanismos
diferentes dos
organofosforados.
Piretroides Deltametrina, -S&o atualmente os inseticidas mais | -Intervalo de seguranca| Sao os compostos de

Lambdacialotrina,
Alfacipermetrina,
Bifentrina, Etofenprox

utilizados;

-Apresentam baixa toxicidade em
mamiferos;

-Baixo impacto ambiental;

-S40 necessarias baixas
concentragOes para exercerem sua
acéo;

-Agem nos insetos com rapidez
causando paralisia imediata e
mortalidade, efeito de choque
denominado “Knock down”;
-Devem respeitar um intervalo de
seguranca apos aplicacéo.

de até 37 dias;

-Boa estabilidade sob
luz e temperatura
ambiente.

mais rapida agao na
interferéncia da
transmisséo de
impulsos nervosos.
Podem possuir efeito
repelente, espantando
0s insetos ao invés de
elimina-los.

Fonte: OMS, 2020.
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1.4 Inativagéo fotodinamica

A terapia fotodinamica (TFD) é conhecida na categoria de controle de vetores como
inativacdo fotodindmica (IFD), uma técnica capaz de destruir tecidos seletivos através de
reagbes fotoquimicas. E muito utilizada no tratamento de tumores cutaneos do tipo n&o
melanoma, no tratamento de lesGes tumorais, em terapias antibacteriana e antifingica, na
descontaminacdo de alimentos, agua, em tratamentos odontologicos e dermatoldgicos
(acne), no controle de vetores e pragas agricolas, entre outros (NITZAN, 1994;
DOUGHERTY, 1998 e LUKSIENE, 2004; MAISCH, T, 2007 e CALIN, M. A.; PARASCA,
S. V., 2009).

A ativacdo do processo da IFD, envolve trés componentes principais atoxicos
separados: fotossensibilizador (FS), luz e oxigénio molecular. Essa interagdo gera a
transferéncia de energia para o oxigénio celular levando a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ERQs) capazes de induzir a morte celular (MAISCH, T, 2007).

Durante o processo da IFD, o FS interage com o substrato e, na presenca de luz passa
do estado fundamental para o estado tripleto. O mecanismo de acdo da IFD ocorre por dois
tipos de reacdo: reacdo de tipo | e reacdo de tipo Il. Na reacdo de tipo I, o FS transfere
elétrons diretamente para as moléculas vizinhas, esses ions-radicais reagem com o oxigénio
no estado fundamental, gerando EROs. A producdo excessiva de EROs € o resultado de um
mecanismo denominado estresse oxidativo, uma situacdo de desequilibrio bioquimico e/ou
fisioldgico, onde ha o excesso de radicais livres capazes de levar a morte celular. (BOVERIS,
A etal., 2008 e CALIN, M. A;; PARASCA, S. V., 2009). Na reacéo de tipo I, o FS excitado
transfere energia diretamente para o oxigénio molecular que esta no seu estado fundamental
(tripleto), tornando-o reativo, denominado oxigénio singleto. Esse oxigénio é altamente
oxidativo e citotoxico (CALIN, M. A.; PARASCA, S. V., 2009 e HUANG, L. et al. 2012)

O FS é caracterizado por acumular-se no interior das células, e quando excitados suas
reacdes (tipo | e tipo I1) geram trocas de energia que resultam em lesdes celulares. Este fator
leva a dois padrdes de morte celular, apoptose e necrose. O primeiro remete a um evento
programado fisiologicamente e o segundo é por estimulos externos tais como, a degradacédo
de organelas, quebras de membranas celulares, com consequente ruptura celular (HUANG,
L. etal., 2012 e ALLISON, R. R.; MOGHISSI, K., 2013).
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1.5 Curcumina

A curcumina (CUR) € um pigmento originario do rizoma da Curcuma longa,
popularmente conhecida como acafrdo da terra (Figura 1.5). E pertencente a familia
Zingiberaceae, cujas espécies encontradas sdo utilizadas pela populacdo como alimento,
perfumes e corantes (NOORAFSHAN et al. 2013).

Figura 1.5 Curcuma Longa - Acafrdo-da-terra. Fonte: PorPlanta, 2020.

Ha milhares de anos, a raiz é utilizada no Oriente, na medicina tradicional e na
culinéria devido ao conhecimento sobre suas propriedades e seus mecanismos biolégicos e
sitios de acdo da molécula sdo aspectos que vem sendo pesquisados (GUPTA et al. 2013).

A curcuma apresenta trés principais pigmentos em sua composi¢do: curcumina, bis-
demetoxicurcumina, e demetoxicurcumina, no entanto o primeiro € o mais abundante na

raiz. A Figura 1.6 apresenta a estrutura molecular desses curcuminoides.
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Figura 1.6 Estrutura molecular dos curcuminindides. (a) curcumina, (b) demetoxicurcumina e (c) bis-
demetoxicurcumina. Fonte: MAZZARINO, 2013.
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Quimicamente, a curcumina é denominada 1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-hepta-
1,6-dien-3,5-diona, sua formula € C21H200e, contando em sua estrutura dois anéis fendlicos
(Figura 1.6a) (CHIGNELL, 1994). Estudos mostram que a curcumina absorve luz na regido
azul, variando entre os comprimentos de onda de 400 a 480 nm, dependendo do solvente
utilizado (CHIGNELL, 1994).

A curcumina é usada a partir do seu pigmento amarelo na inddstria alimenticia como
corante, tempero, conservante e também pode ser consumida pelos animais, ja reportado por
muitas pesquisas que investigaram sua toxidade (SHARMA et al. 2004). Nos ultimos anos,
compostos a base plantas, extratos naturais ou derivados tém atraido muito a atencdo da
populacdo cientifica. No caso dos curcumindides, suas propriedades atuam em processos
bioldgicas e farmacéuticas, como antioxidantes, anti-inflamatérias (MENON e SUDHEER,
2007) e antidiabéticas (HEWLINGS e KALMAN, 2017).

Segundo Srivastava et al. (2009) a curcumina atua também na protecdo do sistema
cardiovascular (quimioprotetor) mantendo as fungdes normais do miocérdio, e no sistema
nervoso, auxilia em tratamentos da doenca de Parkison (MYTHRI et al. 2012). No entanto,
a aplicacdo da curcumina é limitada devido a sua baixa solubilidade em agua e
biodisponibilidade (HU, 2015).
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Na IFD, a curcumina foi descoberta como um FS potencial com funcdes
antimicrobianas. Dovigo et al. (2011) investigaram o efeito antifungico associando a
curcumina com diferentes doses de luz em C. albicans alcangando uma reducao de 85% das
colbnias. Segundo Paschoal et al. (2013), seus estudos utilizando curcumina apresentaram

uma reducdo de 70% em culturas planctonicas de Streptococcus mutans.

1.6 Inativagdo Fotodinamica aplicada ao controle de vetores

A aplicacdo de compostos fotossensiveis em insetos foi provavelmente sugerida por
Barbieri em 1928, utilizando em seus estudos derivados de xanteno contra larvas de
mosquitos (BARBIERI, 1928). Na década de 50, Schildmacher continuou seus estudos,
demonstrando a eficiéncia dos corantes em larvas do género Anopheles e Aedes
(SCHILDMACHER, 1950).

Ben Amor e Jori (2000) retomaram os estudos sendo 0s primeiros a utilizarem
porfirinas e clorinas como fotoinseticidas. Desde entdo, o uso de sintéticos de porfirina e
seus derivados estdo sendo explorados para o controle de insetos vetores, como Anopheles,
Aedes e Culex.

Wohllebe (2009) mostrou o potencial de derivados naturais de clorofila (clorofilina
e feoforbida) contra larvas de Culex. As larvas foram expostas a clorofilina por 4 horas. O
valor de CLso encontrado foi de 6,88 mg.L™ . Lima (2016) investigou as propriedades
fotodindmica dos FSs extrato de clorofila, azul de metileno e eosina azul de metileno em
larvas de Ae. aegypti.

Os FSs mais utilizados como fotoinseticidas s&o: clorofilas, clorofilinas e seus
complexos de cobre, hematoporfirina IX (HplX), acido 5-aminolevulinico (5-ALA),
clorinas, Photogem® (DE SOUZA, 2015), entre outros. Uma das vantagens em utilizar essas
moléculas esta relacionada ao menor custo de producdo, alta eficacia, baixo impacto
ambiental e alto nivel de seguranca em humanos (ORMOND, 2013).

Aplicada a IFD, a CUR apresentou uma eficacia contra larvas de Ae. aegypti, estudos
mais recentes mostraram que esse FS é capaz de eliminar cerca de 90% das larvas do Ae.

aegypti quando expostas a luz natural (solar) em 48 horas (DE SOUZA, 2019). Em outro
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estudo, de Souza et al. (2020) observaram que a CUR possuia propriedade ovicida e

associada a sacarose e D-manitol, puderam apresentar melhores resultados.

1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo Geral

Desenvolver novas misturas a base de curcumina conjugada ao D-manitol, com a
finalidade de obter formulagéo estavel, economicamente viavel e de facil aplicagdo em

criadouros de larvas do Ae. aegypti.

1.7.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar as formulacdes em diferentes proporc¢des de curcumina e D-manitol atraveés
espectroscopia de absorgao (UV-vis), espectroscopia infravermelho (FTIR), espectroscopia
de fluorescéncia e microscopia confocal de fluorescéncia.

- Identificar a formulacdo mais soltvel através de ensaios de solubilidade em diferentes pH.
- Determinar a fotoestabilidade da formulacdo mais eficaz.

-Determinar as concentragdes letais 50% (CLso-24n) das novas formulagdes através de ensaios
de eficicia em larvas Ae. aegypti da linhagem Rockfeller.

- Determinar o tempo de internalizacdo e de eliminacdo das formulagbes no sistema
digestorio das larvas de Ae. aegypti.

- Analisar o crescimento microbiana em aguas de criadouros artificiais contendo as
formulagdes atraves da contagem de colonias bacterianas.

- Avaliar de risco em modelo animal (Zebrafish), através de ensaio de ecotoxicidade aguda.
- Investigar a persisténcia (atividade residual) das formula¢Ges de curcumina.

- Analisar o crescimento microbiana na aplicacdo da formulacdo 3 em condicdes simuladas

de campo.
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Capitulo 2 — Materiais e Métodos
2.1 Preparo e caracterizacdo das formulagdes de curcumina em D-manitol
2.1.1 Preparo das formulacdes

O prepara das formulagdes foi realizado através da co-cristalizacdo, um processo
farmacéutico que sintetiza co-cristais, capaz de melhorar a solubilidade e a
biodisponibilidade de farmacos (MCNAMARA, 2006; HICKEY, 2007).

No Laboratério de Quimica Bio-organica do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), de acordo com o protocolo descrito por
Carmona-vargas, 2017.

Foram preparadas quatro formulacdes, denominadas 1, 2, 3 e 4 contendo o ativo de
CUR nas seguintes propor¢oes: 15 (1), 25 (2), 50 (3) e 75% (4) utilizando o D-manitol como
excipiente. Em um Becker de 500 mL foram adicionados etanol (150 mL) e CUR (150, 250,
500 e 750 mg) respectivamente. Em seguida, a mistura real foi mantida em agitacdo
magnética e aquecida até o inicio da ebulicdo do etanol. Apds a completa dissolucdo da CUR
foram adicionados D-manitol (850, 750, 500 e 250 mg) em agua (50 mL), respectivamente.
A nova mistura reacional foi mantida em aquecimento até a ebuli¢do. Por fim, o solvente da
mistura reacional foi evaporado utilizando um fluxo médio de nitrogénio gasoso e
aguecimento (~ 70°C).

Ap0s aproximadamente 10 minutos observou-se a completa evaporacdo do solvente
e 0 aquecimento foi interrompido imediatamente (remocdo do Becker da placa de agitacao
e aquecimento) evitando-se assim a fusdo do D-Manitol. O sélido formado foi removido do
Becker e acondicionado em frasco ambar o qual foi mantido para secagem sob alto vacuo (5
mmHg) por 24 horas adicionais. As formulagdes (1-4) foram caraterizadas por técnicas

espectroscopicas nomeadamente UV-vis, fluorescéncia e FT-IR.

2.1.2 Espectroscopia UV-Vis

Para obtencdo dos espectros de absorcdo das formulagGes (1, 2, 3 e 4), as amostras

foram solubilizadas em agua destilada (pH = 7) e mantidas em banho de ultrassom por 5
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minutos. Em seguida, as soluc¢Ges foram analisadas utilizando um espectrofotometro UV-vis
Varian Cary® (Varian Medical Systems, EUA), do Laboratério de Biofoténica do IFSC. A
faixa de analise foi de 200 a 800 nm, a partir de uma solucao estoque em meio aquoso na

concentracdo de 1,5 mg.L™.

2.1.3 Espectroscopia de fluorescéncia

A solucdo estoque do item 2.1.2 foi utilizada para obtencdo dos espectros de
fluorescéncia das formulagdes (1, 2, 3 e 4). As solugdes foram analisadas em um
espectrofotdbmetro Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer (Agilent Technologies),
do Laboratério de Biofoténica do IFSC. A faixa de emissdo foi de 500 a 620 nm, o

comprimento de onda de excitacao foi de 450 nm.

2.1.4 Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

Para a obtencdo dos espectros de infravermelho, as formulagdes (1, 2, 3 e 4) no estado
solido, CUR (livre) e do D-manitol foram analisados diretamente em um espectrdmetro
Agilent Cary 630 FTIR (acessorio de ATR — refletancia total atenuada), do Laboratério de
Biofotonica do IFSC. A faixa de resolucio foi de 650 a 4000 cm™, e os dados coletados

foram transferidos e analisados no programa OriginPro.

2.1.5 Microscopia confocal de fluorescéncia

As imagens de fluorescéncia das formulagGes 1-4 foram realizadas por meio de
Microscopio Confocal de Fluorescéncia invertido da Zeiss - LSM780 (Zeiss, Jena,
Alemanha) do Laboratdrio de Biofoténica do IFSC, com excitacdo em 450 nm. Um filtro de
passa-alta de 480 nm foi utilizado para eliminar a excitacdo do laser. As formulac6es foram
utilizadas da mesma forma que do item 2.1.4.

Espectros de fluorescéncia foram avaliados para obter informagdes sobre a formacéo
dos cristais de curcumina nas formulac¢Ges. As imagens também auxiliaram na determinacéo

da localizacao da curcumina e do D-manitol.
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2.2 Estudo de solubilidade

Para avaliar o efeito do D-manitol na solubilidade da CUR em meio aquoso, o
equivalente a 60 mg de CUR para cada formulacdo (1, 2, 3 e 4) e 15 mL de agua em
diferentes pHs 3, 7 e 11, foram adicionados em frascos do tipo falcon. As solucdes foram
homogeneizadas e levadas para uma incubadora com agitacdo (Heratherm Incubator -
Thermo Scientific), onde foram agitadas em 200 rpm, por 1 h, auséncia de luz e temperatura
ambiente (25°C).

Em seguida, as solucdes foram centrifugadas a 4400 rpm por 10 min e filtradas
usando um filtro de membrana de 0,45 um. Os filtrados foram adequadamente diluidos com
agua e também analisados em relacdo a CUR (a 450 nm) com espectrometro UV-vis. Os

espectros foram obtidos de acordo com a curva de calibracgdo realizada anteriormente.

2.3 Fotoestabilidade da formulagao

A formulacéo 3 foi selecionada devido ao seu melhor resultado frente os testes de
eficdcia contra larvas de Ae. aegypti (descritos no item 3.4.1). Uma solucdo estoque foi
preparada com concentragdo de 10 mg.L™. A equacio da reta foi através das concentragdes
(20, 40, 80, 100 e 120 mg.L™) da solugéo estoque e medida no espectrometro UV-Vis.

Para o estudo de fotodegradacao foram utilizados recipientes plasticos com agua (250
mL) com iluminagAo utilizando lampada fluorescente com a intensidade de 0,5 mW/cm? por
24 h. Durante esse periodo, aliquotas da solugdo foram retiradas nos tempos 0; 0,5; 1; 2; 4;
6; 8 e 24 h e levadas para medir a absorbéancia de cada amostra em um espectrometro UV-
Vis na faixa de 200 a 800 nm. O perfil da CUR foi determinado pelo ajuste exponencial do
pico de absorbancia a 450 nm, em funcdo do tempo. Os resultados foram analisados no

programa OriginPro.

2.4 Manutencao das larvas
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As larvas do Ae. aegypti foram cedidas pela Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio
de Janeiro, Brasil. Os estudos bioldgicos foram conduzidos no Laboratério de Biofoténica
do Grupo de Optica, Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo (IFSC-
USP).

As fitas com os ovos (Figura 2.1), foram colocadas em bandejas plasticas contendo
2 litros de agua declorada, em sala climatizada a 27 °C com fotoperiodo (12 horas claro e 12
horas escuro). Anteriormente, a dgua foi aquecida a 30 °C e granulos de fermento biolégico

foram adicionados para garantir uma eclosdo homogénea.

Figura 2.1 Bandeja pléstica branca para eclosdo dos ovos (substrato para oviposi¢do: fita de papel filtro) de
Ae. aegypti.

Apos a eclosdo, as larvas foram alimentadas diariamente com ragdo AlconBASIC®
MEP 200 Complex (Alcon, Santa Catarina, Brasil) até atingirem o 3° estigio de
desenvolvimento, para a realizacdo dos ensaios de inativacdo fotodinamica para a obtencao
da CLso.

2.4.1 Ensaios de eficacia
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Para os ensaios de eficacia foram realizados de acordo (WHO, 2005), com
adaptacdes. Foram utilizados recipientes plasticos, com volume de 50 mL de agua declorada
com 15 larvas, em triplicata (Figura 2.2). As concentragdes de CUR das formulagtes
variaram entre 0,00625; 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 mg.L™. Além dos grupos
tratados, foram preparados trés grupos controle: controle luz (somente agua), controle
escuro e controle D-manitol (correspondente & maior concentracdo de D-manitol). Para o0s
ensaios, foram utilizadas lampadas brancas fluorescentes de 18W, irradiancia de 0,5
mW/cm?, com fotoperiodo de (12:12h) (claro:escuro). Apds o periodo de 24 horas, a
mortalidade larval foi registrada e os valores da concentracdo letal 50% (CLso) foram

calculados no OriginPro.

Figura 2.2 Representacéo dos ensaios de eficcia - recipientes com &gua destilada e lampadas fluorescentes.

2.5 Determinacédo do tempo de internalizacao e eliminacao das formulacdes em larvas

de Ae. aegypti

Para determinar o tempo de internalizacdo (TI) e o tempo de eliminacéo (TE) das
formulacdes 1, 2, 3 e 4 no trato digestdrio das larvas de Ae. aegypti, foram realizadas imagens
via microscopio optico (Nikon H600L), com uma lente de aumento (4X). A mesma solucédo
estoque do item 2.1.2 preparadas concentragdes CLos (0,02; 0,015; 0,005 e 0,01 mg.L™) para
as formulacgoes 1,2, 3 e 4 respectivamente.

Em seguida foram utilizadas 10 larvas para cada concentracdo, transferidas para

recipientes plasticos com 20 mL de agua destilada e adicionou-se a solugcdo das formulacdes
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correspondentes. Para o TI foram utilizados: 0 (larvas controle), 5, 15, 30 e 60 minutos ap6s
0 contato com as formulagdes. Para o TE, as larvas passavam pelo Tl de 60 minutos, em
seguida, transferidas para novos recipientes plasticos com apenas agua destilada (20 mL) e
ndo houve alimentacdo. Os tempos foram definidos apds a transferéncia e exposicao as
formulagdes, sendo eles: 30 minutos, 2 horas, 1, 2, 4, 6 e 8 dias.

Uma larva de cada formulacéo foi transferida do recipiente plastico com pipeta de
Pasteur, colocada sobre uma lamina de microscopio e o excesso do liquido foi retirado com

um papel toalha para que as larvas se mantivessem imdveis para os registros das imagens.

2.6 Ensaios de proliferacdo microbiana em criadouros artificiais

Visto que o D-manitol é um atrativo ndo apenas para as larvas de Ae. aegypti mas
também para microbiota presente na dgua de criadouros artificias, foram realizados ensaios
em laboratdrio para avaliar a proliferacdo de microrganismos pré (0 horas) e pds tratamento
(2, 7 e 14 dias).

Em colaboracdo com a Vigilancia Epidemiolégica de Sdo Carlos - SP, os agentes
epidemioldgicos cederam criadouros artificiais mdveis encontrados na cidade de Sao Carlos
para a realizacdo dos ensaios de proliferacdo microbiana. As amostras de agua desses
criadouros foram fracionadas em 50 mL e colocadas em recipientes plasticos para a divisdo
dos grupos experimentais, em triplicata. As condi¢des avaliadas foram: controle luz, controle
D-manitol e formulagdes (1-4).

Aliquotas de 100 pL das amostras de agua foram retiradas de cada recipiente e
adicionadas em microtubos de plastico contendo 900 uL de solucdo salina tamponada (PBS)
para homogeneizacdo. Em seguida, dilui¢cbes seriadas foram realizadas e o plagueamento
feito em placas de Petri contendo meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI). As placas
foram divididas em seis partes iguais, sendo que cada parte recebeu 17 pL de cada diluicéo,
plaqueados pelo método de espalhamento. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa
a 37 °C por 24 horas para posterior contagem das unidades formadoras de colonia (UFC).

Os resultados obtidos foram, expressos em log UFC/mL.
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2.7 Avaliacdo do risco em modelo animal

O teste de toxicidade aguda foi realizado com organismos adultos (fémeas e machos)
da espécie Danio rerio (Zebrafish), peixe de 4gua doce, originario da Asia, pertence a familia
Cyprinidae. Essa espécie foi escolhida por ser de facil manutencdo, aquisicao, baixo custo e
ter metodologia bem estabelecida para testes de toxicidade aguda de curta duracéo.

Os exemplares foram mantidos no Laboratério de Biofotdnica (IFSC), na
Universidade de Sao Paulo, campus de Sao Carlos e os ensaios foram realizados de acordo
com protocolo estabelecido pela OECD (2005). O cultivo foi realizado em aquarios de 50L
(Figura 2.3), mantendo sempre 1 g de peixe por litro nas seguintes condic¢des: agua declorada,
condutividade de 500 pS, pH entre 7-7,5, temperatura entre 26-27 °C e fotoperiodo 12 h luz/
12 h escuro. Os peixes foram alimentados diariamente através de alimentador automatico

(Hopar Automatico H-9000) com rac&o comercial (Tetramin®).

Timer
Alimentador

e

[ " —
s A_HLW:-“EE‘{_" - - - :
"l 2.1 A O

Figura 2.3 Aquarios de aclimatacdo de Danio rerio (Zebrafish) — filtro, termostato, termdmetro, timer de
fotoperiodo e iluminagéo.

Todos os exemplares foram expostos a essa substancia para a determinacdo da
concentracéo letal a 50% dos organismos (CLso-gsn). Por ter obtido melhor desempenho na
atividade larvicida, a formulacéo 3 foi a escolhida para os ensaios de toxicidade aguda em D.
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rerio. Para isto, os testes foram montados em Becker de vidro (Figura 2.4), com capacidade
para 2 L e os peixes (n=5) foram expostos a cinco contracgdes: 7,2, 14,4, 28,8, 57,6 e 100
mg.L. Os peixes foram mantidos por 96 h em condigGes estaticas e a cada 24 horas (24, 48,
72, e 96 h) a mortalidade e os parametros da agua (temperatura, pH e oxigénio dissolvido)
foram monitorados. Os controles (sem a curcumina) foram mantidos em meio a 100 mg.L™*

(concentracdo maxima testada). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Figura 2.4 Ensaio de toxicidade aguda em Danio rerio (Zebrafish). Um sistema de aeragéo foi montado com
0 auxilio de bombas, mangueiras de ar e pedras porosas.

O uso dos exemplares de D. rerio neste estudo foi autorizado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais da Instituto de Fisica de Sdo Carlos - Universidade de Sdo Paulo

(CEUAVJIFSC) na reunido de 04/01/2021, protocolada sob o CEUA n° 6242301120.
2.6 Atividade larvicida e investigacdo da persisténcia em aplicacdo de campo simulado

A formulacéo 3 foi escolhida por apresentar um bom desempenho nos experimentos
em condigdes de laboratorio. Os ensaios de persisténcia foram realizados de acordo com o
Boletim e Desenvolvimento da Embrapa (VILARINHOS et al., 2003).

Os testes foram conduzidos em ambiente aberto, utilizando caixas d’agua de fibra de

vidro com capacidade para 100 litros de dgua. Essas caixas foram dispostas em dois grupos:
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grupo 1, cujas caixas permaneceram abertas (permitindo a penetracdo da luz direta) e, grupo
2, cujas caixas foram permaneceram parcialmente fechadas ao longo do experimento,
simulando um ambiente sombreado (ambiente comum aos criadouros de Ae. aegypti) (Figura
2.5).

Figura 2.5 Ensaio de campo simulado com caixas d’agua. A direta: caixas do grupo 1 que permaneceram
abertas permitindo 100% a entrada de luz solar. A esquerda: caixas do grupo 2, cujas caixas tiveram 50% da
luz bloqueada, simulando assim um ambiente sombreado.

Incialmente, as caixas foram preenchidas com agua da torneira, permanecendo sob
aclimatagdo por 24 horas. As caixas receberam trés concentra¢des de curcumina 25, 15 e 10
mg.L e trés caixas (para cada grupo) foram mantidas como caixas controle. A formulagéo 3
foi aplicada simultaneamente a adicdo de 30 larvas por caixa. A reposicdo das larvas
aconteceu diariamente (Figura 2.6) até que as formulacBes perdessem o efeito. As caixas

foram monitoradas diariamente a mortalidade larval e formacéo de pupas (controle).
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Figura 2.6 Adigdo das larvas de Aedes aegypti (30 larvas) as caixas d"agua.

2.8 Analise da proliferacdo microbiana em aplicacéo de campo simulado

Amostras de agua de cada grupo foram avaliadas quanto ao aumento da microbiota
durante a realizacdo do ensaio de campo. Para isso, aliquotas de 1 mL foram coletadas de
cada grupo e transferidas para microtubos.

As coletas foram realizadas nos dias 1, 2, 3, 5, 8, 14 e 20 durante a execucdo do
ensaio de campo. Todas as amostras foram levadas ao laboratorio de microbiologia para a
realizacdo do processamento. Para a realizacdo das diluicbes seriadas, aliquotas de 100 puL
de cada amostra foram transferidas para microtubos contendo 900 uLL PBS. Posteriormente,
todas as dilui¢bes foram plaqueadas em placas de Petri contendo agar BHI.

As placas foram divididas em quadrantes, e cada quadrante recebeu 25 pL, que foram
plaqueados pelo méetodo de espalhamento. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por
24 horas para posterior contagem das unidades formadoras de colonia (UFC). Os resultados

obtidos foram expressos em log UFC/mL.

2.9 Andlises Estatisticas

Os dados de mortalidade larval foram submetidos a anélise de Probit para estimar os

valores de CLso24n € outros pardmetros (intervalo de confianga de 95%, X2, grau de
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liberdade) usando o programa OriginPro. Os dados microbioldgicos e a mortalidade larval
média foram analisados por ANOVA (one-way) e teste Tukey (p<0,05), com a finalidade de

determinar significancia entre o controle e os grupos tratados.

Capitulo 3 — Resultados e Discussoes
3.1 Caracterizacao das formulacGes de curcumina em D-manitol
3.1.1 Espectros de absorc¢éo das formulacGes de curcumina
A Figura 3.1 representa o espectro de absor¢éo da curcumina em etanol (livre) e das

formulacdes 1, 2, 3 e 4 em agua destilada. A auséncia do D-manitol na Figura 3.1 é devido o

mesmo nado apresenta absorbancia. A CUR em etanol, apresentou uma absor¢do maxima em
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430 nm e as formulagdes apresentaram um deslocamento para o vermelho, com absorcéo

méaxima em 450 nm.
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Figura 3.1 Espectros de absorcéo: cur_etanol = curcumina livre, 85:15 = formulagdo 1, 75:25 = formulagéo 2,
50:50 = formulagéo 3 e 25:75 = formulacéo 4.

A CUR possui a propriedade de absorver luz na regido do azul, podendo variar
dependendo do solvente, visto que as propriedades espectrais da curcumina estdo
relacionadas a natureza do solvente em que esté incorporada (CHIGNELL, 1994). Em etanol,
0 pico méximo de absor¢do da curcumina foi de 450 nm e em comparagdo com as
formulacdes, foi possivel identificar um desvio para o vermelho, em cerca de 20 nm. Esse

Esse pequeno desvio gerado pelas formulagdes foi provavelmente causado pelo D-
manitol presente ser mais polar nas formulagdes (de OLIVEIRA, 2008). Isso foi observado
por Chignell e seus colaboradores (1994), que avaliaram a CUR em diferentes solventes,

como etanol, tolueno e acetonitrila observaram esse desvio.
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3.1.2 Espectros de fluorescéncia das formulagdes de curcumina

A CUR em &gua destilada (pH = 7) excitada a 450 nm, exibiu uma fluorescéncia
méaxima no comprimento de onda 558 nm (Figura 3.2). No entanto, as demais formulacdes

apresentaram um desvio para o0 azul, com a fluorescéncia méaxima entre 541 e 542 nm (Figura

3.2).
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Figura 3.2 Espectros de fluorescéncia: cur = curcumina, 85:15 = formulagéo 1, 75:25 = formulag&o 2, 50:50
= formulagéo 3 e 25:75 = formulagéo 4.

A adicdo do D-manitol nas formulacGes resultou em um pico de fluorescéncia em
menor comprimento de onda em comparagdo com a CUR em agua, gerando o desvio para o
azul. Segundo Tapal (2012), a mudanca no pico maximo de fluorescéncia indica que as
moléculas de CUR estavam polares e passaram para situacdo de menor polaridade. Este
ocorrido ja foi relatado por outros trabalhos, porém em casos que a CUR é associada com
proteinas como caseina a S1, micelas de caseina e albumina sérica humana (SAHU et al.,

2008, SNEHARANI et al., 2009, LEUNG et al., 2009).
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Em casos de agucares (carboidratos), Wong (2019) e colaboradores analisaram a
fluorescéncia de capsulas a base de CUR induzida por aclcar e dopamina. Seu composto
apresentou um desvio para o vermelho, em relacdo a CUR, todavia a CUR que eles
utilizaram foi dissolvida em etanol. Segundo os mesmos, a frutose aumentou o sinal da
hidrofilicidade e das ligacdes de hidrogénio proporcionando esse deslocando dos picos de

emissdo para o vermelho (DUTTA et al., 2013).
3.1.3 Espectros de infravermelho das formulag6es de curcumina

Os espectros de infravermelhos da CUR (linha verde), D-manitol (linha marinho),
formulagéo 85:15 (1) (linha rosa), formulacéo 75:25 (2) (linha azul), formulacdo 50:50 (3)

(linha vermelho) e formulacéo 25:75 (4) estdo apresentados na Figura 3.3.
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Figura 3.3 Espectros de infravermelho: CUR = curcumina, D-man = D-manitol, 85:15 = formulagéo 1, 75:25
= formulacéo 2, 50:50 = formulagdo 3 e 25:75 = formulag&o 4.

O espectro da CUR apresenta picos em: 3508 cm™ (vibracdo de alongamento OH

fendlico), 1628 cm™(porcdo aromatica C = C alongamento), 1597 cm™ (vibragBes de
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alongamento do anel de benzeno), 1509 cm™ (C = O e C = vibragdes C), 1428 cm™
(vibragBes de flexdo CH olefinicas), 1278 cm™ (vibragdes de alongamento C — O
aromaticas), 1024 cm™ (vibragoes de alongamento C — O — C).

O espectro do D-manitol apresenta picos em: 3250 cm™ (vibrag@es de alongamento
dos grupos OH), 2940 cm™* (vibragao de alongamento do grupo funcional CH) (SARI, et al.,
2013). As bandas de transmissao caracteristicas dos carboidratos aparecem em 1416, 1080
e 1047 cm™ (JESUS, 2010 e ZHICHAO, 2015).

Ao comparar os espectros da CUR, D-manitol e das formulagdes, todos os picos de
absorcdo da CUR e o D-manitol observados nas formulacGes. O enfraguecimento nas
vibragdes do D-manitol foi observado conforme a proporcédo em que o mesmo diminuia nas
formulagdes. A formulagdo 4 apresentou os picos de absor¢do mais proximos a CUR do que

0 D-manitol, por apresentar a maior proporcao de CUR em relagédo as demais.
3.1.4 Microscopia confocal de fluorescéncia
Para investigar a interagdo da CUR com D-manitol, avaliamos por microscopia

confocal de fluorescéncia. As imagens de fluorescéncia nos auxiliaram na visualizacdo da

disposigdo da CUR e do D-manitol apos a co-cristalizagdo (Figura 3.4).
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Figura 3.4 Microscopia confocal das formulag@es. A - 85:15 = formulacéo 1, B - 75:25 = formulagéo 2, C -
50:50 = formulagdo 3 e D - 25:75 = formulacéo 4.

As imagens mostraram que a CUR estava presente em toda amostra das formulacdes,
no entanto, a CUR apresentava uma diminui¢do na formac&o de cristais @ medida que sua
proporgéo foi aumentando em relacdo a quantidade D-manitol. (Figura 3.4A — Figura 3.4D).
Essa pode estar relacionada a uma competicdo de cristalizagdo, onde o mais saturado pode
cristalizar primeiro.

Foi possivel observar também pequenos aglomerados de curcumina livre devido a

diferenca nos espectros de florescéncia na Figura 3.5A.
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Figura 3.5 Espectros de fluorescéncia das formualcdes no estado solido (A) e Disposicdo e organizagdo dos
cristais das formulagdes (B).

Por outro lado, podemos observar que nas formulagdes, maior intensidade de
fluorescéncia na regido superficial dos cristais, indicando que na co-cristalizacdo a
organizacdo da CUR torno do D-manitol em uma formacao heterogénea (Figura 3.5B). Essa
disposicdo também foi observada por Shebis (2020) e seus colaboradores utilizando CUR e

vanilina, porém diferente do presente trabalho, com uma conformagdo mais ordenada.

3.2 Ensaios de solubilidade das formulagtes

Devido a sua natureza hidrofobica, a CUR é pouco soltivel em &gua. O estudo de
solubilidade foi realizado para entender se a CUR e as formulagdes apresentadas neste estudo
mostraram diferentes perfis de solubilidades em pH distintos. A Figura 3.6 apresenta um
diagrama com os valores da solubilidade das formulagdes 1, 2, 3 e 4 e da CUR em solucdes

com agua em pH (3, 7 e 11).
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Figura 3.6 Diagrama da solubilidade em comparagdo com a proporc¢do de D-manitol nas formulacdes de
Curcumina. A- pH 3; B- pH 7; C- pH 11.

Segundo a Figura 3.4, a solubilidade da CUR e das formula¢6es estdo aumentando
conforme o pH da agua se aproxima de condi¢des alcalinas (pH 11), apresentando 816,42;
744,37; 698,24; 561,7 e 2,7 mg.mLpara as formulagdes 1, 2, 3, 4 e CUR em solucio aquosa
respectivamente. Isto pode ocorrer devido a desprotonacdo de grupos hidroxila em sua
estrutura quimica (ABOUDIABO, 2020). No entanto, a CUR tem uma a¢do mais rapida
neste ambiente, e pode ser rapidamente degradada nessas condigdes.

Em ambientes neutros (pH 7), as formulagdes 1,2,3 e 4 apresentaram valores medios
em comparacéo aos demais pHs, com: 633,08; 442,57; 235,88 ¢ 79,66 mg.mL™ e a CUR em
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solucédo aquosa apresentou a metade da concentracdo no pH 11, com valor de 1,34 mg.mL"
1.

Finalmente, as formulagcdes no pH 3 apresentaram as menores concentragdes,
indicando uma menor solubilidade. Os valores foram 1,05 para solu¢do aquosa de CUR,
30,8; 25,08; 23,66 e 10,35 mg.mL* para as formulagdes 1, 2, 3 e 4 respectivamente.

A baixa solubilidade e biodisponibilidade da CUR dificulta sua acdo no meio aquoso.
Frati (1997) e seus colaboradores ja haviam observado que a adi¢do do D-manitol ao seu
composto aumentava a eficiéncia. O presente trabalho também segue essa tendéncia pois
conforme a proporcdo de D-manitol foi aumentando nas formulacgdes (independente do pH),
observou maior solubilidade da CUR. Assim como Song (2016), que utilizou succinato de d
-a-tocoferil polietilenoglicol 1000 (TPGS), a medida que a concentragdo do TPGS

aumentava, a solubilidade da CUR em meio aquoso também elevava.

3.3 Fotodegradacao em luz fluorescente

A curva padrdo da formulagdo 3 foi construida através da obtencdo de espectros de
absorcdo no UV-Vis em diferentes porcentagens (20, 40, 80, 100 e 120 mg.L™Y) (Figura 3.7).
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Figura 3.7 Curva padrdo das formulagBes, com base na absorbancia méxima em 450 nm. Inserto: Equacao
linear da reta ajustada, com respectivo fator de ajuste r2.

A formulacéo 3, que apresentou o melhor desempenho larvicida contra larvas do Ae.
aegypti, foi fotodegradada durante 24 horas utilizando lampadas fluorescentes. A Figura 3.8
representa o decaimento na porcentagem de absorcdo durante 24 h e a Tabela 3.1 apresenta

os valores referentes.
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Figura 3.8 Porcentagem da degradacéo da formulag&o 3 durante 24 h (absorgdo em 450 nm).

Tabela 3.1 Porcentagem da degradagdo da formulagdo 3 no periodo de 24 horas

Tempo Abs (450nm) Concentracéao % Degradado
(h) (mg.L™)
0 0,215 18,98 0
0,5 0,2 17,25 9,14
1 0,19 16,73 11,83
2 0,18 15,9 16,32
4 0,17 15,7 17,33
6 0,13 11 42,33
8 0,12 10,95 42,08
24 0,11 9,55 49,71

50



51

Na primeira hora, a degradacdo chega a mais de 9%, aumentando gradualmente.
Entre 4 e 6 horas ocorre um aumento no tempo de degradacédo, chegando a 42% e apés 24
horas se mantém a pouco mais de 49%. A fotodegradacdo da CUR ocorre devido varios
processos (fotofisicos e fotoquimicos) na presenca de O3, tornando inevitavel a formacdo
de EROs e/ou o0 oxigénio singleto. Essas moléculas geram reacdes oxidativas na estrutura
molecular da CUR, podendo promover produtos de degradacao.

De Souza (2019b) demonstrou em seus estudos o potencial na CUR associada ao d-
manitol em criadouros reais do Ae. aegypti. A formulacdo 3 deste trabalho, ndo era
totalmente solubilizada na solucdo, podendo ser provavel que tenha ocorrido um processo
de degradacéo e solubilizacdo da CUR devido aos agregados formados vide (Figura 3.5)este
pode ser 0 motivo de que em outros trabalhos a fotodegradacdo da CUR apresenta menores

taxas.

3.4 Determinacéao das concentracdes letais
3.4.1 Eficécia larvicida das formulac6es

As formulagdes desenvolvidas no item 2.1 foram preparadas afim de avaliar a
eficacia sobre as larvas de Aedes aegypti. Determinou-se a concentracdo letal para
mortalidade de 50% da populacdo (LCso) das formulacGes através dos célculos realizados

pelo resultado da Figura 3.9 e da curva de mortalidade.
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Figura 3.9 Comparacéo da mortalidade das larvas de Aedes aegypti em 24 horas, ap6s realiza¢do dos
bioensaios com as formulagdes de curcumina.

As formulagdes apresentaram concentracdes letais com valores semelhantes a CLso
descrita por de Souza (2019) com a formulacdo na propor¢cdo 99% de D-manitol e 1% de
curcumina (99:1), porém seus experimentos foram realizados em condigdes de iluminagao
natural (luz solar), em meédia cerca de 680 vezes maior a intensidade de luz do que a do
presente trabalho.

Segundo os dados mostrados na Tabela 3.2 e analises estatisticas entre as
formulagdes, houve uma diferenga significante (p > 0,05), e a formulacdo 3 foi a apresentou
um melhor desempenho em relagdo &s demais, com o valor de CLso-24r (0,01 mg.L™Y). Este
valor é menor do que em outros artigos que estudaram atividade larvicidas de 6leos
essenciais em larvas de Aedes aegypti, variando as ClLso de 2 a 10 mg.L™? (FURTADO,
2005).
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Tabela 3.2 Concentragéo letal (LCso) das formulagdes (1-4) em larvas de Aedes aegypti expostas por 24 horas

95% limite de
Formulag6es LC50-24h  confianca LC50 Modelo ajuste X2 (df)

inferior superior

(mg.L™)
85:15 0,04 (0,01-0,14) y=7,96+2,12X 0,13733 (4)
75:25 0,03 (0,00-0,13) y=9,02+2,72x 0,32068 (5)
50:50 0,01 (0,00-0,79) y=9,02+2,07x 0,4857 (5)
25:75 0,02 (0,02-0,11) y=8,08+2,59 0,27594 (5)

LCso, concentragdo letal 50% mortalidade; 2, chi-square; d.f: graus de liberdade.

Outros extratos de plantas mostraram CLso entre 15 e 30 mg.L™, Leite et al. (2009)
obteve 8,87 mg.L com o extrato etandlico da P. americana, Costa et al. (2005) encontrou
efeitos toxicos dos extratos de Syzigium aromaticum, Lippia sidoides e Hyptis martiusii, com
os valores de 18,5, 19,5 e 21,4 mg.L™. E mais recente, Martins et al. (2020) apresentou a
CLso de dleo essencial da Pimenta dioica Lindl. (26,91 mg.L™).

Alem disso, a formulacédo 3, provou ser mais eficiente com valores de CL50 menores
do que de outros FSs encontrados na literatura, mesmo ndo apresentando a melhor
solubilidade em meio aquoso. Lima et al. (2018) avaliaram a mortalidade de larvas de Ae.
aegypti frente a atividade da eosina azul de metileno, seus valores variaram de 5a 50 mg.L
! com iluminagio em LEDs brancos. Dreyer (2009) comparou trés FSs, azul de metileno,
clorina a e rosa bengala e apenas a rosa bengala se aproximou dos valores mostrados neste
trabalho.
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3.5 Tempo de internalizacdo e elimina¢do da curcumina em larvas do Ae. aegypti
3.5.1 Tempo de internalizacéo (TI)

O TI das formulagdes 1, 2, 3 e 4 foram observados nas estruturas anatdmicas das
larvas de Ae. aegypti (Figura 3.10). Sem exposicao as formulagées (bloco preto), formulagao

1 (bloco vermelho), formulagéo 2 (bloco azul), formulagdo 3 (bloco rosa) e formulacdo 4
(bloco verde).
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® ®
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A : Controle.
B : 5 min.
C:15 min.
D : 30 min.
E : 60 min.
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Figura 3.10 Internalizagdo das formulagbes 1, 2 ,3 e 4 na concentracéo de CLs no sistema digestério de
larvas de 3° estagio de Aedes aegypti. (*) diferenca no tempo de internalizagéo.

B IR

A membrana peritréfica possui uma funcao de compartimentalizacdo entre a células
epiteliais e o lumen (camada acelular que protege o intestino) (BARRETO, 2006). A
coloracdo das formulagdes partiu de um amarelo escuro até o vermelho, isso porque o
sistema digestdrio da larva pode variar o seu pH de 5 até 11 (ARRUDA, 2020). Nota-se que
a internalizacédo das formulacdes (1-4) foi gradual conforme ao longo tempo de exposicéo
(B-E). Além disso, o processo de interacdo das formulagdes iniciou-se no térax, em uma
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estrutura denominada ceco gastrico (regido anterior do intestino médio da larva) seguindo o
acumulo das mesmas para 0s demais segmentos do abdémen.

Em todas as formulag¢Ges houve a pigmentacdo do trato digestorio da larva, sendo
5 minutos (Figura 3.10B) o tempo inicial de exposi¢do. Em relagdo as demais formulagdes,
A 3 neste tempo (Figura 3.10B bloco rosa), foi a que apresentou uma melhor distribuicéo
nas larvas atingindo regido anterior e regido media. Em contrapartida as demais formulacgdes
(1,2 e 4) atingiram apenas a regido anterior.

O TI das formulacbes 1, 2 e 4 foram de 60 minutos, similar aos resultados
encontrado no estudo de Lima (2016), utilizando como FSs utilizados o azul de metileno e
eosina azul de metileno. Por outro lado, ainda em comparagdo com os FSs de Lima (2016),
a formulacdo 3 apresentou um menor TI, 30 minutos. Neste mesmo tempo, foi possivel
observar o inicio do processo de eliminacdo da formulacdo 3 com destaque para, extrusao
do intestino e da membrana peritrofica (Figura 3.10E bloco rosa). Esse comportamento €
caracterizado como um mecanismo de defesa da larva frente a xenobidticos.

Essas observagdes nos levam a hipétese de que a formulacéo 3 apresentou melhor
atividade fotolarvicida devido a sua rapida internalizacdo e distribuicdo atingindo

simultaneamente diferentes compartimentos da larva.

3.5.2 Tempo de eliminagéo (TE)

Apos uma hora de exposicdo as formulagbes, as larvas foram transferidas para

recipientes com agua destilada para iniciar o experimento de TE (Figura 3.11). Formulacédo
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1 (bloco vermelho), formulacédo 2 (bloco azul), formulacdo 3 (bloco rosa) e formulacdo 4

(bloco verde).
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Figura 3.11 Eliminacéo das formulagdes 1, 2 ,3 e 4 na concentragdo de CL2s no sistema digestorio de larvas
de 3° estagio de Aedes aegypti. (*) diferencas no tempo de eliminacéo.

Na Figura 3.11 observou-se que ao longo do tempo, o trato digestorio da larva foi
clareando, indicando a eliminacdo das formulagfes. A formulagdo 1 (bloco vermelho),
apresentou o menor TE, observado em 4 dias. As formulacdes 2 e 4 apresentaram um TE
intermediario, pois demoraram cerca de 6 dias para eliminar todas as particulas ao longo do
trato.

E por ultimo, a formulacdo 3 que apresentou o maior TE, levando 8 dias para ser
totalmente eliminada. E também com o maior tempo de retencédo da formulacdo, é possivel
que esse contato cause alteragdes morfoldgicas através da interagdo da CUR com os tecidos.

E valido ressaltar que as larvas foram mantidas na auséncia de luz, ndo provocando
a mortalidade das mesmas, porém a formulacéo 3 retardou o processo de empupamento das
larvas (HICKMAN, 2004). Esse retardo também foi observado por Mezzacappo e seus

colaborados (2021) utilizando CUR como fotolarcivida.
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3.6 Avaliacdo do crescimento bacteriano em aguas de criadouro artificial

Os ensaios de proliferacdo microbiana foram realizados nos criadouros onde as
formulagdes foram colocadas para eliminar as larvas de Ae. aegypti. A Figura 3.12 apresenta
0 crescimento da microbiota da agua de criadouros artificiais, pré (0 dia) e pos tratamento,

em relacéo aos dias.
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Figura 3.12 Proliferagdo microbiana da dgua de criadouros artificiais de larvas de Ae. aegypti durante 14 dias
apoés a aplicacdo das formulacGes (1-4).

Um aumento na proliferacdo microbiana € observado em todas as formulagdes que
contém D-manitol logo 48 horas apos o inicio de tratamento. No entanto, apds 7 dias de
tratamento, a populacdo de microrganismos retorna ao valor inicial encontrado no grupo

controle. Com 14 dias € possivel notar que a populacao sofreu reducdes, e em alguns grupos
essa reducdo chega a 2 ordens logaritmicas.



58

Embora as formulagdes ndo tenham apresentado diferenca significativa na
proliferacdo de microrganismos ap6s 7 dias de aplicagdo do larvicida, as formulagdes
também ndo estimularam seu crescimento anormal. Mahdi Jowkar (2006) avaliaram a
proliferacdo de microrganismos em aguas tratadas com compostos biocidas e descobriram
que o composto mais eficaz foi 8-citrato de hidroxiquinolina cuja agua ndo apresentou
crescimento significativo em até 6 dias de tratamento.

Assim como o trabalho supracitado, as formulacGes 1, 2, 3 e 4 além de ndo causar
uma proliferacdo descontrolada, entre 7 e 14 dias foi possivel identificar uma diminuicéo
das col6nias inicias sugerindo que as mesmas tenham inibido esse crescimento, assim como
alguns estudos de IFD com linhagens resistentes de Staphylococcus aureus, em espécies de
fungos como Candida e em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (KAUR et al., 2010;
DOVIGO et al., 2011 e DIAS RIBEIRO et al., 2013).

3.7 Toxicidade aguda em peixes (Danio rerio)

Os efeitos dos poluentes na biota ndo-alvo nem sempre séo letais, eles podem causar
efeitos adversos subletais, como: comprometer a aptiddo e sobrevivéncia da populacao,
superproducdo de EROs levando a falhas em mecanismos fisioldgicos, alteracdes nos
embrides, entre outros (ZUCKER, 1985).

Piriproxifeno (larvicida sintético) pode prejudicar peixes de agua doce, atingindo
principalmente os embrides e a regido neuroldgica (neurotoxicos) (TRUONG et al., 2016),
outros pesticidas também sdo capazes de danificar o DNA e a morfologia dos organismos
afetados (MAHARAJAN et al., 2018).

Embora alguns extratos de plantas e 6leos essenciais possam apresentar uma alta taxa
de mortalidade contra larvas imaturas de mosquitos, e também sdo considerados
ambientalmente seguros, os larvicidas botanicos(CONTI et al., 2014).

Os estudos deste trabalho, ndo reportaram toxicidade aguda para D. rerio (macho e
fémea) em concentragGes até 100 mg.mL™* (OECD, 203). Néo foi observado mortalidade,

tampouco alteragcGes morfoldgicas nos peixes expostos por 96 h a formulagéo 3.
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3.8 Persisténcia da formulagao 3 em aplicacdo de campo simulado

Para avaliar os efeitos residuais da formulacéo 3, foi analisada a persisténcia da agdo
fotolarvicida ao longo dos dias, utilizando aconcentragdo (25 mg.L™?). Na Figura 3.13,

observou-se que a eficacia permaneceu em 80% até o 6° dia para as duas condi¢des de
iluminacgao.
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Figura 3.13 Atividade larvicida da curcumina em caixas d’agua expostas a luz solar direta e indireta.

A partir do 8° dia, a persisténcia da formulacdo que permaneceu na sombra diminuiu
cerca de 45%, enquanto osol manteve a eficdcia em 80%. A persisténcia da formulacdo que
mantida o sol comegou a diminuir a partir do 14° dia, sendo praticamente eliminada em 20
dias (26% de eficécia). Por outro lado, a formula¢do mantida na sombra teve 0 menor tempo
de persisténcia, sendo praticamente eliminada em 18 dias (13% de persisténcia). Nos grupos
controle ndo observamos mortalidade.

Recentemente, ha registros na literatura da persisténcia de compostos a base de
plantas, como os compostos derivados da casca de castanha de caju natural (Occidentale

anacardium). Na mesma metodologia aplicada aqui, esses compostos apresentaram um



60

tempo médio de atividade residual de 3,5 dias em 100 mg.L™ contra larvas de Ae. aegypti
(DE CARVALHO, 2019).

Mezzacappo e seus colaborados (2021) utilizaram uma composi¢édo de 99% de
curcumina e 1% de D-manitol, apresentando uma eficacia de 55% no 9° dia (em condicdes
de laboratorio). A formulacao do presente trabalho aplicada em LD (em condic¢Ges de campo
simulado), manteve sua eficacia a 80% apresentando uma melhora no tempo de persisténcia.
Isso mostra que a técnica de co-cristalizagdo pode ter contribuido para o melhoramento da
estabilidade da formulacdo, prolongando sua atividade residual em condi¢cdes de maiores
variacdes de temperatura e iluminancia. Em comparacdo a outros fotolarvicidas, como por
exemplo a porfirina, o efeito residual da formulacéo é considerado relativamente bom, uma
vez que essas moléculas em exposicao direta a luz ndo possuem acdo residual, perdendo
completamente a atividade em 48h e 72h (FABRIS et al., 2012).

3.9 Avaliacéo do crescimento bacteriano apds o uso da formulacdo 3 em aplicacéo de

campo simulado

Um aumento na proliferacdo microbiana é observado em todas as caixas no 2° dia de

experimento (Figura 3.14).
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Figura 3.14 Avaliacdo da carga microbioldgica da dgua dos criadouros tratados com curcumina (25 mg.L™).
A) Caixas expostas a luz direta, B) Caixas expostas a luz indireta e C) Controle.

Um crescimento também foi observado nas caixas controle ap6s o 2° dia. O pico de
crescimento microbiano pode ser justificado pela presenca de D-manitol na 4gua, uma vez
que este agucar € um dos principais nutrientes utilizados no metabolismo microbiano, sendo,
portanto, uma fonte de carbono. No entanto, ap6s o 8° dia houve uma diminui¢&o na carga
microbioldgica atingindo as condic¢Ges iniciais encontradas antes da aplicacdo das
formulacdes, reestabelecendo o ambiente original. Nao houve diferenca significativa entre o
1° e 20° nos grupos tratados (p>0,05).

Capitulo 4 — Conclusdes

As formulacGes (1-4) apresentam absor¢do maxima em 450 nm, excitadas a 450 nm,
exibiram a fluorescéncia maxima 541 e 542 nm. Ao comparar 0s espectros de FTIR, a maioria

dos picos de absorcdo da CUR e o D-manitol puderam ser observados nas formulacdes. O
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enfraquecimento nas vibragfes do D-manitol e da CUR foram observadas conforme a
proporcao dos mesmos diminuia nas formulacgdes e vice-versa.

Em comparacdo entre as formulacdes foi possivel observar que a formulagédo 1
apresentou maior solubilidade, este motivo deve estar relacionado com a quantidade. Além
disso, conforme a proporgéo de D-manitol diminuia nas formulagdes a solubilidade também
era menor.

A formulacéo 3 foi que apresentou melhor atividade larvicida, com o valor de CLso-
24n (0,01 mg.L™) para a mortalidade das larvas de Ae. aegypti. Além disso, apresentou o
menor Tl e maior de TE, sendo estes 30 minutos e 8 dias respectivamente. Vale ressaltar que
foi a Unica formulagdo possivel observar a expulsdo da membrana peritréfica durante a
eliminacgdo do composto. Isto pode estar relacionado por ser uma formulag&o pouco solGvel,
apresentando uma digestdo e eliminacdo mais lenta. Além de retardar o desenvolvimento
das larvas.

No processo ensaio de degradacgdo, a formulacdo 3 apresentou apds 24 horas pouco
mais de 49%. Essa degradacdo é de grande importancia, considerando a aplicacdo da
formulacdo no meio ambiente, porém ainda é necessario estudar o efeito residual para as
larvas.

Os testes de seguranca ambiental, ndo apresentaram mortalidade em Danio rerio,
expostos por 96 h a uma concentragdo de 100 mg m.L* para formulagéo 3.

Nos estudos de campo simulado, a formulacéo 3 apresentou maior agéo residual na
LD, cuja perda de eficacia foi observada no 14° dia e na LI, o tempo de persisténcia foi
mantido apenas até o 6° dia.

As formulagdes ndo estimularam crescimento microbiano anormal nos criadouros
apos a aplicacdo, tampouco no teste de campo simulado, portanto essas formulagGes sdo
opcdes interessantes para serem usadas em locais com agua, tanto para eliminar larvas de

Ae. Aegypti, quanto para controlar a proliferacdo de microrganismos indesejados.
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