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RESUMO

SOUZA, L. M. Fotossensibilizadores no controle de larvas do Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae). 2015. 119p. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia)
Universidade Federal de S&o Carlos, Séo Carlos, S.P. (2015)

O mosquito Aedes aegypti € o principal vetor responsavel pela transmissdo da dengue.
Dentre as inUmeras alternativas de combate ao vetor, podemos citar 0 uso de
fotossensibilizadores (FSs) como inativadores de larvas do Ae. aegypti. Esses
compostos sdo capazes de interagir com a luz, num comprimento de onda especifico, de
modo a originar espécies altamente reativas de oxigénio citotoxico, resultando na
oxidacdo de alvos biologicos. O presente estudo teve como principal objetivo analisar
os efeitos fototdxicos dos FSs: Photogem® e cdrcuma, em trés variagdes moleculares
(curcumina, mistura de pigmentos curcumindides (curcumina, demetoxicurcumina e
bis-demetoxicurcumina) e curcumina em sacarose), contra larvas do Ae. aegypti sob
diferentes condicdes de entrega dos FSs e de iluminagdo. Os experimentos deste estudo
foram divididos em duas etapas: i) tanto o Photogem® quanto as trés composicoes de
ctrcuma foram aplicados nos ensaios de inativacdo fotodinamica (IFD) em solucdo. Os
grupos que receberam o Photogem® foram também alimentados com dois diferentes
tipos de racdo, com a finalidade de verificar a influéncia desses alimentos na
mortalidade larval. ii) em uma segunda etapa as trés composi¢des de curcuma foram
incorporadas nas racdes, onde obteve-se um po liofilizado, que foi posteriormente
ofertado as larvas para a verificacdo da mortalidade. Apds o recebimento dos FSs, tanto
em solucdo como na forma de po liofilizado, as larvas foram irradiadas com duas fontes
de luz: artificial e natural. Além dos ensaios de mortalidade, outros estudos foram
realizados, como a verificacdo do tempo de degradacdo dos FSs quando expostos a luz,
o0 local anatdbmico de acumulacdo dos FSs nas larvas, e estudos de caracterizacdo do
produto obtido na forma de pé liofilizado. Na IFD com o Photogem® comparando as
racOes, expostas a iluminacao artificial, uma delas apresentou uma mortalidade superior,
indicando a importancia desta na efetividade da IFD. J& na IFD com as variacdes de
circuma, as porcentagens de mortalidade variaram de acordo com as formas
moleculares deste composto. Nas condicBes envolvendo luz solar, foram obtidas altos
valores de mortalidade para todos os FSs entregues em solucdo, apresentando em
diversas condicdes 100% de mortalidade em 8 horas de exposi¢do a luz. Nos ensaios de
IFD utilizando o po liofilizado das trés variacfes de clrcuma e luz solar, mortalidades
da ordem de 80% foram atingidas em 16 horas de iluminacdo. As analises das imagens
de fluorescéncia obtidas por microscopio confocal mostraram que tanto as trés variagdes
de cdrcuma, como o Photogem® ap6s um periodo de incubacdo de 12 horas,
acumularam-se em todo o canal alimentar das larvas. O Photogem®, assim como a
clrcuma apresentaram atividade fotodindmica potente, sendo mais efetivos em
condi¢des com maiores intensidades de luz. Com relacdo as condicdes de entrega do FS,
observamos que as maiores mortalidades foram obtidas através da aplicagdo dos FSs em
solucgéo, quando comparadas com os estudos de mortalidade utilizando o po liofilizado.
Esses resultados indicam que IFD pode ser uma técnica promissora no controle de
vetores como 0 Ae. aegypti.

Palavras-chave: Aedes aegypti, inativacdo fotodindmica, fotossensibilizadores, curcuma,
Photogem®.






ABSTRACT

SOUZA, L. M. Photosensitizers on the control of Aedes aegypti larvae (Diptera:
Culicidae). 2015. 119p. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) Universidade Federal
de S&o Carlos, Séo Carlos, S.P. (2015)

The Aedes aegypti mosquito is the main responsible for the transmission of dengue.
Among numerous alternatives to combat vector, we can cite the use of photosensitizers
(PSs) as inactivating of Aedes aegypti larvae. These compounds are able to interact with
the light in a specific wavelength, so the cause highly reactive cytotoxic oxygen,
resulting in the oxidation of biological targets. The present study had as main objective
to analyze the phototoxic effects of PSs: Photogem® and turmeric, in three molecular
variations (curcumin, curcuminoids pigment mixture (curcumin, desmethoxycurcumin
and bisdemethoxycurcumin) and curcumin in sucrose), against Aedes aegypti larvae
under different conditions of delivery of the PSs and lighting. The experiments of this
study were divided into two stages: i) Photogem® and the three compositions of
turmeric were applied in trials of photodynamic inactivation (PDI) in solution. The
groups that received the Photogem®, were also fed with two different types of food, in
order to verify the influence of these foods on larval mortality. ii) in a second step the
three compositions of turmeric were incorporated in pet food, where it obtained a
lyophilized powder, which was subsequently offered to the larvae for scanning. After
the receipt of the PSs in solution as in the form of freeze-dried powder, the larvae were
irradiated with two sources of light: artificial and natural. In addition to the trials of
mortality, other studies were performed, such as checking the time of degradation of
PSs when exposed to light, the anatomical location of accumulation of FSs in the larvae,
and characterization studies of the product obtained in the form of lyophilized powder.
On PDI with the Photogem® comparing the foods, exposed to artificial lighting, one of
the foods introduced a higher mortality, indicating the importance of this on
effectiveness of PDI. Already on PDI with variations of turmeric, mortality rates varied
according to the molecular forms of this compound, showing high mortality for
curcumin and curcumin in sucrose. In conditions involving sunlight, high mortality rates
were obtained for all FSs delivered solution, featuring in various conditions 100%
mortality in 8 hours from exposure to light. For IFD using the freeze-dried powder of
three variations of turmeric and sunlight, mortalities in the order of 80% were achieved
in lighting 16 hours. The analysis of the fluorescence image obtained by confocal
microscope showed that both the three variations of turmeric, such as Photogem®, after
an incubation period of 12 hours, accumulated throughout the alimentary canal of the
larvae. The Photogem®, as well as turmeric showed potent photodynamic activity being
more effective in conditions with higher light intensities. Regarding the delivery
conditions of the PS, we observe that the highest values of mortality were obtained
through the application of PSs in solution, when compared with the mortality studies
using the freeze-dried powder. These results indicate that PDI can be a promising
technique in the control of vectors as the Aedes aegypti.

Keywords: Aedes aegypti, photodynamic inactivation, photosensitizers, turmeric,
Photogem®.
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1. INTRODUCAO

Dentro da temética da entomologia médica, os mosquitos da familia Culicidae séo
0S que mais tém atraido a atencdo da saude publica. Esses insetos, da ordem diptera séo
responsaveis pela transmissao de diversas doencas a espécie humana, em especial, no
que concerne a maldria, as filarioses e arboviroses como a febre amarela e a dengue.*

A dengue, em especifico é uma doenca infecciosa cujos agentes etiologicos séo
arbovirus pertencentes a familia Flaviviridae, do qual sdo conhecidos quatro sorotipos,
antigenicamente distintos, designados como DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4.%
A doenca é exclusivamente transmitida ao homem através da picada de fémeas
infectadas de mosquitos do género Aedes e pode se manifestar sob duas formas clinicas:
a dengue classica (DC) e a febre hemorragica da dengue (FHD), onde a sintomatologia
é constituida por cefaleia, febre, uretralgias, mialgias e prostracdo.! A infecgdo por um
dos tipos sorolégicos ndo confere o desenvolvimento de protecdo cruzada contra 0s
demais sorotipos, de modo que, teoricamente, uma populacdo que vive em &reas
endémicas podera ser exposta aos quatro sorotipos do virus da dengue.’

A Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) estima que 100 milhdes de pessoas
sejam infectadas pelo virus da dengue anualmente, ocasionando 500.000 casos de
dengue hemorréagica (FHD) e 24.000 mortes, colocando quase metade da populacdo
mundial em risco. A dengue, por sua vez, revela-se endémica em todos os continentes
com excecdo da Europa, afetando de forma direta regides urbanas, suburbios e zonas
rurais.”

Na auséncia de uma vacina especifica para a contencdo da doenca, medidas de
combate ao vetor foram adotadas pelo Programa Nacional de Controle da Dengue
(PNCD), instituida pelo Ministério da Salde em 1996.> Em casos de surtos, as
estratégias restringem-se a aplicacdo de inseticidas quimicos de acdo larvicida e
adulticida da classe dos piretroides, organofosforados e carbanatos, com destaque para o
Abate (Temephos)," ®> que atua diretamente no sistema nervoso central dos insetos.
Além dos inseticidas quimicos, produtos como o Dimilin (difluorbenzofurona) e o
Altosid (metoprene) também foram lancados com a finalidade de controlar as
populacbes de vetores, cuja acdo desses compostos € caracterizada por interferir na
metamorfose de larvas e inibir a sintese de quitina, bloqueando a formacéo cuticular em
cada muda." ® ® Outro agente muito enfatizado nas Gltimas décadas foi o Bacillus
thuringiensis israelenses (Bti), onde pode ser inserido nos topicos de controle bioldgico
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e utilizado como alternativa a inseticidas quimicos, produtos originados de
microrganismos revelam aspectos promissores como larvicidas. * O Bti é uma bactéria
Gram positiva comumente encontrada em solos, cuja principal caracteristica é a
producdo de cristais sintetizados durante a esporulacdo, 0s quais Sao responsaveis por
conferir acdo toxica a diversas ordens de insetos, como Lepidoptera, Diptera,
Coleoptera e Hemiptera.:' ®

Considerando-se o alto custo das formulagdes do B. thuringiensis israelenses,
muitos paises subdesenvolvidos, onde os riscos de epidemias séo elevados, limitam o
seu uso preferindo produtos mais acessiveis, como 0s inseticidas convencionais. No
entanto, sabe-se que a aplicagdo frequente desses compostos tem provocado o
aparecimento de populacdes de mosquitos resistentes, além de ocasionar uma série de
eventos indesejéveis como a poluicdo ambiental e graves problemas & satde humana.*®
11;12

Embora a utilizacdo desses compostos seja essencial em casos de epidemia, sua
aplicacdo deve ser combinada com estratégias de gestdo ambiental e métodos que
envolvam diretamente acdes de cidadania, onde a populacédo é orientada a ter condutas
que gerem melhorias sanitarias em seus domicilios. Ainda hoje, a melhor forma de
prevenir a doenca € a inspecdo de potenciais criadouros de larvas, tanto os artificiais
como 0s naturais, e a remo¢do mecanica de recipientes capazes de acumular dgua. Esses
recipientes consistem em residuos sélidos inserviveis, descartaveis, que sdo utilizados
de forma intensa em areas urbanas pelo homem. 13 1415

Dentre as inUmeras estratégias que estdo sendo investigadas para o controle do
Aedes aegypti, como por exemplo, a introducdo de mosquitos estéreis no ambiente na
tentativa de suprimir a populacdo™® e o desenvolvimento de novas formulages & base de
principios ativos de plantas, vale destacar o uso de fotossensibilizadores (FSs) ou
fotoinseticidas como ferramenta promissora para o combate de insetos-vetores.!” & 19
Este conceito pode ser explicado pelos principios das reacdes fotodindmicas, onde o
mecanismo de fotossensibilizacdo consiste na interacdo de um FS com luz e oxigénio
molecular, resultando em espécies altamente reativas de oxigénio, como 0 oxigénio
singleto (*O,).

Os processos envolvendo reacdes fotodindmicas possuem diversas aplicagdes em
diferentes areas, um exemplo bastante tipico pode ser representado pela Terapia

Fotodinamica (TFD), que consiste no tratamento do cancer e de doencas nao
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oncolégicas.? 2 2 Nas Gltimas décadas, a técnica também mostrou-se promissora no
tratamento de uma série de doencas infecciosas provocadas por fungos e bactérias.?® %

A inativagdo fotodindmica é caracterizada por ser um processo sem um alvo
especifico, a metodologia € eficaz na oxidacdo de inUmeras biomoléculas, levando a
morte de varios tipos celulares. Essa metodologia possui um amplo leque de atividades
e, utilizando o mesmo FS, € possivel ocasionar a destruicdo de virus, bactérias,
leveduras, protozoarios, helmintos e, ainda, insetos. 2> 26 27: 28: 29: 30: 31; 32

Diversas geracOes de fotossensibilizadores demonstraram acéo rapida e eficaz na
eliminacdo de larvas de insetos transmissores de doencas, alguns jd sdo conhecidos
como agentes fototerapéuticos e aditivos alimentares, tais moléculas consistem em
porfirinas, acridinas, tiofenos, fenotiazinas, xantenos, clorofila, clorofilinas,
hematoporfirina, entre outros.®* ** Futuramente, alguns desses compostos podem
apresentar grande interesse para 6rgdos de combate a dengue, pois além de possuirem
baixo custo de producdo, reduzem os impactos ambientais e ndo apresentam atividade
mutagénica.’* * Ao longo dos anos a agdo desses compostos foi investigada em um
amplo espectro de insetos, incluindo moscas e mosquitos. Em condicgdes laboratoriais 0s
efeitos de porfirinas e compostos similares apresentaram-se eficazes para organismos
como Ceratitis capitata e Bactrocera oleae.”*** OQutros derivados de porfirina,
solubilizados em &gua, também mostraram ser potentes contra larvas de Aedes e Culex
em condicdes de campo e laboratério.”® Em 2012, uma porfirina modificada (C12) foi
investigada na presenca de alimentos larvais e compostos farmacéuticos, a fim de
otimizar o efeito da C12 em larvas de Anopheles gambiae. Os resultados exibiram alto
potencial larvicida dessas composicdes.’® De acordo com a literatura outras espécies
também mostraram ser susceptiveis as acdes desses fotossensibilizadores como Aedes
caspius, Anopheles arabiensis, Anopheles stephensi, Culex pippiens e Culex
quinquefasciatus.??

A motivagdo em se estudar substancias fotossensiveis para o controle de insetos
nocivos é apresentar aos 6rgaos publicos novas estratégias para a contengdo de doengas
provocadas por esses organismos, de modo que essas substancias reduzam os problemas
de saude publica e os impactos ambientais provocados por inseticidas convencionais.
Em vista disso, o presente estudo propbs avaliar os efeitos da IFD contra larvas do
Aedes aegypti, utilizando duas classes de FSs: o Photogem® e a ctrcuma. Embora os
efeitos larvicida da cdrcuma ja tenham sido demonstrados por outros autores, 0s

resultados deste trabalho revelam de forma inédita a grande eficacia desta substancia
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quando em combinacdo com luz visivel, atuando desta forma como um fotoinseticida

em larvas do Aedes. aegypti.
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2. DENGUE
2.1. Histdrico da dengue no mundo

Dengue é uma doenca infecciosa transmitida ao homem pela picada infectada de
fémeas de mosquitos do género Aedes, cujo principal representante sob o ponto de vista
epidemioldgico, vem a ser o Aedes aegypti." Mosquitos deste género foram os
principais responsaveis por disseminar a forma ativa do virus por varios territérios,
ocasionando graves epidemias por muitas décadas. Os virus DENV sdo mantidos na
natureza através de ciclos bioldgicos que envolvem o vetor hematofago e hospedeiros
vertebrados, cujo homem é o Unico a adquirir as formas clinicas da infecgdo.* *® Nos
ultimos 50 anos, 0s quatro sorotipos do virus se disseminaram de forma acelerada pela
Africa, Américas, Sudeste da Asia e Mediterraneo Oriental, alertando & populacéo de
uma possivel ameaca de pandemia (Figura 1).% *® De acordo com Howe et al (1981) , no
periodo correspondente aos anos de 1779 e 1916, aconteceram no mundo oito

pandemias, com duracdo de até sete anos. >’

Figura 1 - Distribuicdo global de areas em risco de transmissdo de dengue. As

regides de riscos estdo marcadas em vermelho.

o4 “

= Areas em risco de transmissio de dengue

Fonte: Organizacdo Mundial de Salde (2013)
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A dengue, compreendida como uma sindrome febril seguida de sintomatologia
extensa teve seus primeiros relatos na Asia (ilha de Jacarta), Egito (Cairo e Alexandria)
e América do Norte nos anos de 1779 e 1780, no entanto também se encontram
registros da doenca no século Ill. Nos anos de 265 a 420 d.C., ao longo da Dinastia
Chinesa, foram relatados sintomas de uma possivel enfermidade relacionada a agua e a
mosquitos, 0s chineses denominaram-na “veneno da agua”. Esses relatos foram
incluidos em uma enciclopédia durante a Dinastia Tang, em 610 d.C., e Dinastia Norte
Sug, em 992 d.C.3% %

Ainda no ano de 1780, ao longo de uma grave epidemia na Filadélfia, o0 médico
Benjamin Rush, através de preciosas observacdes, conseguiu relacionar os primeiros
casos da doenca com fatores ambientais, como por exemplo, 0 aumento da temperatura,
que ocasionou a proliferacdo de mosquitos vetores. O quadro clinico da doenca, também
relatado pelo autor, se mantém até hoje como uma das melhores descricdes das
manifestacOes desta arbovirose, deixando claro a origem/causa do surto ocorrido na
Filadélfia.*°Outros casos foram descritos anteriormente ao ano supracitado, estes
ocorridos no oeste da India Francesa (1635) e no Panama (1699), no entanto, ndo ha
comprovacao de ter se tratado de dengue, apesar dos sintomas serem semelhantes aos
relatados hoje. *

Graham (1903) foi 0 primeiro a registrar que a doenca era transmitida por insetos
portadores do virus DENV, a confirmagdo veio através de voluntarios expostos a
mosquitos coletados em residéncias de pessoas infectadas.** ** Bancroft (1926)
identificou a principal espécie envolvida na transmissdo da doenca, isso foi possivel a
partir dos habitos diurnos do mosquito, concluindo ser entdo o Aedes aegypti. Nesse
periodo ainda se desconhecia 0 agente etioldgico causador da infeccdo, foi um ano
depois, que Ashburn e Craig, observaram que a doenga era ocasionada por um
organismo ultramicroscopio e filtrdvel em retentores de bactérias e protozoarios,
eliminando a hip6tese da infeccéo ser ocasionada por esses microrganismos.** *°

Por muitos anos, a dengue se apresentou em sua forma benigna, ndo relatando
Obitos e, foi apenas durante a Segunda Guerra Mundial que teve o inicio de severos
surtos de febre hemorragica e de novos sorotipos do virus circulando por um mesmo
territorio.*® Esses surtos de febre hemorragica muitas vezes foram confundidos com
outras arboviroses como a febre amarela, e s6 depois de uma grave epidemia na
Tailéandia (Bangcoc, 1958) que foi confirmado que se tratava de uma nova forma de
dengue.®® Posteriormente, a dengue hemorrégica foi registrada em outros paises do
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Sudeste Asiatico, como Vietna do Sul (1960), Singapura (1962), Malasia (1963),
Indonésia (1969) e Birmania (1970).** Segundo Gluber et al (1995), ja existiam
registros desta forma clinica de dengue antes do século XX, onde se constatou doencas
semelhantes a febre hemorragica da dengue. No ano de 1928, a Grécia foi afetada
gravemente pela doenca, onde mais da metade da populacdo de Athenas foi atingida,
sendo notificados mais de 1 milh&o de casos e cerca de 1250 6bitos.*!

Ao final da guerra, Sabin (1952) fez relatos importantes sobre o que se conhece
atualmente a respeito da arbovirose, como por exemplo, definiu os dois primeiros
sorotipos virais envolvidos com a infeccdo, sorotipo 1 e sorotipo 2, desvendou as vias
de infeccdo e o tamanho da particula do virus, bem como substancias quimicas capazes
de inativa-los, descobriu através de infeccdes experimentais todo o aspecto clinico da
doenca e também determinou a duracdo da imunidade homdloga e heteréloga conferida
pela infecgdo.*” Além das importantes contribuices de Sabin (1952), o mesmo também
foi responsavel por desenvolver o primeiro modelo de infeccdo em camundongos
recém-nascidos, 0 que permitiu os primeiros ensaios de vacinagdo e testes sorologicos
para a identificacdo de anticorpos neutralizantes. 4" “®

A partir dos surtos ocorridos no Sudeste Asiatico, especificamente em Manila
(Filipinas), isolaram-se mais dois sorotipos do virus, os sorotipos 3 e 4, onde entdo o
complexo dengue passou a ser formado por quatro diferentes tipos de virus,
denominados hoje: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. “Pelo que se conhece, foi
no periodo pos-guerra que a dengue se transformou em um dos mais impactantes
problemas de salde publica no mundo, voltando-se para a maioria dos continentes, e

afetando milhdes de pessoas por ano.

2.2. Dengue nas Américas e no Brasil

A maioria das epidemias de dengue nas Américas foi registrada a partir de 1896
nos Estados Unidos e em cidades portuarias do Caribe. Embora as etiologias dos
primeiros casos sejam ainda desconhecidas, ha relatos de que uma infeccdo semelhante
a dengue teria aparecido em Buenos Aires através de pessoas desembarcadas do Brasil.
%A primeira epidemia na Argentina ocorreu em 1916, porém o sorotipo especifico
envolvido nestas infestacdes ficou desconhecido até 1953, onde as primeiras amostras

de DENV-2 foram entdo isoladas. Alguns anos mais tarde descobriu-se que as
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epidemias relacionadas a década de 60, no continente americano, teria sido causada pelo
DENV-2 e DENV-3, que foi isolado pela primeira vez em Porto Rico.”

Em 1977, o DENV-1 foi introduzido nas Ameéricas, sendo detectado pela primeira
vez na Jamaica e se alastrado desde entdo por diversas ilhas do Caribe. O mesmo
sorotipo foi isolado nos Estados Unidos da América (EUA), sendo notificados mais de
700.000 casos de dengue entre os anos de 1977 e 1980. Epidemias similares foram
registradas na América do Sul (Colémbia, Venezuela, Suriname, Guiana Francesa)
América Central (Belize, Honduras, Guatemala, El Salvador) e México.>

No ano de 1981 o continente foi marcado por dois acontecimentos importantes: a
introducdo de um novo sorotipo do virus, o DENV-4, e os primeiros diagnosticos de
febre hemorragica do dengue/sindrome de choque, provocando graves epidemias em
Cuba, onde notificou-se cerca de 344.203 casos, 116.000 hospitalizacGes e
aproximadamente 158 6bitos. A segunda epidemia envolvendo a forma hemorragica
do dengue ocorreu na Venezuela em 1989, onde foram relatados mais de 3 mil casos e
73 mortes com o envolvimento dos trés sorotipos do virus: DENV-1, DENV-2 e
DENV-4.%

Os quatro sorotipos do DENV foram detectados em varios paises da América do
Sul e Caribe. Com o passar dos anos, demais paises do continente americano tiveram
sua situacdo epidemioldgica agravada, onde as regibes ndo-endémicas ou
hipoendémicas (presenca de apenas um sorotipo do virus) passaram a ter casos de
hiperendémia (ocorréncia de varios sorotipos do virus presente numa mesma regio). *
Segundo a Organizacdo Pan-Americana de Salde, entre 0s anos de 1980 e 1990 foram
notificados mais de 42.000 casos de febre hemorragica, difundida em 25 paises, com
destaque para a Coldmbia, México e Brasil. >

No Brasil ha relatos da presenca do Aedes aegypti desde o século XVII, porém
esses registros referem-se aos surtos de febre amarela que é também transmitida pelo
mosquito Aedes aegypti. A primeira epidemia de febre amarela urbana aconteceu no
estado de Pernambuco em 1685 e as primeiras mortes foram detectadas na Bahia no ano
seguinte. Em 1849, ocorreu uma répida expansdo da infestacdo do vetor na cidade de
Salvador, causando 2.800 mortes. No mesmo ano confirmou-se mais uma epidemia de
febre amarela na cidade do Rio de Janeiro, com aproximadamente 4.160 Obitos. A
disseminacdo da doenca foi entdo acelerada pela navegacdo maritima, que passou a

atingir varios territorios desde o Amazonas até o Rio Grande do Sul.>®
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Apds muitos oObitos confirmados, 6rgdos puablicos resolveram lancar uma
campanha sanitaria de combate ao vetor, comandada pela Organizagdo Pan-Americana
de Saude (OPAS), a fim de prevenir a febre amarela. Com o programa de erradicacéo, o
Brasil permaneceu livre do Aedes aegypti por varias décadas.>

Depois de varios anos sem a presenca do Aedes aegypti em territorio nacional
ocorreu a reinfestacdo do vetor e a reintroducdo do DENV em éareas urbanas do Brasil, 0
que aumentou, mais uma vez, os riscos de novas epidemias de febre amarela. Os
primeiros surtos de dengue no pais foram registrados também no Rio de Janeiro (RJ) em
1864, englobando as regides sul, sudeste e nordeste.* Em 1886, a doenca se alastrou
pelo municipio de Valenca (RJ), onde recebeu nomes populares como: valenciana e
polka, esta Ultima associada com as fortes dores nas articulacdes causada pela infecgdo
viral.

Em 1981, foram isolados pela primeira vez em laboratorio dois sorotipos do virus
relacionados & surtos ocorridos em uma éarea isolada no noroeste da AmazOnia
(Roraima): DENV-1 e DENV-4. Ap6s 5 anos sem notificagdes da doenga, o Rio de
Janeiro sofreu uma grave epidemia causada pelo DENV-1, onde o nimero de casos
chegou a ultrapassar 60.000. *°

Nesta época, todo o territorio nacional registrou mais de 134.716 casos da doenca,
atingindo principalmente as regifes do Nordeste (Alagoas, Ceard e Bahia) e Sudeste
(Minas Gerais e Sdo Paulo), com baixa incidéncia na regido Sul. Em 1987 e 1991, o
namero de casos de dengue aumentou significativamente apés a introducdo do DENV-2
e 0 aumento da transmissdo pelo DENV-1 (Figura 2).>> A introducdo do DENV-2
trouxe concomitantemente a dengue classica 0s primeiros diagnésticos de febre
hemorragica do dengue, onde foram confirmados 462 casos e 8 Obitos. Nos anos
seguintes, a circulacdo simultanea desses dois sorotipos do virus se expandiu por Varias

regides do Brasil, acompanhando a expanséo do mosquito.*®




Figura 2 - Casos de dengue e hospitalizacGes registrados no Brasil entre 0s anos
de 1986 e 2002.
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Fonte: SIQUEIRA et al (2005)

A dengue caracteriza-se por apresentar maior risco de transmissdo em paises
tropicais, cujas condi¢fes ambientais sdo marcadas por altos indices pluviométricos e
temperaturas elevadas, permitindo o desenvolvimento 6timo e a proliferacdo do
mosquito Aedes aegypti. * De 1986 a 1993, a maior parte dos casos, sendo 76,6% dos
294.419, ocorreram em periodos chuvosos de dezembro a maio, exibindo um padréo
sazonal bem definido. Devido aos intervalos ocorridos entre as epidemias, foi possivel
concluir uma baixa atividade viral nos periodos de estiagem, que acontece entre 0s
meses de julho & novembro.>

Segundo Siqueira et al (2005), o padrdo epidemioldgico da dengue no Brasil foi
dividido em dois seguimentos, onde o primeiro refere-se as epidemias acontecidas de
forma esporadicas em areas localizadas, nos anos de 1986 e 1993, e o segundo que
registra um periodo de endemias com a circulagdo do virus por todo o pais, em 1994 e
2002.%

O ano 2000 foi marcado pela introducdo do DENV-3 no estado do Rio de Janeiro,
onde 0 mesmo foi isolado de pacientes resistentes nos anos anteriores.”’ Em 2002, esse
sorotipo foi responsavel por causar a pior epidemia da histdria, sendo registrados mais
de 800 mil casos. Durante seis anos houve uma queda no nimero de notificagdes por
dengue, porem em 2008 a doenca reincide e provoca novos surtos. No mesmo ano, 0
Ministério da Saude registrou mais de 700 mil casos, onde aproximadamente 45 mil

pessoas foram submetidas a hospitalizacdo, apresentando sérias manifestacoes clinicas.
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A epidemia provocada pelo DENV-3 gerou mudancas no cenario epidemiolégico
brasileiro, formas mais graves da doenca, como a febre hemorrégica do dengue foram
notificadas, levando a morte de trés criancas; até entdo esses casos s6 tinham provocado
6bitos em adultos.”® Ha registros da ocorréncia do DENV-4 no estado de Roraima,
regido norte do Brasil e no Rio de Janeiro, em 2010 e 2011, respectivamente. *® De
acordo com o Boletim Epidemioldgico, gerado pela Secretaria de Vigilancia em Salde,
0 Brasil, este ano (2015) teve 1.319.957 casos notificados de dengue até a semana
epidemioldgica 28 (04/01/15 a 18/07/15). Nesse periodo, a regido Sudeste registrou o
maior nimero de casos provaveis (849.645 casos; 64,4%) em relacdo ao total do pais,
sequida das regifes Nordeste (230.404 casos; 17,5%), Centro-Oeste (160.016 casos;
12,1%), Sul (53.063 casos; 4,0%) e Norte (26.829 casos; 2,0%).

2.3. Aspectos béasicos do vetor Aedes aegypti

O Aedes aegypti Linnaeus, 1762 (Diptera: Culicidae) muito provavelmente é
originario da regido afrotropical (Etiopia), onde se encontra a maior parte dos membros
deste grupo. Nas Ameéricas e em varias regides infestadas do mundo, é considerado o
principal transmissor da dengue e da febre amarela. *°

Trata-se de um mosquito classicamente tido como tropical e subtropical, por
conseguir se adaptar bem as condi¢des climaticas dessas regides, no que concerne a
periodos umidos e quentes ao longo de todo ano. Assim sendo, podem ser encontrados
entre os paralelos de 45° de latitude norte e 40° de latitude sul, predominando em &reas
urbanas e periurbanas. * De maneira geral possui um comportamento estritamente
antropofilico e sinantropico, representando 0 mosquito com mais habitos domiciliares
entre a familia dos Culicideos.

Dependendo da regido onde a espécie esteja inserida, 0 mosquito adulto pode
apresentar uma coloracdo escura com diversas tonalidades de marrom, apresentando
listras e manchas brancas distribuidas pelo corpo. Os mosquitos adultos tém a
necessidade de manterem-se vivos num periodo necessario para a propagacdo e
sobrevivéncia da espécie, no entanto devem adquirir substancias alimentares energéticas
para um bom desempenho dessas funcdes.' Diferentes dos machos, que se alimentam
especialmente de substancias agucaradas, como néctar de flores e outros nectarios, as
fémeas apresentam um comportamento hemoféagico acentuado. E através do sangue

(preferencialmente humano), que esses organismos conseguem um coquetel rico de




| 30

aminoacidos para o desenvolvimento dos ovos, tais nutrientes do sangue s&o
convertidos em substancias proteicas constituintes do vitelo. As fémeas também podem
apresentar habitos fitdfagos, ja que necessitam da energia de nutrientes vegetais para o
VOO.l; 59

Fémeas do Aedes aegypti costumam depositar seus ovos em recipientes artificiais
descartados pelo homem ou em tanques utilizados para o armazenamento de &gua de
uso domeéstico, esses reservatorios costumam servir como locais Otimos para
desenvolvimento de larvas de mosquitos.®* Essas colecdes aquéticas foram designadas
por comunidades epidemioldgicas como: “criadouros” (breeding places), podendo ser
entdo, pneus, vasos de plantas, pingadeiras, latas, caixas d"agua, piscinas, ralos, sucatas,
lajes, entulhos de construges, copos plasticos, entre outros.

A deposicdo dos ovos por fémeas do Ae. aegypti sdo realizadas no periodo
diurno, apds o repasto sanguineo, em substratos umidos proéximos a agua, as mesmas
podem apresentar o potencial de originar cerca de 1.500 individuos durante toda vida,
colocando em média cerca de 50 a 500 ovos por criadouro.’

O desenvolvimento desses ovos pode variar de acordo com inumeros fatores
ambientais, tais como: estimulos gerados por temperatura, presenca de substancias no
meio liquido (que poderdo bloguear ou estimular o desenvolvimento do embrido) e a
influéncia da densidade populacional no criadouro; a permanéncia das larvas dentro dos
ovos também ird depender dessas condicdes. * Apés a deposicdo dos ovos, os quais
necessitam estar em contato direto com a linha d"agua e na presenca de alta umidade
para que atinjam o desenvolvimento embrionario completo e iniciem o processo de
eclosdo das larvas. Contudo, se esses ovos estiverem expostos a condigdes ambientais
adversas, podem se tornar altamente resistentes aos periodos de seca, permanecendo
viaveis por até um ano, desde que seja certificado o desenvolvimento completo do
embrido. ®

A espécie em questdo possui um ciclo de vida relativamente curto, podendo durar
de 15 a 30 dias, seu desenvolvimento pds-embrionario acontece através de
holometabolia, ou seja, apresenta metamorfose completa. Dessa forma, esses insetos
exibem quatro estagios de desenvolvimento: ovo, larva (passando por quatro estagios:
L1, L2, L3 e L4), pupa e adulto (Figura 3).%
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Figura 3 - Fases do ciclo evolutivo do Aedes aegypti. A: momento da postura dos

ovos, B: larvas, C: pupa e D: adulto.

2.0 mm

Fonte: A e B: Vieira G.J., Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz. C: Zettel C.M., Universidade
da Flérida. D: Gathany J., Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC).

Apos a eclosao dos ovos, as larvas irdo passar por processos de “muda” que
consiste no desprendimento do exoesqueleto de quitina. Na separagdo da larva com o
exoesqueleto, um fluido serd produzido para facilitar o rompimento, onde em seguida
ird ocorrer aberturas na capsula encefélica e no torax permitindo a saida das formas
larvais. ©

As larvas de Ae. aegypti passam todo o periodo de sua vida se alimentando de
detritos organicos, bactérias, leveduras, vitaminas e sais minerais. O desenvolvimento
completo ocorre entre 5° e 7° dia apds a eclosdo dos ovos, podendo variar também de
acordo com as condicdes de temperatura, densidade populacional e a quantidade de
suplementacdo alimentar presente no ambiente. Enquanto a fase larval passa todo o

periodo da vida se alimentando, as pupas nao se alimentam, tendo um periodo de
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desenvolvimento relativamente curto, de até dois dias até a emergéncia do adulto, que é
terrestre e tem como principal funcdo sua dispersao e reproducéo. >°

De forma geral, as larvas pertencentes a familia Culicidae, costumam adquirir
seus alimentos através de filtragem, cujo processo foi designado anteriormente “filter
feeding”. Estes organismos apresentam um sistema de filtros constituido por escovas
situadas ao redor da cavidade oral que se movimentam criando um fluxo que carrega

particulas alimentares para o orificio bucal.®

Clements et al (1992) classificou as
particulas utilizadas na alimentacdo das larvas como sendo: grandes (particulas com
didmetros maiores que 1 mm), finas (particulas com didmetros menores que 1 mm e
maiores que 50um) e ultrafinas (particulas com didmetros menores que 50um e maiores
que 0,5 um)." ®® Nesse sentido, pode-se dizer que a ingestdo das larvas pertencentes a
essa familia é orientada principalmente pelo tamanho/dimensdes das particulas
presentes no meio.

O processo de filtragem € caracterizado pela imobilidade das larvas na superficie
(com excecdo de suas escovas orais que permanecem em constante movimento), onde a
alimentacdo é adquirida através da remocdo de particulas (detritos e microrganismos)
suspensas na coluna d"agua. Esse habito alimentar por muito tempo foi considerado de
carater passivo, no entanto sabe-se hoje que a obtencdo do alimento é mediada através
de correntes aquaticas geradas pelas préprias larvas. Com isto, o termo “filter feeding”
foi substituido por “Collecting-filtering”. Além desta abordagem, as larvas de Ae.
aegypti, em especial, apresentam outros habitos de obtencdo de alimento, onde estes
podem variar de acordo com a disponibilidade de particulas no meio. Em vista disto,
alguns destes comportamentos consistem na busca ativa por particulas alimentares
depositadas no fundo dos criadouros, tal modo de alimentacdo levou o nome de
“Colleting-gathering” ou “coleta ativa do substrato” (Figura 4).%°

Os modelos de alimentacdo dos constituintes desta familia podem ser muito
amplos e variar de acordo com cada espécie. Na literatura, sdo apresentados outros
habitos além dos dois ja citados: “raspagem” (scraping), que consiste na obtencdo do
alimento por remoc¢do de filmes biologicos, “mordedura” (shredding),® referente
aqueles organismos que retalham e roem pequenos fragmentos de matéria organica e
“predagdo”, cujas larvas apresentam habitos saprobios, se alimentando de pequenos
invertebrados mortos.

A maioria dos Culicideos utilizam pelo menos dois modos de alimentacdo ao

longo de sua vida, os casos mais conhecidos s@o os das larvas de Aedes aegypti, que
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intercalam seu comportamento alimentar entre “Collecting-filtering” e “Colleting-
gathering”, sendo o Gltimo o mais comum entre a espécie.’ ® ¢’

O estudo dos habitos alimentares de larvas desses insetos, bem como as
dimensbes de particulas ingeridas pelas mesmas, é de suma importancia para o

desenvolvimento de novas técnicas e formulagdes para o controle desses organismos.

Figura 4 - Dois comportamentos alimentares identificados em larvas de Aedes
aegypti; A: Collecting-filtering: coleta por filtragem e B: Collecting-gathering: coleta

ativa do substrato.

Fonte: CLEMENTS et al (1992)

2.4. Métodos utilizados no controle de larvas do Aedes aegypti

Atualmente os métodos de combate aos insetos vetores sao baseados na utilizacao
de compostos quimicos que possuem alta eficacia, rapida agdo e custo acessivel, no
entanto as desvantagens do uso dessas substancias ainda sdo muitas. Podemos citar, 0s
riscos a saude humana e os impactos ambientais como o0s principais problemas gerados
pela utilizacdo dos mesmos, sem contar os efeitos adversos em organismos ndo-alvos e
a inducdo de resisténcia em populagdes de vetores. Apesar dos riscos supracitados em se

utilizar os inseticidas convencionais, ndo podemos deixar de citd-los como parte
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importante no controle integrado de insetos nocivos. Da-se 0 nome de “inseticidas”
aqueles compostos que sdo utilizados contra as formas adultas de mosquitos e
“larvicidas”, as formas imaturas.*

No Brasil, por exemplo, o inicio da “era dos inseticidas quimicos” comegou na
década de 60 com os DDTs (dicloro-difenil-tricloroetano), um organoclorado
desenvolvido durante a Segunda Guerra Mundial. O produto costumava ser aplicado no
interior das residéncias e permaneciam ativos por muitos meses contra, por exemplo,
mosquitos do género Aedes, Anopheles e Lutzomyia.®® Em 1967, com o uso dos
organoclorados, as populacdes de Aedes aegypti foram erradicadas do Brasil, tendo sua
reintroducdo no estado do Para anos mais tarde. Acredita-se que essa reintroducéo,
muito provavelmente, teria ocorrido devido a ndo erradicacdo do mosquito em paises
vizinhos. Com o reaparecimento desta espécie em varias regides do Brasil, o DDT
comecou a ser utilizado de forma indiscriminada, o que contribuiu com o aparecimento
de populacdes resistentes.®’

O uso de formulagdes em pé do DDT aparentemente ndo apresenta muitos riscos
a saude por ndo serem absorvidas pela pele, no entanto quando diluidas em 6leo, podem
apresentar alta toxicidade, acumulando-se nos tecidos. Pesquisas alertam o uso dessas
substancias por apresentarem riscos de desenvolvimento do céncer e de graves
problemas ambientais, podendo permanecer no ambiente e nas cadeias alimentares por
varios anos. Além disso, ha relatos na literatura da presenca do DDT no leite materno,
sendo entdo transferido para recém-nascidos. Essa substancia pode estar presente
também em frutas e vegetais, ndo sendo eliminada com lavagem.®

Em vista disso, o0 DDT teve seu uso restrito no Brasil em 1985, podendo ser
aplicado apenas em surtos e epidemias.®® Mais tarde, 0 composto ganhou um substituto,
um inseticida contendo em sua composi¢do fdsforo: os organofosforados (OF). O
principal representante deste grupo é o temephos (Abate), que é utilizado em aguas
potaveis no controle das formas larvais do mosquito. No controle dos adultos faz-se uso
do malathion (Cheminova Brasil Ltda) e o do fenitrothion (Sumitomo Chemical Brasil
Ltda). °

Atualmente o uso de OF é direcionado para a agricultura e Saude Publica, no
entanto, como o0s organoclorados, também apresentam muitas desvantagens como:
rapida degradacdo quimica, toxicidade elevada em mamiferos e inducdo de resisténcia.
No entanto, esses compostos apresentam vantagens em comparacdo ao DDT por serem

biodegradaveis, altamente téxicos para insetos e menos persistentes no ambiente. "
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Compostos alternativos foram entdo desenvolvidos na tentativa de um controle
eficaz e seguro contra vetores, estes pertencem aos grupos dos inseticidas bioldgicos
(bacterianos) e dos reguladores de crescimento de insetos, conhecidos pela sigla RCI.
Entre os RCI destacam-se o Altosid (metoprene), Pyriproxyfen, que interferem
diretamente na metamorfose de larvas em pupas e adultos, e o Dimilin
(difluorbenzofurona), que blogueia a formagdo da quitina em cada troca de muda.
Apesar de serem relativamente mais seguros que o DDT e os OFs, possuem a
desvantagem de atuar também contra artropodes ndo-alvo que compartilham o mesmo
habitat de larvas do Aedes aegypti. O uso de RCI é proibido em locais que possuem um
nGmero elevado de artrépodes.* °

O principal inseticida biolégico conhecido hoje é o Bacillus thuringiensis (Bt).
Trata-se de uma bactéria entomopatogénica, cujos esporos apresentam toxinas de
elevado poder inseticida. Os mecanismos de acdo do Bt ocorrem quando as larvas
ingerem o0s cristais toxicos provenientes destes esporos, que serdo dissolvidos no
intestino alcalino dos organismos (pH= 9-10).%° Essas toxinas irdo atuar diretamente no
epitélio intestinal, promovendo a diminui¢cdo dos movimentos peristalticos e resultando
na interrup¢do da alimentacdo. Os beneficios em se utilizar os Bts no controle de larvas
de Aedes aegypti é que os mesmos possuem alta seletividade, porém sdo necessarias
reaplicacdes frequentes.”* De acordo com Braga et al (2007), a utilizacdo desses
inseticidas deve ser complementada com outras praticas de combate ao vetor, como por
exemplo, a realizacdo de inspe¢des periddicas aos criadouros, bem como sua remogéo
mecanica. A seguir, a Quadro 1, apresenta um resumo dos principais larvicidas

utilizados para o controle de pragas e vetores de grande importancia epidemiolégica.’




Quadro 1 - Compostos e formulacdes recomendadas pela Organizacdo Mundial

da Saude para o controle de larvas de mosquitos.

Larvicidas Categoria Formulacéo Acéo Vantagens/Desvantagens
B. Biopesticida Granulos Ingestdo de toxinas |Alta especificidade, ndo
thuringiensis dispersiveis  |provenientes de poluente a0 meio ambiente

israelensis em agua bactérias, afetando |/ reaplicagdes frequentes
células epiteliais do
trato
gastrointestinal
Diflubenzuron |Reguladores de P6 molhavel |Inibidor da sintese  |Boa atividade residual, alta
crescimento de de quitina margem de segurancga /
Novaluron insetos - RCI Concentrado afetam organismos néo-
emulsionavel alvo
Methoprene Atuam sobre o
desenvolvimento
Pyriproxyfen Granulado do inseto, inibindo
a emergéncia do
adulto
Chlorpyrifos Organofosforados |Concentrado |Inibi¢&o da Acdo répida, baixo custo,
emulsiondvel |Acetilcolinesterase |biodegradavel, ndo

Fenthion

(AChE), envolvida
na regulacéo da
transmissao

nervosa

acumulam nos tecidos /
polui¢do ambiental, riscos
a saude humana, inducéo
de resisténcia,

instabilidade quimica

Fonte: DI MARTINO et al (2012)
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3. INATIVACAO FOTODINAMICA

3.1. Principios basicos da inativagdo fotodinamica e fotossensibilizadores

A terapia fotodindmica (TFD) (ou em inglés Photodynamic Therapy - PDT), é
uma modalidade terapéutica muito utilizada no tratamento de tumores cutaneos do tipo
ndo-melanoma.’® ™ Além do tratamento de lesdes tumorais, a TFD possui um amplo
espectro de aplicacGes na area da salde e na area ambiental, envolvendo tratamentos
estéticos, antimicrobianos (inativacdo de fungos, bactérias e virus), tratamento de
doencas ndo-oncoldgicas, desinfeccdo de agua, controle de vetores e pragas, eliminacdo
de agentes patogénicos de origem alimentar, entre muitas outras aplicacdes.*> Na
literatura, sdo muitos os termos utilizados na descricdo da TFD, no entanto quando a
mesma esta voltada para o controle de organismos ou microrganismos transmissores de
doencas o melhor termo seria Inativacdo Fotodindmica (IFD), como é o caso deste
trabalho."

A IFD é uma técnica que emprega a combinacao de uma fonte de luz visivel (com
comprimento de onda especifico), um composto quimico intermediario, conhecido
como fotossensibilizador (FS) e um agente oxidante (oxigénio molecular), para a
destruicio de um alvo biolégico.”® Quando um FS absorve um féton de luz, a molécula
passa do estado singleto fundamental (Sp) para um estado excitado singleto (S,),
podendo entdo retornar ao seu estado inicial emitindo fluorescéncia, que pode ser
utilizada para o diagnéstico, ou passar para o estado tripleto (T;), de menor energia,
através do cruzamento intersistema (ISC). Como o tempo de vida do estado tripleto é
relativamente longo (10 a 10 segundos), o fotossensibilizador podera interagir com
moléculas vizinhas através de duas reacdes: reacdo tipo | e reagao tipo I1.2% "

A reacdo do tipo | acontece quando o FS excitado interage com as moléculas
vizinhas, preferencialmente com O, removendo hidrogénio do substrato bioldgico
(fosfolipideos, colesterol, proteinas) ou através de transferéncia direta de elétrons,
levando a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS ou ROS, do inglés reactive
oxygen species) na forma de radicais livres, como perdxido de hidrogénio (H,0O,),
radical anion superéxido (02") e hidroxilas (OH). Essas EROS sédo capazes de oxidar
vérios alvos bioldgicos, levando a destruicéo de tecidos vivos.’*

Nas reacfes do tipo Il, o FS (no estado tripleto) ird reagir com o oxigénio

molecular, cujo estado fundamental também é o tripleto (°0,), transformando-o em
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oxigénio singleto excitado (*O,), altamente oxidante. O oxigénio singleto podera causar
entdo danos irreversiveis em proteinas, lipideos e &cidos nucleicos. Os dois tipos de
reacfes podem ocorrer concomitantemente, no entanto o tipo Il é muitas vezes
predominante com a utilizacdo de FSs derivados de hematoporfirina (HP).”

A IFD ¢ caracterizada pelo acumulo de um FS no interior de um
organismo/microrganismo alvo, onde posteriormente o composto serd ativado por
pequenas doses de luz visivel num comprimento de onda especifico, ocasionando
reacOes fotoquimicas. Como ja dito, é a partir destas reacdes que ird ocorrer trocas de
energia entre as moléculas de oxigénio, ocorrendo formas toxicas que serdo capazes de
oxidar substratos bioldgicos e consequentemente, levar a morte do organismo em
questdo. Para cada tipo de aplicacdo da TFD/IFD parametros como, tempo de
incubacdo, a espécie quimica do FS e o tempo de exposicdo a luz precisam ser muito
bem avaliados.

As primeiras observagdes dos efeitos fotodindmicos vieram de Oscar Raab e
Herman von Tappeiner no século XX em Munique, os quais relataram a morte de um
protozoario (Paramecium caudatum) ap0s exposicdo a luz na presenca de um corante, a
acridina, sendo o mesmo inofensivo quando as amostras eram deixadas no escuro. A
modificagdo do corante pela incidéncia de luz permitiu entdo a identificacdo de um
“fotossensibilizador”. Anos mais tarde, os pesquisadores avaliaram estes efeitos e
conseguiram ampliar 0s conhecimentos a respeito da técnica, tendo como relato
importante a necessidade do envolvimento de oxigénio para que as reacOes
fotodindmicas ocorressem. Subsequentemente, relataram suas experiéncias utilizando
TFD no tratamento de tumores cutaneos e dermatoses (lGpus vulgaris) com a aplicacao
da eosina como FS e luz artificial.””

Com a descoberta de um amplo espectro de FSs, cada qual com uma caracteristica
quimica especifica e capacidade de se ligar a uma variedade de moléculas e substratos,
permitiram a expansdo da TFD tanto em areas clinicas como nédo clinicas, podemos
citar, por exemplo, a utilizagdo desses compostos na area da microbiologia. Em estudos
de inativacdo bacteriana, descobriu-se que um FS catibnico poderia eliminar bactérias
Gram-negativas, dispensando a utilizacéo de agentes permeabilizantes.”® &

O tipo de FS que sera utilizado para o controle desses microrganismos ira
depender da caracteristica estrutural das paredes celulares bacterianas, bactérias Gram-
positivas, por exemplo, possuem em sua constituicdo &cidos lipoteicoicos e teicdicos

organizados em camadas de peptidoglicano que conferem certa porosidade, entio
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facilitam a entrada do FS nessas células. Em contrapartida, bactérias Gram-negativas,
possuem estruturas que impedem a entrada de antimicrobianos na célula, criando uma
barreira impermeével e dificultando a acdo destas substancias. Um FS que apresente
cargas positivas poderd ancorar-se nas paredes bacterianas através de interacdes
eletrostéticas, permitindo melhor internalizagéo.?® &

Hoje, sabemos que os FSs foram divididos em trés categorias, sendo os de
primeira geracao, incluindo as porfirinas e seus derivados, 0s de segunda geracdo, sendo
os derivados de clorinas, ftalocianinas e corantes e os de terceira geracdo, que S0 0S
FSs associados a conjugados. A primeira geracdo de FSs envolvem principalmente os
derivados de hematoporfirina (do inglés, hematoporphyrin derivative), entre os quais
podemos citar o Photofrin®, de origem americana, Photosan®, de origem alemi e o
Photogem®, de origem russa. Esses compostos sdo diferenciados de acordo com sua
estrutura, podendo ser uma mistura de mondémeros, dimeros e oligdmeros, apresentando
até oito unidades com ligagdes do tipo éter e éster. Os FSs de primeira geracdo sao
obtidos através da tecnologia original de desfibrilacdo do sangue de animais e humanos,
a partir da protoporfirina IX (HpIX) existente na circulacdo sanguinea. Em particular, o
Photogem® e o Photofrin® sdo semelhantes quanto as suas caracteristicas quimicas,
fisicas e diagndsticas e apresentam uma banda de absorcéo intensa na regido do 400 nm
— Banda de Soret.”” 8483

Com relacdo a segunda geracdo de FSs podemos citar compostos estruturalmente
semelhantes as porfirinas, divididos em diferentes classes: ftalocianinas e
naftalocianinas, b) clorinas e bacterioclorinas, c) purpurinas e corantes tais como
acridinas, eosinas, curcuminas e outros. Dentro das clorinas, os FSs disponiveis
atualmente sdo: Photoditazine, Apoptosin, Photolon, Verteporfin, Foscan ou
Temoporfin, MACE, Radachlorin e Purlytin. A terceira geragédo de FSs consiste na
vetorizagcdo desses compostos, permitindo maior seletividade ao antigeno presente em
ceélulas tumorais ou a microrganismos alvos. Esses métodos de vetorizagdo consistem
no emprego de nanoparticulas e/ou microesferas em proteinas especificas ou anticorpos
monoclonais. 34 &

A seletividade e distribuicdo dos FSs nas células podem variar muito de acordo
com varios fatores, tais como 0s mecanismos de entrada e saida do composto da celula,
0 comportamento quimico do FS, sendo estes hidrofilicos, anfifilicos (no caso do
Photogem® empregado neste estudo), hidrofébicos (como o caso da clrcuma) e quanto

ao tipo e numero de cargas envolvidas, podendo ser anidnicas, catidnicas ou neutras. A
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localizagdo desses FSs no interior das células ou em superficies celulares pode nos dizer
também a respeito do tipo de morte celular que ir4 ser gerada (apoptose ou necrose).’”
84, 86

Dentro desta tematica, vale ressaltar a importancia de um FS possuir afinidades
com meios hidrofobicos, a fim de apresentar boa permeabilidade na membrana
plasmaética. Portanto, moléculas anfifilicas, cuja polaridade possa ser alterada através da
engenharia molecular sdo bons candidatos & aplicagdo da TFD/IFD. ®

Outras propriedades também podem ser levadas em consideracdo para que esses
FSs atuem como bons agentes terapéuticos, tais caracteristicas consistem em: alta
solubilidade (preferencialmente em agua), ter um alvo celular conhecido, apresentar
facilidade para transporte ativo ou passivo, ter alto rendimento quéntico nos estados
tripleto e singleto (para a producdo de oxigénio singleto), ndo ser téxico em pequenas
concentracdes, ndo causar efeitos mutagénicos e carcinogénicos, ser metabolizado
rapidamente minimizando efeitos colaterais, facilidade de obteng&o em escala industrial

e apresentar um baixo custo de sintese.”” ®°

3.2. Photogem® e circuma

O Photogem® (Photogem, Moscou, RUssia) é um composto muito conhecido em
Terapia FotodinAmica para o tratamento do cancer (exibindo propriedades favoraveis,
tais como se acumular em tecidos tumorais) e inativacdo microbiana, apresentando
relatos em Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus (encontrados na dentina
cariada), Candida albicans, Candida glabrata (causadores da candidiase e resistentes ao
antifangico fluconazol), Staphylococcus aureus, Trichophyton Mentagrophytes (um dos
principais microrganismos encontrado em onicomicoses).®” O mesmo apresenta-se na
forma de um po violeta e e distribuido através de frascos esterilizados contendo 200g do
composto. O mesmo pode ser armazenado por até dois anos desde que sejam protegidos
da luz e estocados a uma temperatura de 2 a 8°C. 58 8% %0:91

O Photogem® é um derivado de hematoporfirina (composto isolado da
hemoglobina), e pode apresentar em sua estrutura uma mistura de dimeros, mondmeros
e oligbmeros, tendo sua formula generica representada por [CssH3sN4Og], e peso
molecular de 598 g/mol (mondmero) a 2920 g/mol (oligdmeros). Assim como os FSs de
primeira geracdo, o Photogem® apresenta um espectro de absorcdo com uma banda
caracteristica (banda de Soret) com méximo de absor¢do em torno de 400 nm e outras
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quatro bandas menores, denominadas “bandas-Q”, com maximos em torno de 510, 540,
570 e 620 nm (Figura 5). O espectro de fluorescéncia do Photogem® é caracterizado
por apresentar duas bandas de emissdo de fluorescéncia, uma em 611 nm, com intensa
emissdo e outra em 672 nm (Figura 6).%% %

Nos ultimos anos, as propriedades de FSs derivados de hematoporfirinas, como o
Photogem®, tém apresentando grande relevancia em aplicagbes envolvendo sistemas
biologicos. Além de serem totalmente desprovidos de toxicidade na auséncia de luz,
apresentam caracteristicas importantes como a capacidade de absorver quase todos 0s
comprimentos de onda do espectro solar (UV e visivel), bom rendimento quantico na

producdo de oxigénio singleto.*

Figura 5 - A: Espectro de absorcéo éptica do fotossensibilizador Photogem®, B:

Estrutura monomérica do Photogem®.
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Fonte: A: SOUZA (2015), B: TOMINAGA (2011)




Figura 6 - Espectro de fluorescéncia do fotossensibilizador Photogem®.
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A clrcuma, por sua vez, € um FS natural derivado do rizoma do Acafrdo-da-india
(Curcuma longa Linn). Na Asia é considerada uma especiaria de cor amarela muito
utilizada como aditivo alimentar, medicamento popular, conservante de alimentos e
corante téxtil. Nessa regido, seu uso é muito tradicional na area da medicina por possuir
propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes, quimiopreventivas e quimioterapicas.
Essas propriedades foram demonstradas ao longo dos anos com ensaios em cultivos
celulares e em modelos animais, abrindo caminhos para experimentagcbes em
humanos.”> * Na literatura hé relatos do seu uso na inativagdo de cepas meticilina
resistentes de Staphylococcus aureus, em espécies de fungo Candida, (causador da
candidiase), em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, na investigacdo da
atividade antibacteriana da Escherichia coli e Bacillus subtilis. Um trabalho recente
apresentou também os efeitos fotodindmicos da cdrcuma em Acanthamoeba polyphaga
(protozoario). 8% 94 96:96:97

A Curcuma longa é muito conhecida por ser uma planta da familia do gengibre
(Zingiberaceae) e por ser facilmente cultivada, ndo exigindo tratos culturais especificos,
podendo se desenvolver bem em regides tropicais (com altitudes que variam de 1500
metros acima do nivel do mar, sob condi¢fes de temperatura de 20 a 30°C). No Brasil, a
clrcuma se adaptou bem, sendo cultivada principalmente em regides como S&o Paulo,
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Mato Grosso e Goias, tendo uma produtividade nacional variando em torno de 12ton/ha.
No entanto, pode-se melhorar esse rendimento com estratégias de adubacéo que envolve
a aplicacdo de fdsforo, nitrogénio e potédssio (NPK). Pesquisas realizadas pela
Universidade Federal de Lavras mostraram que é possivel se obter 25ton/ha, utilizando
métodos especificos de cultivo.”

A curcumina, um dos pigmentos curcuminoides, foi isolada pela primeira vez em
1842 por Vogel e sua estrutura foi caracterizada por Lampe e Milobedeska em 1910. A
composicao quimica dos rizomas de curcuma pode variar de acordo com o tipo de solo
em que a planta esta inserida, que muitas vezes € influenciada pelo clima, adubacéo,
disponibilidade hidrica, época de colheita e tempo de armazenamento.” Os principais
ingredientes farmacologicamente importantes isolados dos rizomas e folhas de C. longa
sdo divididos em dois grupos: 0s pigmentos curcumindides (curcumina,
demetoxicurcumina e bis-demetoxicurcumina) e os 6leos essenciais. Os pigmentos
curcumindides possuem estruturas semelhantes, sendo que a curcumina apresenta dois
grupos metoxila, a demetoxicurcumina apresenta um e a bis-demetoxicurcumina é
desprovido de grupos metoxila (Figura 7). A concentracdo desses pigmentos nos
extratos de curcuma podem variar de 4 a 6 mg por 100g para curcumina, 4 a 3 para
demetoxicurcumina e de 3 a 2 para a bis-demetoxicurcumina. Os 6leos essenciais no
rizoma da cdrcuma variam de 2,5 a 7% e apresentam 0s principais compostos em sua
constituicdo: a-felandreno, p-felandreno, limoneno, linalol, ar-turmerond, zingibereno,

borneol e cineol 0% 10%: 102




Figura 7 - Estruturas quimicas dos curcumindides isolados do extrato de
Curcumina. longa disponivel comercialmente: 1: curcumina, 2: demetoxicurcumina e 3:

bis-demetoxicurcumina.
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Fonte: ALMEIDA (2006)

A clrcuma (mistura de pigmentos curcumindides ou a curcumina) apresenta um
pico maximo de absor¢cdo em torno de 420 nm (Figura 8), e uma emissdo de
fluorescéncia em torno 520 e 550 nm (Figura 9), dependendo do meio em que
estiverem essas bandas de absorcdo e fluorescéncia podem mudar. E um composto
considerado hidrofébico, insolivel em agua, podendo sofrer rapida degradacdo em
varias condi¢es. O avanco da aplicacdo da curcumina tem sofrido varios desafios
devido a sua instabilidade, principalmente em pH neutros e basicos e pela baixa
solubilidade apresentada em agua. Com isto, pesquisas tém sido desenvolvidas para
encontrar a melhor forma de dilui¢cdo da curcumina em solucdo aquosa com solubilidade

e estabilidade aceitaveis."* '
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Figura 8 - Espectro de absorcdo da curcumina e da mistura de pigmentos

curcumindides (curcumina, demetoxicurcumina e bis-demetoxicurcumina).
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Figura 9 - Espectro de fluorescéncia da curcumina e da mistura de pigmentos
curcuminoides (curcumina, demetoxicurcumina e bis-demetoxicurcumina).
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4. HISTORICO DA INATIVACAO FOTODINAMICA EM INSETOS
VETORES

Tendo em vista os problemas gerados pela utilizagdo indiscriminada dos
inseticidas convencionais, ocorreu a necessidade do desenvolvimento de novas
formulacdes ou estratégias que fossem mais seguras, tanto para 0 homem, quanto para o
meio ambiente. Os problemas ainda ultrapassam as questdes de seguranga, novas
formulagGes ou técnicas precisariam ser viaveis economicamente para suprir as
necessidades de varias regides afetadas por doencas vetoriais. *

A ideia em se utilizar FSs como fotoinseticidas ndo é nova, muito provavelmente
teria partido de um estudo realizado por Barbieri em 1928, que investigou os efeitos de
substancias fotossensiveis, como os derivados de xanteno, para a eliminacdo de larvas
do género Anopheles e Aedes.’® Na década de 80, alguns pesquisadores como Jori e
Ben Amor retomaram as pesquisas nesta area, sendo os pioneiros a utilizar derivados de
porfirinas como fotoinseticidas para o controle de insetos.** O carater anfifilico dessas
moléculas pode explicar o sucesso dos resultados obtidos nestes estudos, uma vez que
se ligam facilmente as membranas, permitindo sua acéo dentro das células. ‘®Além dos
derivados de porfirinas, como a clorofila, clorofilina e o feoforbideo, outros compostos
sintéticos e naturais (xantenos, tiofenos, fenotiazinas, acridinas, furocumarinas)
relataram ser bem sucedidos contra uma variedade de insetos nocivos, incluindo
algumas espécies de moscas.®®Essas moléculas possuem vantagens sobre os inseticidas
atuais, por serem altamente eficazes, seguros e por ndo apresentarem acdes
mutagénicas, além de serem rapidamente degradados & medida que séo expostos a luz.**

De acordo com Alves et al (2014), os estudos encontrados na literatura que
envolvem reacdes fotodindmicas no controle de insetos ou pragas séo realizados da
seguinte maneira: a) as larvas séo colocadas em contato com o FS na sua forma pura ou
associado a outros compostos que irdo potencializar a sua internalizacdo, b) apos a
aplicacdo do FS nos criadouros (condigfes de campo) ou nas bandejas de criagéo
(laboratdrio) é necessario um periodo de incubagdo no escuro para que as larvas possam
ingerir e acumular uma taxa conveniente do FS no seu canal alimentar, ¢) as amostras
sdo entdo irradiadas com fontes de luz, tanto natural (solar) como artificial (lampadas e
outras), calculando por fim a porcentagem de mortalidade larval ou, em alguns casos, a
dose de FS letal mediana (LC50), ou seja, a dose necessaria de uma dada substancia ou
tipo de radiacdo para matar 50% das larvas (Figura 10).*> Alguns trabalhos também




47 |

costumam analisar o local anatdmico que esses FSs ficam preferencialmente
acumulados, a quantidade de FS que foi absorvido pelo organismo e o tempo de

permanéncia no canal alimentar até serem liberados por excregdo.*!: 1% 107

Figura 10 - llustracdo esquematica da aplicacdo de IFD em insetos transmissores
de doencas. Os recipientes contendo larvas recebem o FS (pontos vermelhos) que
posteriormente é ingerido por esses organismos (larvas em vermelho). Apos a ingestao
do FS, as larvas sdo irradiadas com luz solar ou luz artificial para que ocorra o inicio das

reacOes fotodinamicas, induzindo desta forma a mortalidade larval.

Fonte: SOUZA (2015)

Até hoje, o papel dessas substancias (FSs), tém sido investigado como potenciais
sucessores de inseticidas convencionais, para o controle integrado e sustentavel de
pragas, que induzem danos significativos as culturas agricolas, e para o combate de
mosquitos vetores, como o0 Aedes (dengue, febre amarela, chikungunya), Anopheles
(maléria), Culex (febre amarela).*

Karunaratne et al (2004) investigou os efeitos fotodinamicos de dois derivados de
porfirinas (protoporfirina dimetil-éster, hematoporfirina dimetil-éster) contra o segundo

estagio de larvas do Aedes aegypti.”® Em condicées de laboratério, as larvas foram




| 48

colocadas em contato com as solugdes de FSs e em seguidas expostas a luz solar difusa.
Nas duas condigdes foi possivel observar efeitos fotodindmicos potentes contra esses
organismos, obtendo-se mortalidade de 90% e 85% em 24 horas de iluminacéo,
utilizando hematoporfirina dimetil-éster e protoporfirina dimetil-éster, respectivamente.
Em contrapartida, larvas de estagios avancados por apresentaram cuticula corporal mais
espessa, apresentaram menor susceptibilidade & acdo desses FSs, mostrando que essa
condicéo e a cor do tegumento do inseto podem interferir nos resultados de inativagao
fotodinamica.'®

A mortalidade larval induzida por luz na presenca de FSs também foi avaliada em
larvas de quarto estagio do Aedes aegypti, Anopheles stephensi e Culex
quinquefasciatus por Dondji et al (2005).}” Os FSs utilizados foram: o xanteno (rosa
bengala), clorina (e6) e também derivados de porfirinas como cloroquinolina, tetrafenil
propioamido porfirina, tetrafenil porfirina tetrasulfato e hematoporfirina (HP). A
fotoexcitacdo dos FSs foi realizada através de duas lampadas de tungsténio (500W) e as
amostras foram distribuidas uniformemente & uma distancia de 30 cm da fonte de luz.
Os resultados preliminares mostraram melhor efeito fotodindmico induzido pelo corante
rosa bengala nas trés espécies estudadas e em comparacdo aos demais FSs foi o que
apresentou maior efeito letal em baixas concentragdes. Em larvas de Aedes aegypti 0
unico FS eficaz entre os derivados de porfirina foi a hematoporfirina (HP). Em 72 horas
de exposicdo a luz, foi observada uma mortalidade de 100%, 80% e 70%
correspondente aos FSs rosa bengala, hematoporfirina e clorina 6.’

Lucantoni et al (2011) estudou uma porfirina catidnica denominada C14 como um
agente fotossensibilizador contra larvas de Aedes aegypti.?*® Além de mostrar o potencial
fotolarvicida desta molécula, o trabalho trouxe uma nova abordagem para a aplicacdo
do FS. O autor supracitado utilizou ragdes de roedores (alimentos que sdo comumente
utilizados na alimentacéo de larvas criadas em laboratorio) associadas a porfirina C14
para promover uma internalizacao rapida e seletiva dessa formulagdo pelos organismos.

Inicialmente as ra¢Ges foram trituradas e peneiradas apresentando particulas com
didmetros entre 50-500 um e a seguir foram incubadas em soluc¢Ges de porfirina C14 a
uma concentracdo de 5 uM. Apds uma pré - incubacdo das larvas com a formulacéo, as
amostras foram iluminadas com lampadas fluorescentes com emisséo entre 400-800 nm
e com fluéncia variando de 1,0 a 4,0 mW/cm?, dependendo da regido analisada. Essas
condigdes apresentaram alta eficiéncia na fotoinativacdo desses organismos, levando a

uma mortalidade de 92%, ap6s um periodo de 3 horas de iluminag&o.®
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Ao longo dos anos outros compostos, também conhecidos na literatura como FSs,
apresentando relevancia em outras areas de aplicacdo, foram estudados contra larvas de
mosquito, como a curcuma. No entanto, até 0 momento essa substancia foi apresentada
unicamente como um larvicida, ndo havendo uma discussdo clara a respeito do
envolvimento da luz na mortalidade desses organismos.

Sagnou et al (2012) estudou os trés pigmentos curcumindides isolados a partir da
Curcuma longa: curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina. Esses
compostos foram extraidos e separados de um extrato de acafrdo disponivel
comercialmente. Os efeitos larvicidas destas substancias foram testadas contra larvas do
Culex pippiens e os resultados exibiram alta atividade larvicida com valores de LC50 de
19,07 mg/L e LC90 de 61,63 mg/L em larvas tratadas com a curcumina. Os outros
pigmentos curcuminoides ndo foram tdo eficientes, apresentando valores de LC50
superior a 150 mg/L.*®

Os oOleos essenciais de C. longa também foram avaliados como possiveis
larvicidas por Kalaivani et al (2012), em larvas de Aede aegypti, apresentando valores
de LC50 e LC90 de 115,6 e 193,3 ppm, respectivamente. As larvas de primeiros
estagios foram mais susceptiveis a acdo dos 6leos essenciais que os ultimos estagios e
pupas tratadas. %

Além dos derivados naturais extraidos diretamente da raiz do acafrdo-da-terra,
Anstrom et al (2012) testou analogos sintéticos de curcumina contra larvas de Aedes
aegypti no quarto estadgio de vida. Em condicdes de laboratério, as larvas foram
mantidas em solucBes de curcumina com fotoperiodo de 16/8 horas luz/escuro, até que
se atingisse mortalidade relevante. Os resultados mostraram LC50 entre 17 e 28 uM,
comprovando a eficacia dessas substancias como larvicidas. Outro ponto importante
levantado pelo autor neste estudo foi que esses insetos ndo apresentam uma via
enzimatica de sintese do colesterol, no entanto o organismo precisa obter esse
ingrediente vital diretamente da sua dieta alimentar. O colesterol por ser uma molécula
altamente hidrofdbica, sua absorgdo no intestino médio requer o auxilio de uma proteina
de transporte. Com base nisto, muitos inseticidas ttm como mecanismo de acao inibir o
transporte de colesterol que é mediado por essas proteinas. Assim, alguns analogos de
curcumina foram testados com a finalidade de avaliar sua habilidade de inibir a
absorcéo do colesterol, porém ficou constatado que este ndo € unicamente o principal
motivo da toxicidade desses compostos em larvas de mosquitos, outros mecanismos

também resultam em mortalidade larval. Os analogos de curcumina sdo moléculas




| 50

faceis de serem sintetizadas e podem apresentar uma grande variedade quimica, sendo
uma fonte para futuros larvicidas.!'

Os pigmentos curcumindides e Oleos essenciais da curcuma, além de serem
larvicidas naturais, apresentam uma série de atividades contra insetos, como por
exemplo, podem atuar como repelentes no momento da oviposicdo de fémeas, uma vez
que essas substancias estejam inseridas nos criadouros, possuem elevada agdo ovicida,
impedindo a eclosdo dos ovos, e também auxiliam na reducdo do inchaco e de reacGes

alérgicas provocadas pela picada desses organismos. 1 114112 113
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S. OBJETIVOS

Avaliar a mortalidade provocada por duas diferentes classes de
fotossensibilizadores (Photogem® e clircuma) em larvas de Aedes aegypti, em diferentes

condicdes de entrega do fotossensibilizador e de iluminacao.

Acompanhar a fotodegradacdo do Photogem® e da clrcuma expostos a duas
fontes distintas de luz (Iampada fluorescente e luz solar) através da analise de espectros

de absorcéo dptica.

Investigar o local de acumulacdo/atuacdo dos fotossensibilizadores, através de

imagens de fluorescéncia por meio da microscopia confocal.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Criagdo e manutengéo das larvas

Neste estudo foram utilizadas cartelas com ovos do Aedes aegypti provenientes do
laboratorio Bioagri (Mérieux NutriSciences, Charqueada-SP, Brasil). Os ensaios foram
conduzidos no laboratério de Biofotdnica do Instituto de Fisica de Sdo Carlos (USP) em
parceria com o Departamento de Hidraulica e Saneamento da Universidade de Sao
Paulo (EESC).

As desovas do Aedes aegypti foram mantidas em bandejas plésticas contendo 4
litros de &gua e fotoperiodo de 12 horas. Apds a eclosdo das larvas pode-se observar a
passagem de instar (estagio de vida) a cada dois dias, onde se retirava 0 exoesqueleto de
quitina (exdvias) e anotavam-se as ecdises. As larvas foram alimentadas diariamente
com ragdo AlconBASIC® MEP 200 Complex (Alcon, Santa Catarina, Brasil) até que
atingissem o 2° ou 3° estagio de desenvolvimento, quando entdo eram transferidas para
recipientes plasticos menores (volume maximo de 50 mL) para os ensaios de inativacao

fotodinamica.

6.2. Fotossensibilizadores

Duas classes de FSs foram empregadas neste trabalho: um derivado de
hemaporfirina (Photogem®) e a ctrcuma. O primeiro estudo de inativago fotodindmica
foi realizado com o FS Photogem®, adquirido através da empresa Photogem (Moscou,
Rassia) e aprovado pelo Ministry of Public Health Service and Medical Industry of
Russian Federation. SolucGes estoque de 5 mg/mL (p/v) foram preparadas em agua
destilada e estocadas a 4° C até 0 momento da sua utilizacao.

No estudo com a cdrcuma, utilizaram-se trés variacbes moleculares deste
composto: 1) mistura de pigmentos curcumindides (curcumina, demetoxicurcumina e
bis-demetoxicurcumina), que neste trabalho foi designada como curcuma natural (CN)
2) curcumina (C) e 3) uma mistura solida de curcumina com sacarose (CS). A circuma
natural proveniente da empresa PDTPharma Ltda., Cravinhos-SP, Brasil, consiste em
uma mistura de curcumindides (curcumina, demetoxicurcumina e  bis-
demetoxicurcumina) e apresenta em sua composi¢do 53,4% de curcumina e 46,6% dos

curcumindides demetoxicurcumina e bis-demetoxicurcumina. A curcumina foi
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sintetizada pelo Laboratério de Quimica Bio-organica (Departamento de Quimica) da
Universidade Federal de S&o Carlos e possui em sua composi¢cdo 100% deste pigmento
curcuminoide. As trés variagdes moleculares de circuma foram obtidas na forma de um
p6 amarelado (curcumina e curcumina em sacarose) e avermelhado (curcuma natural),
cuja solubilidade é alcancada com a utilizacdo de solventes organicos como 0 DMSO
(dimetilsulféxido) e o etanol. Na tentativa de minimizar os efeitos toxicos provocados
por solventes organicos e de melhorar as caracteristicas de solubilidade da curcumina
em agua, incorporou-se o0 insumo em sacarose obtendo-se a terceira variacdo molecular
de curcuma. Essa nova formulacéo foi cedida pelo Prof. Dr. Kleber Thiago de Oliveira,
também do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Séo Carlos. As trés
variacfes de curcuma partiram de solucGes estoques na concentracdo de 1,5 mg/mL
(p/v), onde diluiu-se o p6 amarelado na mistura de alcool (99,9%) e DMSO (0,1%),
com excecdo da curcumina em sacarose (CS) que foi diluida diretamente em agua
destilada. Ap6s o preparo das solugdes estoque, as mesmas foram levadas para
ultrassom com temperatura a 60° C, por aproximadamente 30 minutos, com o intuito de
se obter melhor solubilidade dessas substancias. Na realizacdo dos ensaios, as solugdes
estoques foram diluidas em recipientes com larvas, contendo 30 mL de agua declorada,

obtendo-se desta forma as concentragdes utilizadas nos estudos de IFD (Tabela 1).

Tabela 1 - Fotossensibilizadores utilizados no estudo de inativacao fotodindmica

e suas respectivas concentragdes.

Fotossensibilizadores Concentragdes (pg/mL)
Photogem® 10; 20; 40; 60; 80
Cuarcuma natural (CN) 5; 10; 15; 20; 25
Curcumina (C) 5; 10; 15; 20; 25
Mistura curcumina + Sacarose (CS) 5; 10; 15; 20; 25

6.3. Fontes de luz

Para a realizagdo da IFD em larvas do Aedes aegypti foram utilizadas duas fontes
de iluminagdo, uma artificial e outra natural. A iluminacdo natural aconteceu nas areas
externas do Instituto de Fisica de Sdo Carlos (USP, Sdo Carlos, SP, Brasil), onde os
recipientes plasticos (transparentes) foram distribuidos de forma a receberam luz solar

constantemente. Ja o0s experimentos utilizando iluminacdo artificial, utilizamos
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lampadas tubulares fluorescentes da Sylvania (18 W). Os espectros de irradiancia, tanto
da lampada como do Sol foram obtidos através de espectroradiémetro calibrado Ocean
Optics USB 2000 UV-VIS (Ocean Optics, USA), cujos espectros estdo apresentados na
Figura 11 e na Figura 12. As medidas de irradiancia na luz solar foram realizadas em
quatro horérios diferentes ao longo do dia (09h40, 10h10, 12h40 e 17h40), sendo a fibra

do radidmetro posicionada a 90° da superficie terrestre.

Figura 11 - Espectro de irradiancia da lampada fluorescente (Sylvania — 18 W).
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Figura 12 - Espectro de irradiancia da luz solar em uma das condicdes

experimentais.
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6.4. Primeira etapa dos estudos de Inativacdo Fotodinamica:

fotossensibilizadores aplicados diretamente em meio aquoso

Os estudos de mortalidade deste trabalho foram divididos em duas etapas,
empregando-se duas abordagens para a aplicacdo dos FSs nos ensaios de IFD em larvas
do Aedes aegypti. i) na primeira etapa, os FSs, tanto o Photogem® como a clircuma, nas
trés variagdes moleculares (CN, C e CS), foram dispersos na forma de solugdo nos
recipientes plasticos contendo as larvas, onde em alguns estudos, apos a aplicacdo dos
FSs, as larvas receberam dois diferentes tipos de racdo, com o intuito de avaliar a
influéncia de um género alimenticio especifico na mortalidade larval. ii) na segunda
etapa, os FSs derivados da cdrcuma, foram disponibilizados as larvas na forma de um
po liofilizado, preparado juntamente com os aditivos alimentares citados acima. O
ultimo estudo teve como objetivo otimizar a internalizacdo dos FSs em larvas, e
também eliminar a aplicacdo do FS na forma de solucéo, para desta forma, melhorar a
seletividade desses compostos, tornando-os mais especificos para larvas de insetos em

futuras aplicacdes.

6.4.1. Mortalidade de larvas do Aedes aegypti: iluminacéo artificial

A fim de determinar a melhor condicdo experimental para a reducdo da
sobrevivéncia das larvas do Aedes aegypti e verificar a influéncia de dois diferentes
géneros alimenticios nas porcentagens de mortalidade, foram realizados estudos piloto,
onde o Photogem® foi aplicado em solugdo nos recipientes com as larvas, que
posteriormente receberam dois tipos especificos de racdo, uma para peixes, denominada
ragdo “A”, da Alcon, Santa Catarina, Brasil, contendo cerca de 44% de proteinas, 5% de
gordura, 5% de carboidratos, minerais e vitaminas, e outra para gatos, ra¢ao “B”, da
marca Magnus Cat Premium, Mix Sabores Filhotes (Adimax, S&o Paulo, Brasil),
contendo 34% de proteinas, 10% de gordura, 3,5% de carboidratos, minerais e
vitaminas. As racdes (A e B) foram trituradas em finas particulas com o auxilio de gral
e pistilo e pesadas em lotes de 0,100g. Para cada condicdo experimental, todas em
triplicatas, foram utilizados recipientes plasticos transparentes contendo 30 mL de agua
declorada (pH proximo a 7), com 30 larvas por recipiente, entre 0 segundo e terceiro
estagio de vida. Para cada recipiente, as larvas receberam ragdo “A” ou “B” e foram

expostas a uma concentracao inicial de 40 pg/mL de Photogem®. As larvas ficaram no
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escuro em contato com o FS e com as rac¢Ges durante 12 horas antes de serem colocadas
a luz, neste caso utilizaram-se as ldmpadas fluorescentes para a irradiagdo das amostras.
Os recipientes foram distribuidos aleatoriamente e alinhados a 20 cm de distancia da
lampada de maneira a garantir uniformidade na distribuicdo de luz. Controles onde as
larvas ficaram expostas somente a luz, também foram avaliados na presenca das racoes
(sem os FSs).

Apos determinar as melhores condi¢cBes de mortalidade larval, cujos resultados
vieram atraves da utilizacdo da racdo A, novos experimentos foram realizados
utilizando a metodologia supracitada. As larvas foram entdo, alimentadas unicamente
com ragdo A e expostas a novas concentragdes de Photogem® de 10 20, 40, 60 e 80
pg/mL e de cdrcuma (CN, C e CS) de 5, 10, 15, 20 e 25 pg/mL. As leituras de
mortalidade aconteceram em intervalos regulares de tempo até que se atingisse 100% de
mortalidade larval. A fim de avaliar a toxicidade da sacarose isolada e a atividade dos
FSs na auséncia de luz, grupos controles foram mantidos durante todo o periodo do

experimento.

6.4.2. Mortalidade de larvas do Aedes aegypti: iluminacdo natural

Nesta secdo, os estudos realizados com o Photogem®, prop6s avaliar os efeitos
fotodindmicos deste FS em duas condi¢bes de iluminacdo solar. As larvas foram
divididas em dois grupos (Grupo 1 e Grupo 2), ambos em triplicatas, onde receberam
trés concentracdes do Photogem®: 20, 40, e 80 pg/mL. O preparo das amostras foi
realizado um dia antes da exposicao solar, onde as larvas receberam unicamente ragdo A
e as concentracfes do FS, permanecendo no escuro por um periodo de incubacdo de 12
horas. Os recipientes com as larvas foram distribuidos nas areas externas do Instituto de
Fisica de Séo Carlos em torno das 9 horas e 40 minutos da manh& e recolhidos as 17
horas e 40 minutos da tarde. Os grupos que ndo apresentaram mortalidade satisfatoria,
superior a 80%, eram deixados no escuro até a manhd seguinte, retornando ao Sol até
que atingissem alta mortalidade.

A irradiacdo das amostras aconteceu em dois diferentes periodos do ano,
denominados no estudo de periodo 1, referente a dezembro, e periodo 2, referente a
junho. Esses periodos apresentaram acentuadas variacdes climaticas, sendo os dias do
periodo 1, com altas intensidades luminosas, e os dias do periodo 2 com baixas
intensidades luminosas. Desta forma, o Grupo 1, foi submetido as condigdes de




57 |

iluminacdo do periodo 1, atingindo alta mortalidade em um dia de experimento (dia 1),

e 0 Grupo 2, as condi¢bes do periodo 2, atingindo altos valores de mortalidade em trés

dias de experimento (dia 1, dia 2 e dia 3). Os espectros de irradiancia solar foram

monitorados ao longo dos dias de iluminacdo, utilizando espectroradidmetro, para a

obtencdo das intensidades luminosas. As intensidades luminosas referentes aos dias de

experimentos estéo representadas na Tabela 2 e Tabela 3.

Tabela 2 - Medidas de intensidade referentes ao dia 1 de iluminacao do periodo 1

dos experimentos de mortalidade utilizando o Photogem® nos estudos de IFD. Essas

condigdes de iluminacdo foram aplicadas ao Grupo 1.

Horérios de medida (dia 1)

Intensidades (mW/cm?)

09h40
10h10
12h40
17h40

30+5
60+5
45+5
40+5

Tabela 3 - Medidas de intensidade referentes aos dias (dia 1, dia 2 e dia 3) de

iluminacao do periodo 2 dos experimentos de mortalidade utilizando o Photogem® nos

estudos de IFD. Essas condicGes de iluminacdo foram aplicadas ao Grupo 2.

Horéarios de medida

Intensidades (mW/cm?)

(dia 1)

(dia 2)

(dia 3)

09h40
10h10
12h40
17h40
09h40
10h10
12h40
17h40
09h40
10h10
12h40
17h40

7%2
8+5
20+5
5+2
8+5
8+5
15+5
7%5
5+2
8+5
19+5
7%5
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O periodo 2 por apresentar baixas intensidades luminosas foi escolhido
propositalmente para o este estudo para simular criadouros de larvas localizados em
regibes que recebem pouca entrega de luz, pois sabe-se que fémeas do Aedes aegypti
procuram locais com menor intensidade de luz para a realizacdo da postura dos ovos.
Em contrapartida, ndo podemos deixar de mencionar a relevancia das condicGes
apresentadas no periodo 1, visto que hoje, muitos estudos demonstram a existéncia de
criadouros de larvas do Aedes aegypti expostos a altas intensidades de luz solar.

Com o estabelecimento das melhores condi¢bes de luz para que a mortalidade
larval ocorresse num periodo de tempo mais curto, e visto que os melhores resultados
foram alcancados através das condi¢fes de iluminacdo do periodo 1, as mesmas
variaveis foram aplicadas para as trés composicGes de curcuma (CN, C e CS), nas
seguintes concentrac@es: 5, 10, 15, 20 e 25 pg/mL.

Vale ressaltar que todos os resultados apresentados nesta se¢do foram comparados
a grupos controle submetidos ao mesmo protocolo de tratamento, exceto com a presenca

de FS em condigGes de iluminacéo.
6.4.3. Estudo de fotodegradacao dos fotossensibilizadores

De acordo com a literatura, a maior parte dos FSs sofre fotodegradacdo a medida
que sdo expostos a luz. Com isso, 0s experimentos desta secdo tiveram como objetivo
avaliar o tempo de permanéncia do Photogem® e das trés composicées de clrcuma, em
solucdo, apds exposicdo a duas fontes de luz: natural e artificial (lampadas
fluorescentes). Para isto, solugbes de 3 mL dos FSs foram preparadas partindo das
solucdes estoques do Photogem® (5 mg/mL) e das trés composicdes de clrcuma (1,5
mg/mL), obtendo-se concentracBes de 20 e 25 pg/mL. ApOs 0 Seu preparo, essas
solugdes foram transferidas para cubetas plasticas e vedadas com papel filme (PVC), a
fim de evitar a evaporagdo do liquido ao decorrer do experimento. Para avaliar a
fotodegradagdo dos FSs ao longo do tempo, medidas de absorcdo Optica foram
realizadas com o auxilio de espectrofotobmetro Cary UV-VIS (Varian, Australia) nos
intervalos de tempo apresentados na Tabela 4. Muitos dos intervalos de tempo
escolhidos para as medidas de absorcao optica de fotodegradacdo foram 0s mesmos em
que se realizou a verificagdo da mortalidade larval durante exposicdo a luz
solar/lampada. Os espectros foram monitorados numa faixa de 300-700 nm e as

medidas realizadas em cubetas de quartzo.
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Tabela 4 - Intervalos de tempo para a realizacdo das medidas de absorcéo dptica e
concentracdes utilizadas para a fotodegradacéo do Photogem® e das composicdes de
carcuma (CN, C e CS).

Fotossensibilizadores Concentracoes Intervalos de medidas apds inicio de
(Hg/mL) exposicao solar / lampada (horas)
Photogem® 20 12; 24; 36; 48 / 12; 24; 36; 48; 72
Curcuma natural (CN) 25 0,5;3;8/0,5; 3; 8; 24, 48; 72
Curcumina (C) 25 0,5;3;8/0,5; 3; 8; 24, 48; 72
Mistura Curcumina + 25 0,5; 3;8/0,5; 3; 8; 24; 48; 72
Sacarose (CS)

6.4.4. Microscopia confocal de fluorescéncia

Para verificar o local anatdmico de atuacdo e acumulagdo dos FSs em larvas do
Aedes aegypti, imagens de fluorescéncia foram realizadas por meio de Microscopio
Confocal de Fluorescéncia invertido da Zeiss - LSM780 (Zeiss, Jena, Alemanha), com
excitacdo em 405 nm para o Photogem® e 450 nm para as composicdes de clrcuma. As
larvas ficaram em contato por 12 horas no escuro com os FSs, sendo utilizada a
concentracdo de 80 pg/mL para o Photogem® e 25 pg/mL para CN, C e CS. Ap6s o
periodo de incubacdo, as larvas foram lavadas com agua destilada para retirar 0 excesso
dos FSs, e em seguida foram transferidas para laminulas de microscopio para anélise,

imediatamente ap6s o periodo de incubacdo.

6.5. Segunda etapa dos estudos de Inativacdo Fotodindmica: incorporacgdo da

curcuma (CN, C e CS) em racéo, obtendo-se um po liofilizado

Com o objetivo de melhorar a internalizacdo dos FSs em larvas do Aedes aegypti
e, ainda, proporcionar maior seletividade as larvas em condicfes reais, optou-se pelo
desenvolvimento de um produto, na forma de um po liofilizado, contendo trés
composicdes de curcuma incorporadas em iscas (ragcdes). A motivacdo em se utilizar
exclusivamente a cdrcuma neste estudo partiu desses compostos possuirem uma alta
acao larvicida contra um amplo espectro de insetos nocivos, tendo suas propriedades
potencializadas pela aplicacdo da luz, além de ser uma substancia de facil obtencdo de

baixo custo.
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6.5.1. Preparo das racdes liofilizadas e mortalidade larval

As racOes foram trituradas utilizando gral e pistilo, até a obtencdo de finas
particulas. Para cada tipo de racdo (racdo A e racdo B), as particulas foram separadas
em lotes de 1g, e a seguir cada lote recebeu 2 mL de solucdo estoque das trés
composig¢des de cdrcuma a 1,5 mg/mL, obtendo-se uma pasta homogénea de coloracao
amarelada. A mistura das particulas de racdo e os FSs foram levados para congelamento
em freezer a -80 ° C por um periodo de 24 horas, onde a seguir foram transferidos para
o liofilizador também por 24 horas, para a retirada da dgua. O equipamento utilizado foi
um liofilizador de bancada, série LS (Terroni, S&o Carlos Brasil).

Apos o processo de liofilizacdo, obteve-se um produto na forma de pé, que foi
distribuido nos recipientes com larvas na quantidade de 10 mg por 30 mL de agua
declorada. As amostras foram divididas em dois grupos antes da irradiacdo, o primeiro
grupo recebeu as racdes liofilizadas e permaneceram no escuro por um periodo de
incubacdo de 12 horas. O segundo grupo foi colocado no Sol imediatamente apos a
alimentacdo com a racdo liofilizada, eliminando o periodo de incubagdo no escuro. O
tempo de iluminacdo total das amostras foi de 16 horas, sendo colocadas no Sol pela
manhd as 9 horas e 40 minutos e recolhidas no final da tarde as 17 horas e 40 minutos,
por dois dias de experimentos. Os experimentos desta secdo foram realizados em
condi¢cdes de iluminacdo semelhantes ao periodo 1, apresentadas no topico 4.4.2,
Tabela 2. Grupos controles também foram mantidos no escuro com as racdes
liofilizadas (controle escuro), e na presenca de luz, sem as ragOes liofilizadas (controle

luz).

6.5.2. Caracterizacdo das ragdes: andlise em microscopio confocal,
estabilidade preliminar das races liofilizadas armazenadas em temperatura
de 2 a 8° C e ensaios de liberacdo das composic¢es de curcuma em solucéo

(racéo liofilizada)

Antes de realizar a caracterizacdo do produto final de cdrcuma (p6 liofilizado), as
racOes A e B, na forma pura, foram trituradas para a obtencédo de finas particulas, tendo
suas dimensfes mensuradas com auxilio de microscopio de fluorescéncia confocal. A

mensuracdo das dimensdes das particulas foi realizada com o objetivo de relacionar
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estes parametros com os valores de mortalidade larval induzida no estudo com o
Photogem®, em condicdes de iluminacéo artificial, apresentado na secéo 4.4.1.

A caracterizacdo das racOes liofilizadas com curcuma foi realizada através de
espectros e imagens de fluorescéncia, para investigar se ocorreu a incorporacao dos FSs
(CN, C e CS) nas racdes. Os espectros de fluorescéncia foram realizados em intervalos
de tempo de 2 semanas, 1 més e 3 meses, a fim de determinar também por quanto tempo
0s FSs permaneceriam ativos/estaveis nas ra¢des, mantidos em temperatura de 2 a 8° C.
Os espectros de fluorescéncia foram coletados através de espectrometro Ocean Optics
USB 2000 UV-VIS (Ocean Optics, USA), utilizando um laser de diodo de 405 nm para
a excitagdo. Um filtro de passa-alta de 480 nm foi utilizado para eliminar a excitagdo do
laser.

Os experimentos de liberacdo da curcuma em solucdo foram realizados com o
objetivo de investigar o perfil de liberacdo das trés composicdes de curcuma
incorporadas nas ragdes, quando em contato com a agua dos recipientes utilizados nos
experimentos de mortalidade. A permanéncia desses compostos nas racoes € de extrema
importancia para que organismos que coexistam nos habitats naturais das larvas nao
sejam atingidos pela IFD, em casos de aplicacdo em ambientes lacustres, como lagos e
lagoas.

Para verificar o perfil de liberagdo desses compostos em A&gua, as racGes
liofilizadas foram pesadas em aliquotas de 2 mg e colocados em tubos cénicos (1,5 mL)
contendo 1 mL de &gua destilada e armazenados em temperatura ambiente. Para
verificar a liberagdo dos FSs, medidas de absorcdo foram realizadas no
espectrofotdbmetro em intervalos de tempo de 12, 24, 48 e 72 horas. Antes da realizacdo
das medidas, os tubos cdnicos foram colocados na centrifuga por 3 min a 3.000 rpm, e 0
sobrenadante foi transferido para cubetas de quartzo para a realizacdo das medidas de

absorcao.

6.6. Analise dos dados

A comparacdo entre os valores de mortalidade nos diferentes grupos foi testada
com teste-t ou analise de variancia (ANOVA), complementada por Tukey, para analisar
a existéncia de diferenga significativa. O nivel de significincia foi de 5% (p > 0,05). A
anélise dos dados foi realizada utilizando o programa Origin (OriginLab Corporation,
Northhampton, MA, EUA).
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7. RESULTADOS

7.1. Primeira etapa dos estudos de Inativagdo Fotodinamica:

Fotossensibilizadores aplicados diretamente em meio aquoso
7.1.1. Mortalidade de larvas do Aedes aegypti: iluminacéo artificial

Os resultados preliminares de mortalidade larval mostraram que a ragdo A
(AlconBASIC® MEP 200 Complex) foi responsével por otimizar os efeitos do
Photogem® quando exposto & iluminacdo artificial (lampada fluorescente, com
intensidade variando entre 1,2 a 2,3 mW/cm?2). Os experimentos em que as larvas
receberam ragdo “A” apresentaram uma mortalidade de 93% contra 44% das larvas
alimentadas com ragdo “B”, em 24 horas de iluminacdo, na concentracdo de 40 pg/mL
(Figura 13). Em todos os tempos, quando comparamos a mortalidade média das larvas
alimentadas com ragdo A com aquelas que receberam racdo B, observou-se diferenca
estatistica com p < 0,05. O Photogem® ndo apresentou toxicidade no escuro na

concentracdo de 40 pg/mL.
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Figura 13- Mortalidade do Aedes aegypti em funcdo do tempo de iluminacao

utilizando Photogem® durante IFD — lluminag#o artificial.
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Porcentagem de mortalidade do Aedes aegypti utilizando Photogem® como FS na concentragio
de 40 pg/mL, associado com ragdo A ou racdo B. A irradiacdo das amostras foi realizada com
lampadas fluorescentes. Grupos: controle (luz), controle racdo A (luz), controle ragdo B (luz) e
inativagdo fotodindmica (racdo A + FS e ragdo B + FS). Os valores mostrados nos graficos séo
as médias e as barras representam o desvio padrdo. Em todos os tempos ocorreu diferenca
significativa (p >0,05). entre Racdo A + FS e Racdo B + FS.

Os resultados dos experimentos reproduzidos com luz artificial, utilizando as
concentracdes de 10, 20, 40, 60 e 80 pg/mL para o Photogem®, associado unicamente &
racdo A, estdo representados na Figura 14. Ao analisar o grafico observa-se uma
mortalidade larval crescente em funcdo das concentracdes do FS, sendo que em 24
horas de iluminagdo ocorreu mortalidade de 4%, 51%, 86%, 82% e 100% nas
respectivas concentragdes: 10, 20, 40, 60 e 80 pug/mL. Em 48 horas de exposicdo a
iluminacéo artificial, nas mesmas concentrac6es observamos uma mortalidade de 6%,
64%, 97%, 100% e 100%. De acordo com o grafico, nota-se um efeito de morte
acentuado nos grupos tratados com o FS na concentracdo de 80 pg/mL, atingindo a
mortalidade total das larvas (100%) em 24 horas de exposicao a luz. Na concentracdo de
60 pg/mL, a mortalidade total foi atingida em 48 horas. O Photogem® ndo apresentou
toxicidade no escuro nas concentragdes de 10, 20, 40, 60 e 80 pg/mL.
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Figura 14 — Mortalidade do Aedes aegypti em funcdo da concentracdo de
Photogem® durante IFD — lluminacéo artificial.
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Porcentagem de mortalidade do Aedes aegypti utilizando Photogem® como FS nas
concentragdes de 10, 20, 40, 60 e 80 pg/mL, associado unicamente com ra¢do A. A irradiagdo
das amostras foi realizada com lampadas fluorescentes. Os valores mostrados nos graficos sao
as médias e as barras representam o desvio padréo.

Os resultados dos experimentos de IFD utilizando as trés composicdes de
cdrcuma ativadas por luz artificial (lampadas fluorescentes), nas concentracées de 5, 10,
15, 20 e 25 pg/mL estdo representados na Figura 15, Figura 16 e Figura 17.

Das trés composicdes de cdrcuma associadas a racdo A, apenas a clrcuma natural
(CN) mostrou-se pouco ativa, apresentando baixa mortalidade em 48 horas de exposicao
a luz. Os resultados com curcuma natural, por sua vez, exibiram valores de mortalidade
de 8,3%, 25%, 26,6%, 13,3% e 20% nas respectivas concentragdes: 5, 10, 15, 20, 25
pug/mL. No escuro, a curcuma natural, ndo exibiu atividade larvicida em nenhuma das
concentragfes, mostrando ser atdxica para larvas do Aedes aegypti nestas condic¢des. O

gréafico de mortalidade tendo como FS a curcuma natural esta representado na Figura
15.
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Figura 15- Mortalidade do Aedes aegypti em funcdo do tempo de iluminacao

utilizando carcuma natural (CN) durante IFD — lluminacdo artificial.
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Porcentagem de mortalidade do Aedes aegypti utilizando cdrcuma natural como FS nas
concentragdes de 5, 10, 15, 20 e 25 pg/mL, associada unicamente com ragdo A. A irradiacdo das
amostras foi realizada com lampadas fluorescentes. O controle presente no grafico é referente
aos solventes organicos, etanol e DMSO. Os valores mostrados nos graficos sdo as médias e as
barras representam o desvio padrao.

Em relacdo aos experimentos utilizando a curcumina, ao analisar o gréafico
(Figura 16) observa-se que este FS apresentou alta atividade fotolarvicida, exibindo
mortalidades de 60%, 46%, 76% e 76% para as concentracdes de 10, 15, 20 e 25
pg/mL, em trés horas de iluminagdo artificial. Em 24 horas e 48 horas de exposicao a
luz, percebe-se um aumento dos valores de mortalidade, sendo elas de 83%, 90%, 90%,
93% e 93%, 93%, 96% e 96%, respectivamente. Em todos os tempos a concentragdo de
5 pg/mL mostrou-se pouco efetiva contra as larvas de Aedes aegypti, resultando em
uma mortalidade final de 7%, em 48 horas de iluminagdo. Assim como a curcuma
natural, a curcumina também apresentou baixa toxicidade no escuro, exibindo
mortalidade abaixo de 5% em todas as concentracGes, comprovando desta forma que a

mortalidade larval foi alcangada pela ativagdo do FS por luz visivel.
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Figura 16 - Mortalidade do Aedes aegypti em funcdo do tempo de iluminacao

utilizando curcumina (C) durante IFD — lluminacdo artificial.
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Porcentagem de mortalidade do Aedes aegypti utilizando curcumina como FS nas concentracoes
de 5, 10, 15, 20 e 25 pg/mL, associada unicamente com ra¢do A. A irradiacdo das amostras foi
realizada com lampadas fluorescentes. O controle presente no gréafico é referente aos solventes
organicos etanol e DMSO. Os valores mostrados nos graficos sdo as médias e as barras
representam o desvio padréo.

Os experimentos realizados com a curcumina incorporada em sacarose (CS),
também apresentaram resultados positivos para o controle de larvas do Aedes aegypti,
no entanto, nota-se que ocorreu um efeito sinérgico entre a curcumina e a sacarose,
levando a altas porcentagens de mortalidade no escuro. Vale ressaltar que os controles
realizados apenas com sacarose nao induziram mortalidade larval.

Analisando o gréfico (Figura 17), nota-se que o aumento da mortalidade é
diretamente proporcional ao aumento do tempo de exposicdo a luz artificial. Em 3 horas
de iluminacédo foram alcancadas mortalidades de 33%, 49%, 53%, 59% e 63% para 5,
10, 15, 20, 25 pg/mL e em 24 horas, essas mortalidades foram de 61%, 74%, 84%,
86%, 88%. No final da exposi¢do a luz artificial, num periodo de iluminagdo de 48
horas, os valores de mortalidade encontrados foram de 61%, 81%, 88%, 91% e 91%,
nas concentragdes supracitadas.

Testes estatisticos foram aplicados para as trés composicdes de curcuma, em 48

horas de iluminacéo artificial, na concentragdo de 25 pg/mL, e ndo ocorreu diferencga
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significativa entre a curcumina (C) e a curcumina incorporada em sacarose (CS). Nos
demais grupos foi observada diferenca estatistica entre CS ¢ CN, ¢ C ¢ CN, com p <
0,05.

Figura 17 - Mortalidade do Aedes aegypti em funcdo do tempo de iluminacao

utilizando curcumina incorporada em sacarose (CS) durante IFD — lluminacéo artificial.
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Porcentagem de mortalidade do Aedes aegypti utilizando curcumina incorporada em sacarose
como FS nas concentragdes de 5, 10, 15, 20 e 25 pg/mL, associada unicamente com racdo A. A
irradiacdo das amostras foi realizada com |&mpadas fluorescentes. O controle presente no
gréafico é referente a sacarose pura. Os valores mostrados nos graficos séo as médias e as barras
representam o desvio padro.

As larvas tratadas com curcumina em sacarose no escuro, por 48 horas,
apresentaram mortalidades de 25%, 40%, 55%, 65% e 80%, nas concentrag0es de 5, 10,
15, 20, 25 pg/mL. Ao analisar o grafico (Figura 18), observa-se que a curcumina em
sacarose apresenta um alto potencial larvicida na auséncia de luz, no entanto essa
propriedade é potencializada com a IFD, com a utilizagdo de lampadas fluorescentes.
Com a utilizacdo da fonte de luz, pode-se perceber um aumento da mortalidade em
36%, 41%, 33%, 26,6% e 11% nas respectivas concentragdes: 5, 10, 15, 20, 25 pg/mL,
em 48 horas de iluminacdo (Figura 17). Testes estatisticos foram realizados entre o
grupo controle (escuro), e o grupo de IFD, em 48 horas, na concentracdo de 25 pug/mL e

foi observada diferenca significativa, com p <0,05.
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Figura 18 - Mortalidade do Aedes aegypti em funcdo do tempo, utilizando
curcumina incorporada em sacarose (CS) — Controle escuro.
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Porcentagem de mortalidade do Aedes aegypti utilizando curcumina incorporada em sacarose
nas concentragdes de 5, 10, 15, 20 e 25 pg/mL, associada unicamente com racdo A, no escuro.
O controle presente no grafico é referente a sacarose pura. Os valores mostrados nos graficos
sdo as medias e as barras representam o desvio padréo.

7.1.2. Mortalidade de larvas do Aedes aegypti: iluminacédo natural

Os resultados dos experimentos de IFD, envolvendo o Grupo 1, que foi submetido
as condicdes de iluminacdo do periodo 1, utilizando como FS o Photogem®, nas
concentracdes de 20, 40 e 80 pg/mL, estdo representados na Figura 19. Analisando o
gréfico (Figura 19), observamos que o Grupo 1 exibiu alta mortalidade em duas horas
de exposicdo a luz solar, cujas intensidades no dia de iluminagéo variaram de 30 a 60
mW/cm2. Em meia hora de iluminag&o, é possivel observar mortalidade de 71%, 91% e
100%, para 20, 40 e 80 pg/mL, respectivamente. A mortalidade total das larvas foi

observada para todas as concentragdes num periodo de iluminacao de duas horas.
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Figura 19 - Mortalidade das larvas (Grupo 1) em funcdo da concentracdo de
Photogem® - Iluminacéo natural (perfodo 1).
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Porcentagem de mortalidade do Aedes aegypti (Grupo 1) utilizando Photogem® nas
concentracdes de 20, 40 e 80ug/mL, associado unicamente com racdo A. A irradiacdo das
amostras foi realizada com luz natural, nas condi¢Ges de iluminacdo do periodo 1 (irradiancia
solar entre 30 e 60 mW/cm?). O controle luz esta representado no grafico por 0 pg/mL. Os
valores mostrados nos graficos sdo as médias e as barras representam o desvio padrédo.

O Grupo 2 que foi submetido as condi¢bes de iluminacdo do periodo 2, com
irradiancia solar variando entre 5 e 20 mW/cm?, exibiu mortalidade de 100% em 24
horas de iluminacdo, na concentracéo de 80 pg/mL para o Photogem® (Figura 20). Os
valores de mortalidade para as concentragdes de 20 e 40 pg/mL, em 2, 12 e 24 horas,
foram de 3%, 6%, 96% e 32%, 36% e 99%, respectivamente. O efeito da luz (controle
luz), sem a presenca do FS, também foi avaliado nas duas condigdes (periodo 1 e

periodo 2) e estdo representados na Figura 19 e Figura 20, por 0 pg/mL.
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Figura 20 - Mortalidade das larvas (Grupo 2) em funcdo da concentracdo de

Photogem® - Iluminacéo natural (perfodo 2).
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Porcentagem de mortalidade do Aedes aegypti (Grupo 2) utilizando Photogem® nas
concentracdes de 20, 40 e 80ug/mL, associado unicamente com racdo A. A irradiacdo das
amostras foi realizada com luz natural, nas condi¢Oes de iluminagdo do periodo 2 (irradiancia
solar entre 5 e 19 mW/cm?2). O controle luz esta representado no grafico por 0 pg/mL. Os
valores mostrados nos graficos sdo as médias e as barras representam o desvio padrao.

Diferente dos resultados obtidos para o Grupo 1, utilizando o Photogem®, nas
condicdes de iluminacdo do periodo 1, que apresentaram alta mortalidade em 2 horas de
exposicdo solar, as trés composi¢cdes de curcuma, que foram submetidas as mesmas
condigdes de iluminagdo (periodo 1), atingiram valores de mortalidade similares em 8
horas de iluminagdo. A cdrcuma natural (CN), por sua vez, em 0,5 hora de iluminagéo,
exibiu valores de mortalidade de 1%, 0% 10%, 26% e 41% nas concentragdes de 5, 10,
15, 20, 25 pg/mL. Em 3 horas, essa mortalidade foi superior, apresentando valores de
8%, 15%, 32%, 51% e 60%. No final da exposi¢cdo a luz solar, num periodo de
iluminacdo de 8 horas, as mortalidades encontradas foram de 56%, 41%, 71%, 59% e
78%, nas concentragdes supracitadas. Os resultados dos experimentos de IFD com a

crcuma natural estdo representados na Figura 21.
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Figura 21 - Mortalidade do Aedes aegypti em funcdo do tempo de iluminacao

utilizando carcuma natural (CN) durante IFD — Iluminagéo natural.
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Porcentagem de mortalidade do Aedes aegypti utilizando circuma natural nas concentracdes de
5, 10, 15, 20 e 25 pg/mL, associado unicamente com racdo A. A irradiacdo das amostras foi
realizada com luz natural, em condic¢Ges similares de iluminagdo do periodo 1. O controle
presente no gréafico é referente ao controle luz. Os valores mostrados nos graficos sdo as médias
e as barras representam o desvio padréo.

A curcumina (C), também apresentou alta atividade fotolarvicida contra as larvas
do Aedes aeypti, quando ativada por luz solar. Os valores de mortalidade em 0,5 hora de
iluminacdo foram de 0%, 23%, 76%, 63% e 58% para as concentragdes de 5, 10, 15, 20,
25 pg/mL. Em 3 horas observou-se um aumento na mortalidade, tendo para as mesmas
concentragOes, mortalidade de 13%, 48%, 95%, 74% e 81%. Apds o periodo final de
iluminacdo solar, ou seja, 8 horas na presenca de luz, os valores de mortalidade foram
de 76%, 88%, 98%, 95% e 93% para 5, 10, 15, 20, 25 pg/mL, respectivamente. O

grafico de mortalidade tendo como FS a curcumina (C) esta representado na Figura 22.
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Figura 22 - Mortalidade do Aedes aegypti em funcdo do tempo de iluminacao

utilizando curcumina (C) durante IFD — lluminag&o natural.
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Porcentagem de mortalidade do Aedes aegypti utilizando curcumina nas concentragdes de 5, 10,
15, 20 e 25 pg/mL, associado unicamente com racdo A. A irradiacdo das amostras foi realizada
com luz natural, em condic¢Ges similares de iluminagdo do periodo 1. O controle presente no
grafico é referente ao controle luz. Os valores mostrados nos graficos sdo as médias e as barras
representam o desvio padréo.

A curcumina em sacarose (CS) apresentou valores de mortalidade de 21%, 46%,
56%, 58% e 63%, em 0,5 hora de iluminagdo natural, nas respectivas concentracdes 5,
10, 15, 20, 25 pg/mL. Em 3 horas, esses valores foram de 68%, 83%, 88%, 90% e 93%
e em 8 horas de 91%, 94%, 99%, 96% e 99%, nas concentracdes supracitadas. Diferente
das outras composi¢des de curcuma, a CS, apresentou toxicidade ap6s 12 horas de
incubagéo no escuro, com valores de mortalidade de 3%, 18%, 18%, 23% e 11%, nas
concentracdes de 5, 10, 15, 20, 25 pg/mL, respectivamente. O grafico de mortalidade
tendo como FS a curcumina em sacarose (CS) esta representado na Figura 23.

Testes estatisticos foram realizados entre os grupos de IFD, com as trés
composicdes de curcuma, em 48 horas, na concentracdo de 25 pg/mL e nédo foi

observada diferenca significativa nestas condigoes.
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Figura 23 - Mortalidade do Aedes aegypti em funcdo do tempo de iluminacao

utilizando curcumina em sacarose (CS) durante IFD — lluminacdo natural.
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Porcentagem de mortalidade do Aedes aegypti utilizando curcumina em sacarose nas
concentragdes de 5, 10, 15, 20 e 25 pg/mL, associado unicamente com ragdo A. A irradiagdo
das amostras foi realizada com luz natural, em condi¢des similares de iluminagéo do periodo 1.
O controle presente no grafico é referente ao controle luz. Os valores mostrados nos graficos sao
as médias e as barras representam o desvio padréo.

7.1.3. Estudo de fotodegradacéo dos fotossensibilizadores

O grafico dos espectros de absorcdo do Photogem® em funcdo do tempo de
degradacdo no Sol esta representado na Figura 24. Analisando o grafico, percebe-se,
que ao longo do tempo de exposicdo a luz solar, ocorre uma diminui¢do da banda de
Soret (em 369) e das bandas — Q (em 507, 540, 570 e 620 nm). Com isto, podemos
verificar a ocorréncia de fotodegradacdo. Ao longo do processo de fotodegradacao,
observa-se 0 aparecimento de uma nova banda de absorc¢do na regido do 640 nm em 12
horas de iluminagdo, que degrada-se apds 36 horas. A fotodegradagéo é caracterizada

por transformagdes quimicas, que ocorrem nas moléculas, levando a formagédo de
fotoprodutos.
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Figura 24 - Espectros de absorcéo 6ptica do Photogem® - Fotodegradagdo com

iluminagao natural.
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Espectros de absorcdo 6ptica do Photogem® 20 pg/mL degradado em &gua, com tempo de
iluminacdo no Sol variando de 0-48 horas. A seta representa a formacgdo de um fotoproduto na
regido do 640 nm.

Analisando os graficos de absorcdo do Photogem®, fotodegradado no Sol e na
lampada, foi possivel verificar que a degradacdo deste FS ocorre de forma mais
pronunciada quando é exposto as condi¢bes de iluminacdo natural, cuja fotodegradacao
total ocorre em 48 horas (Figura 24). Em contrapartida, nas condi¢es de iluminacéo
artificial (lampadas fluorescentes), o decaimento das bandas de absorgdo do Photogem®
é mais lento, ndo observando fotodegradac&o total em 48 horas de exposi¢do a luz. Ao
longo do processo de fotodegradacdo na lampada, também ocorreu a formacdo de

fotoproduto na regido do 640 nm, em 12 horas de iluminacgdo (Figura 25).
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Figura 25 - Espectros de absorcdo 6ptica do Photogem® - Fotodegradagdo com

iluminacdo artificial.
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Espectros de absorcao 6ptica do Photogem® 20 pg/mL fotodegradado em agua, com tempo de
iluminacdo na lampada variando de 0-48 horas. A seta representa a formacdo de um fotoproduto
na regido do 640 nm.

O espectro de absorcdo da cdrcuma é caracterizado por apresentar uma intensa
banda de absor¢édo na regido do 420 nm (Figura 26, seta a). O grafico com os espectros
de absorcdo da curcuma natural (CN) em fungdo do tempo de fotodegradacdo na
lampada esta representado na Figura 26. Analisando o gréafico, observamos que a
circuma natural apresenta um decaimento da sua banda de absorcdo ap6s o periodo de
12 horas no escuro, mostrando ser instavel nesta condi¢do. Apds o periodo de 3 horas de
iluminacdo, pode-se observar a formacdo de um fotoproduto na regido do 365 nm
(Figura 26, seta b), que degrada-se apés este tempo. Em 8 horas de iluminacdo, ocorre
0 aparecimento de uma banda de absorcdo na regido do 350 nm (Figura 26, seta c), 0
que condiz com a formagdo de um novo fotoproduto. Com essas observagoes, pode-se
dizer que a fotodegradacdo da CN ocorre em até 3 horas, apés o inicio da iluminacéo

com lampada fluorescente.
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Figura 26 - Espectros de absorcdo Optica da curcuma natural (CN)-

Fotodegradacdo com iluminacéo artificial.
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Espectros de absor¢do Optica da curcuma natural 25 pg/mL fotodegradada em agua, com tempo
de iluminagdo na lampada variando de 0 - 24 horas. A seta a representa a banda caracteristica da
cdrcuma natural, a seta b representa a formacéao do fotoproduto na regido do 365 nm e a seta c, 0
fotoproduto na regido do 350 nm.

Na Figura 27, estdo representados os espectros de absorcdo Optica da curcuma
natural, submetida a fotodegradacdo com luz natural. Comparando os dois graficos de
fotodegradacdo da CN na lampada e no Sol, podemos observar que fotoproduto
formado na regido do 365 nm, visualizado nas trés primeiras horas de iluminacéo
artificial (Figura 26, seta b), ndo foi observado nas condic¢des de iluminagédo natural.
Nesta Gltima condicdo, o fotoproduto em 365 nm provavelmente tenha sido degradado
devido a alta intensidade de luz entregue a solu¢cdo de CN. Em contrapartida,
observamos a formacéo do fotoproduto com absorcdo em torno de 350 nm (Figura 27,
seta), em trés horas de iluminacdo solar, 0 mesmo encontrado no periodo de 8 horas na
luz artificial (Figura 26, seta c). A fotodegradacdo da CN na luz solar, desta forma,

aconteceu também em trés horas de exposi¢do a iluminacdo natural.
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Figura 27 - Espectros de absor¢do Optica da cdrcuma natural (CN) -

Fotodegradacdo com iluminagdo natural.
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Espectros de absorgédo Optica da curcuma natural 25 pg/mL fotodegradada em &gua, com tempo
de iluminagdo no Sol variando de O - 8 horas e meia. A seta a representa o fotoproduto formado
na regido do 350 nm, em 3 horas de iluminagao.

Da mesma maneira que a curcuma natural, a curcumina (C) apresentou uma
degradacdo total num periodo de 3 horas de exposi¢do a iluminacao artificial. De acordo
com o grafico, apresentado na Figura 28, podemos visualizar um decaimento da banda
de absorcdo da curcumina no periodo de 12 horas no escuro, seguido de um
deslocamento da banda de absor¢do ap6s o inicio da iluminacdo na lampada. Desta
forma, em 3 horas foi possivel observar a formacdo de uma fotoproduto na regido do
356 nm (Figura 28, seta a), sendo degradado a seguir. Em 8 horas de iluminacéo,
ocorre 0 aparecimento do fotoproduto na regido do 350 nm (Figura 28, seta b). Os
resultados da fotodegradacdo da curcumina na luz artificial estdo representados na
Figura 28.




Figura 28 - Espectros de absorcao Optica da curcumina (C)- Fotodegradacdo com

iluminacao artificial.
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Espectros de absor¢do dptica da curcumina 25 pg/mL fotodegradada em &gua, com tempo de
iluminacdo na lampada variando de 0 - 24 horas. A seta a representa o fotoproduto formado na
regido do 356 nm e a seta b, o fotoproduto na regido do 350 nm.

O gréfico de fotodegradacdo da curcumina (C), submetida as condi¢bes de
iluminacdo natural, apresenta-se na Figura 29. Apds 3 horas em contato com o Sol, foi
possivel observar a formacdo de um fotoproduto na regido do 350 nm, que pode ser
visualizado pela seta, na Figura 29. Da mesma forma que a cdrcuma natural, a
curcumina apresentou um processo de degradacdo em torno de 3 horas de exposicdo as
condicdes de iluminacdo natural. No grafico, também € possivel observar a instabilidade
da curcumina no periodo de 12 horas no escuro, apresentando um decaimento da banda

de absorcéo.
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Figura 29 - Espectros de absorcao Optica da curcumina (C)- Fotodegradacdo com

iluminagao natural.
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Espectros de absor¢do dptica da curcumina 25 pg/mL fotodegradada em agua, com tempo de
iluminacéo no Sol variando de O - 8 horas e meia. A seta a representa o fotoproduto formado na
regido do 350 nm, em trés horas de iluminagao natural.

O espectro de absorcdo da curcumina em sacarose (CS) estd representado na
Figura 30. Observa-se que no tempo inicial (t=0), essa composi¢do de curcuma ndo
apresenta a banda de absorcdo caracteristica na regido do 420 nm, como na cldrcuma
natural e na curcumina. Ao longo do tempo de iluminacdo artificial, percebe-se um
decaimento da banda de absor¢do da CS, sequido da formacdo de um fotoproduto com
banda de absorcao na regido do 377 nm (Figura 31, seta), em 24 horas de exposi¢do a
lampada fluorescente. Analisando os graficos dos espectros de absorcdo das trés
composigdes de curcuma submetidas a fotodegradacao na luz artificial, observa-se que a
curcumina em sacarose (CS) apresentou maior estabilidade no escuro e na condicéo de

iluminacdo, degradando-se totalmente apds 8 horas.




Figura 30 - Espectros de absor¢do Optica da curcuma em sacarose (CS)-

Fotodegradacdo com iluminacéo artificial.
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Espectros de absorcdo optica da circuma em sacarose 25 pg/mL fotodegradada em agua, com
tempo de iluminagdo na lAmpada variando de 0- 8 horas.

Figura 31- Espectros de absorcdo Optica da curcuma em sacarose (CS)-

Fotodegradacdo com iluminacéo artificial.
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Espectros de absor¢do dptica da circuma em sacarose 25 pg/mL fotodegradada em agua, com
tempo de iluminacdo na lampada variando de 24 - 72 horas. A seta no grafico representa o
fotoproduto formado na regido do 377 nm, em 24 horas de iluminacéo artificial.
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Nos estudos de fotodegradacdo realizados com a curcumina em sacarose,
submetida a iluminagdo natural, pode-se observar a formacao do fotoproduto na regido
do 350 nm (Figura 32, seta), em trés horas de exposi¢do ao Sol, bem como as outras
composicdes de curcuma. O fotoproduto com banda de absorcdo na regido do 377 nm,
encontrado nas condicdes de iluminacdo artificial para a curcumina em sacarose
(Figura 31, seta), ndo € observado nas condic¢des de iluminagdo natural, podendo jéa ter
sido fotodegradado. A curcumina em sacarose nas condi¢Ges de iluminacdo natural
apresentou degradacdo total em trés horas de iluminacdo. Os resultados da

fotodegradacéo da CS estdo representados na Figura 32.

Figura 32 - Espectros de absorcdo Optica da curcuma em sacarose (CS)-

Fotodegradacdo com iluminacdo natural.
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Espectros de absorcdo éptica da circuma em sacarose 25 pg/mL fotodegradada em agua, com
tempo de iluminagdo no Sol variando de O - 8 horas e meia. A seta no grafico representa o
fotoproduto formado na regido do 350 nm, em 3 horas de iluminacéo.

7.1.4. Microscopia de fluorescéncia

As imagens de fluorescéncia foram utilizadas para demonstrar a distribuicdo e a
acumulacdo dos fotossensibilizadores em diversas regides anatbmicas das larvas do
Aedes aegypti. As imagens das larvas que ficaram incubadas no escuro por 12 horas no

FS Photogem® estdo representadas pela Figura 33 e Figura 34. Observando a Figura
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33, em C, nota-se que a fluorescéncia do Photogem®, que ocorre entre 600-700 nm, esta
distribuida ao longo de todo canal alimentar da larva, sendo mais evidente na regido
toréacica, onde estdo localizados os cecos gastricos, glandulas salivares e o intestino
médio (estdmago). Com base nestas imagens, podemos dizer que o Photogem® foi
prontamente ingerido pelas larvas, acumulando-se principalmente no sistema digestorio,
onde ocorreu o0 processo de IFD. Ainda na Figura 33 (em C, seta), também podemos
observar um pequeno extravasamento da fluorescéncia do Photogem® fora do canal
alimentar, indicando assim, a penetracdo do FS para outras regides da larva. Na Figura
34, (em C) podemos verificar a fluorescéncia do Photogem®, em um dos segmentos

abdominais das larvas, incubadas no FS.

Figura 33 — Imagens de microscopia confocal em larvas do Aedes aegypti —

Incubacdo em Photogem®.

A
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Imagens de fluorescéncia de larva do Aedes aegypti incubada por 12 horas no Photogem®
20pg/mL, vista em microscopia confocal. Na imagem A, verifica-se uma sobreposicdo de
imagens com a fluorescéncia do FS e da larva, em B, o controle, em C, a fluorescéncia do
Photogem®, em D a fluorescéncia da larva. A seta (em C) esté representando o extravasamento
do FS além do tudo digestorio da amostra. Barra de escala de 500 pm.
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Figura 34 — Imagens de microscopia confocal da larva e dos segmentos larvais do

Aedes aegypti — Incubacido em Photogem®.

Imagens de fluorescéncia da larva e de segmentos larvais do Aedes aegypti incubada por 12
horas no Photogem® 20pg/mL, vista em microscopia confocal. Na imagem A, verifica-se uma
sobreposicédo das imagens com a fluorescéncia do FS e da larva, em B, a fluorescéncia de um
dos segmentos abdominais da larva, em C, fluorescéncia do Photogem® dentro do
segmento abdominal da larva, em D, sobreposi¢do das imagens de fluorescéncia da larva
e do FS. Barra de escala de 100 pm.

Observando as imagens de fluorescéncia realizadas com as larvas que foram
expostas as trés composicdes de curcuma (fluorescéncia entre 500- 600 nm),
verificamos que essas substancias, assim como o Photogem®, acumularam-se ao longo
de todo canal alimentar das larvas, ap6s o periodo de incubacdo de 12 horas no escuro.
Em contrapartida, nota-se que esses FSs permaneceram em contato apenas com o canal
alimentar, ndo ocorrendo em outras regides das larvas. As imagens de fluorescéncia das

trés composicdes de curcuma (CN, C e CS), estdo representadas na Figura 35.




Figura 35 — Imagens de microscopia confocal em larvas do Aedes aegypti —

Incubacgdo em curcuma.

A

Imagens de fluorescéncia de larvas do Aedes aegypti incubadas por 12 horas em cdrcuma 25
pg/mL, vista em microscopia confocal. Na imagem A verifica-se o controle, em B, a
fluorescéncia da clircuma natural (CN), em C, a fluorescéncia da curcumina (C) e em D, a
fluorescéncia da curcumina em sacarose (CS). Barra de escala de 1 mm.

7.2. Segunda etapa dos estudos de Inativacdo Fotodinamica: incorporagdo da

carcuma (CN, C e CS) em racao, obtendo-se um po liofilizado

7.2.1. Caracterizacdo das racOes (puras e liofilizadas com os

fotossensibilizadores): analise em microscopio confocal

De acordo com as observacgdes das imagens obtidas por microscopia confocal, as
racdes puras, sem os FSs, apresentaram diferengas nas suas dimensdes de particulas. As
particulas referentes a racdo A, apresentou diametros médios de 50 um, enquanto que a
racdo B obteve particulas com didmetros superiores a 150 um. Através das imagens de
fluorescéncia representadas na Figura 36, observamos para a ragdo A, uma
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fluorescéncia na regido entre 450 - 650 nm e outra na regido entre 650 - 800 nm (Figura
36, em C). Na racdo B, foi perceptivel apenas um sinal de fluorescéncia na regido do
450 - 650 nm (Figura 36, em D), que coincide com a regido de fluorescéncia emitida
pelas larvas do Aedes aegypti. A fluorescéncia encontrada para a racdo A, na regiao
entre 650 - 800 nm deve-se a presenca de pigmentos empregados ao alimento no seu

processo de fabricagéo.
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Figura 36 - Imagens de microscopia Optica das racdes A e B

Imagens de microscopia 6ptica das racdes A (AlconBASIC®) e B (Magnus cat), na forma pura,
sem a presenca dos FSs. A imagem A, representa a imagem da ragdo A em campo claro, em B,
racdo B em campo claro, em C, fluorescéncia da racdo A (duas regifes de fluorescéncia, uma
entre 450-650 nm e outra entre 650-800 nm), em D, fluorescéncia da ra¢do B entre 650-800 nm,
em E, imagem da racdo A (controle) e F, imagem da ragdo B (controle). Barra de Escala de 100
pm (B e D) e 50 um (A e C).

As imagens de fluorescéncia do pé liofilizado, com as trés composicOes de
carcuma (CN, C e CS) em racdo A e B estdo representadas na Figura 37. Através da
observacgdo das imagens de fluorescéncia, ndo foi possivel observar a incorporagdo dos
FSs na racdo A (Figura 37, em B, C e D), quando em comparagdo com o controle
(Figura 37, em A). Em contrapartida, a incorporacdo é observada nas imagens da racao

B, apresentando uma fluorescéncia mais intensa das trés composic¢@es de cdrcuma nas
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bordas das racdes (Figura 37, setas em F, G e H), também em comparacdo com o

controle (Figura 37, em E).

Figura 37 - Imagens de fluorescéncia das racfes A e B liofilizadas com circuma
(CN, CeCS).

Imagens de fluorescéncia das ragdes A e B, incorporadas nas trés composicoes de curcuma (CN,
C e CS), sendo em A, o controle da racdo A (racdo pura), em B, racdo A incorporada em
cdrcuma natural, em C, racdo A em curcumina, em D, racdo A em curcumina com sacarose, em
E, o controle da racdo B (racdo pura), em F, racdo B incorporada em curcuma natural, em G,
racdo B em curcumina e em H, racdo B em curcumina com sacarose. As setas representam a
incorporacgdo das composic@es de cdrcuma na racéo B.

Através dos espectros de fluorescéncia das racdes liofilizadas (Figura 38 e
Figura 39), foi possivel observar uma alteracdo espectral naquelas ragdes que
receberam as trés composicdes de clrcuma, quando comparadas com 0s espectros de
fluorescéncia da racdo na sua forma pura (controle). Com essa mudanca espectral, pode-
se dizer que as ragBes absorveram as trés composi¢cdes de curcuma, ocorrendo
incorporacdo desses FSs nas racdes A e B.

O espectro de fluorescéncia do po liofilizado, constituido de racdo A e curcumina
(C) (Figura 38, espectro em rosa), mostra um aumento da intensidade de fluorescéncia,
quando comparado com o espectro de fluorescéncia da ragdo A na sua forma pura
(controle) (Figura 38, espectro em preto). Essa alteracdo na intensidade de
fluorescéncia mostra que a curcumina foi eficientemente incorporada a ragdo A. Em
contrapartida, nos espectros de fluorescéncia da racdo A com a circuma natural (Figura

38, espectro em azul) e a curcumina em sacarose (Figura 38, espectro em vermelho),
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ocorre uma alteracdo espectral, ou seja, um deslocamento da banda de emissdo de
fluorescéncia no 520 nm (controle) (Figura 38, seta a) para 0 550 nm (racdo A com
cdrcuma natural e curcumina) (Figura 38, seta b), indicando desta forma que ocorreu a
incorporacdo desses FSs em racdo A. Os espectros da ragdo A liofilizada com as trés
composicdes de curcuma e o espectro da racdo A na forma pura (controle), estdo

representados na Figura 38.

Figura 38 — Espectros de fluorescéncia normalizados da curcuma natural (CN),

curcumina (C) e curcumina em sacarose (CS), incorporadas em racao A.
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Espectros de fluorescéncia da ragdo A na sua forma pura (controle) e da ragdo A liofilizada com
as trés composicOes de carcuma (CN, C e CS). O espectro de fluorescéncia da racdo A na sua
forma pura (controle) esta representado pela seta a, com banda de emissdo no 520 nm e 0s
espectros das racgOes liofilizadas com curcuma natural e curcumina em sacarose estdo
representados pela seta b, que apds a incorporacgdo dos FSs ocorre mudanca espectral com banda
de emissdo de fluorescéncia no 520 nm para o0 550 nm.

Analisando os espectros de fluorescéncia do po liofilizado, constituido de racéo B,
foi possivel verificar para as trés composic¢des de curcuma (CN, C e CS), uma mudanga
espectral na emissdo de fluorescéncia apds a incorporacdo dos FSs, mostrando que esses
compostos foram incorporados na ragdo B. A ragdo na sua forma pura (controle),
apresentou banda de emissdo no 525 nm (Figura 39, seta b), enquanto que as ragdes
liofilizadas com as trés composic¢des de curcuma (CN, C e CS), apresentaram bandas de

emissdo no 520 nm (Figura 39, seta b). Vale ressaltar, nestas condicGes, que




89 |

dependendo dos meios de incorporacdo da curcuma e solubilizacdo desses FSs, eles
podem apresentar regides de emissdo de fluorescéncia diferentes. Os espectros
apresentados na Figura 39, mostram a mudanga espectral ocorrida ap6s a incorporacao

dos FSs na racéo B.

Figura 39 - Espectros de fluorescéncia normalizados da cdrcuma natural (CN),

curcumina (C) e curcumina em sacarose (CS), incorporadas em racéo B.
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Espectros de fluorescéncia da racdo B na sua forma pura (controle) e da ragédo B liofilizada com
as trés composic¢des de curcuma (CN, C e CS). O espectro de fluorescéncia da ra¢do B na sua
forma pura (controle) esta representado pela seta b, com banda de emissdo no 525 nm e o0s
espectros de fluorescéncia das ragdes liofilizadas estdo representados pela seta a, com banda de
emissdo no 520 nm.

7.2.2. Caracterizacdo das ragdes: ensaios de liberacdo das composigdes de

curcuma em solucéo (racéo liofilizada)

Analisando os graficos de absorcdo da solucdo onde as rages liofilizadas foram
deixadas por um periodo de 72 horas, foi possivel observar que ndo ocorreu a liberagéo
de nenhuma das composi¢des de ctrcuma (CN, C e CS) em agua. Através dos espectros
de absorcdo da solugdo contendo o po liofilizado constituido de ragdo A e cdrcuma
natural (Figura 40), nota-se que ndo ocorre a formacdo da banda de absorcao
caracteristica da CN (em 420 nm), para todos os tempos em que as medidas foram
realizadas. Em contrapartida foi possivel verificar o aparecimento de uma banda de
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absorcdo na regido do 260 nm (Figura 40, seta), que pode corresponder a outros
compostos liberados pela racdo A na sua forma pura. O grupo controle, que recebeu
unicamente a racdo A em solucdo (sem a incorporacdo do FS), também apresentou uma
banda de absorcdo na regido do 260 nm ao longo do experimento (Figura 41).

Os graficos referentes as racfes liofilizadas com as demais composicdes de
circuma (C e CS) e ragdo A, ndo foram apresentados por terem repetido o mesmo perfil

de liberacdo do po liofilizado com a CN.

Figura 40 — Espectros de absorcdo da solucdo com racdo A liofilizada com

clrcuma natural.
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Espectros de absor¢do da solucéo onde foi mantido o po liofilizado de ragcdo A com a cdrcuma
natural. As medidas de absorcdo foram realizadas nos tempos de 12, 24, 48 e 72 horas ap6s 0
inicio do experimento. A seta representa a formacdo das bandas de absorcdo na regido do 260
nm.
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Figura 41- Espectros de absorcéo da solucdo com racdo A (controle)
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Espectros de absor¢do da solucéo onde foi mantida a racdo A na sua forma pura (controle). As
medidas de absorcdo foram realizadas nos tempos de 12, 24, 48 e 72 horas ap6s o inicio do
experimento. A seta representa a formacdo das bandas de absor¢éo na regido do 260 nm.

Os resultados de liberacdo em solucdo das trés composicdes de carcuma (CN, Cl e
CS) incorporadas em racdo B, foram os mesmos obtidos pela racdo A, ou seja, ndo
ocorreu liberacdo dos FSs em agua, até 72 horas ap6s o inicio do experimento.
Analisando o grafico de absorcdo da solucdo onde esteve presente a racdo B liofilizada
com a curcuma natural, foi possivel observar a formacéo de uma banda de absor¢édo na
regido do 260 nm (Figura 42), a mesma encontrada nos experimentos realizados com a
racdo A. Os espectros de absor¢do dos controles (Figura 43), mostraram que a ragédo B,
na sua forma pura, libera em agua a mesma substancia liberada pelas ra¢des liofilizadas
com os FSs, com banda de absor¢cdo no 260 nm. Os graficos referentes as racoes
liofilizadas com as demais composi¢cdes de curcuma (C e CS) e racdo B, ndo foram
apresentados por terem repetido o mesmo perfil de liberacdo do pé liofilizado com a
CN.




Figura 42- Espectros de absorcdo da solucdo com racdo B liofilizada com

clrcuma natural.
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Espectros de absor¢do da solucéo onde foi mantido o po liofilizado de ragdo B com a cdrcuma
natural. As medidas de absorc¢do foram realizadas nos tempos de 12, 24, 48 e 72 horas ap0s 0
inicio do experimento. A seta representa a formacdo das bandas de absorcdo na regido do 260
nm.

Figura 43 - Espectros de absor¢édo da solugdo com ragédo B (controle)
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Espectros de absorcdo da solugdo onde foi mantida a ragdo B na sua forma pura (controle). As
medidas de absorc¢do foram realizadas nos tempos de 12, 24, 48 e 72 horas apds o inicio do
experimento. A seta representa a formacdo das bandas de absor¢éo na regido do 260 nm.
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7.2.3. Caracterizacdo das racOes: analise de estabilidade preliminar das

racoes liofilizadas armazenadas em temperatura de 2°a 8° C

Nesta secdo, os estudos foram realizados com o objetivo de avaliar um
determinado periodo de tempo em que 0s FSs permaneceriam estaveis nas racdes (racéo
A e racdo B), armazenadas em geladeira com temperatura entre 2 a 8° C . Os espectros
de fluorescéncia das ragdes liofilizadas foram investigados imediatamente apds o seu
preparo, realizando novas medidas ap6s um periodo de 2 semanas, 1 més e 3 meses.

Analisando os espectros de fluorescéncia do po liofilizado, constituido de racdo A
e curcumina (C), nota-se ao longo do experimento, que essa formulacdo manteve-se
estavel por 3 meses, ndo ocorrendo desta forma, uma mudanga expressiva nos espectros
de fluorescéncia neste periodo de tempo. Os resultados dos estudos de estabilidade da

curcumina (C) incorporada em racdo A, estdo representados na Figura 44.

Figura 44 - Espectros de fluorescéncia normalizados da curcumina (C)

incorporada em racdo A.
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Espectros de fluorescéncia da curcumina (C) incorporada em racdo A, armazenada em geladeira
por 3 meses. As medidas de fluorescéncia foram realizadas nos tempo 0, 2 semanas, 1 més e 3
meses. A seta representa o espectro de fluorescéncia da ragdo A liofilizada com curcumina (C),
com banda de emisséo em torno de 550 nm.




A Figura 45, mostra os espectros de fluorescéncia do po6 liofilizado, constituido
de racdo A e curcuma natural (CN), para todos os tempos em que foram realizadas as
medidas (0, 2 semanas, 1 més e 3 meses). Analisando o gréfico, percebe-se ao longo do
tempo que ndo ocorre mudanca espectral nesta condi¢do, mostrando que esta
formulacdo também se mantem estavel por 3 meses, apos armazenamento em geladeira.
A seta na Figura 45, representa a banda de emissdo de fluorescéncia da ragdo A
liofilizada com curcuma natural (CN), com banda de absor¢édo na regido do 560 nm.

Figura 45 - Espectros de fluorescéncia normalizados da curcuma natural (CN)

incorporada em racao A.
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Espectros de fluorescéncia da curcuma natural (CN), incorporada em ragdo A, armazenada em
geladeira por 3 meses. As medidas de fluorescéncia foram realizadas nos tempo 0, 2 semanas, 1
més e 3 meses. A seta representa o espectro de fluorescéncia da racdo A liofilizada com
carcuma natural (CN), com banda de emissdo em torno de 560 nm.

Os resultados dos experimentos de estabilidade utilizando o p6 liofilizado,
constituido de ragdo B e curcumina (C), encontram-se na Figura 46. Durante 0s
intervalos de medida, ap0s a incorporacgao da curcumina em racdo B (2 semanas, 1 més
e 3 meses), também néo se observou mudangas espectrais nesta condi¢éo, indicando que

esta formulacdo permaneceu estavel por 3 meses, armazenada em geladeira.
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Figura 46 - Espectros de fluorescéncia normalizados da curcumina (C)

incorporada em racéao B.
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Espectros de fluorescéncia da curcumina (C), incorporada em ragdo B, armazenada em geladeira
por 3 meses. As medidas de fluorescéncia foram realizadas nos tempo 0, 2 semanas, 1 més e 3
meses. A seta a representa o espectro de fluorescéncia da racdo B (controle), com banda de
emissdo em torno de 516 nm e a seta b, o espectro de fluorescéncia da curcumina incorporada
em ragdo B, com banda em torno em torno de 527 nm.

Na Figura 47, analisando os espectros de fluorescéncia do po liofilizado
constituido de racdo B e curcuma natural (CN), nota-se que a formulacdo permanece
estavel até 1 més apds o seu preparo. Analisando o espectro obtido em 3 meses de
experimento, cuja ragdo ficou armazenada em geladeira, € possivel observar uma
alteracdo no espectro, quando comparado as medidas realizadas em 2 semanas e 1 més.
A mudanca do espectro de fluorescéncia, mostrada pela seta ¢ (Figura 47), pode indicar

a ocorréncia de degradacdo desta formulacéo.




Figura 47 - Espectros de fluorescéncia normalizados da curcuma natural (CN)

incorporada em racéao B.
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Espectros de fluorescéncia da curcuma natural (CN), incorporada em ragdo B, armazenada em
geladeira por 3 meses. As medidas de fluorescéncia foram realizadas nos tempo 0, 2 semanas, 1
més e 3 meses. A seta a representa o espectro de fluorescéncia da ragdo B (controle), com banda
de emissdo em torno de 516 nm, a seta b, o espectro de fluorescéncia da CN incorporada em
ragdo B nas medidas de 2 semanas e 1 més, com banda de emissdo em torno de 527 nm, e a seta
¢ o0 espectro de fluorescéncia da CN incorporada em racdo B na medida de 3 meses, com banda
de emissdo em torno de 533 nm.

7.2.4. Mortalidade de larvas do Aedes aegypti

Os resultados da eficécia de inativacdo fotodinamica utilizando ra¢des liofilizadas
com curcuma em larvas de Aedes aegypti foram representados na Figura 48, Figura 49,
Figura 50 e Figura 51. Assim como os experimentos utilizando os FSs na forma de
solugdo, as ragdes liofilizadas com a curcuma demonstraram bons indices de
mortalidade (superior a 80%), apds 16 horas de exposi¢édo a luz solar.

Os resultados referentes a IFD, utilizando as trés composi¢des de clrcuma em
ragdo A, com periodo de incubacdo de 12 horas no escuro foram apresentados na
Figura 48. Analisando o grafico foi possivel observar um aumento nos valores de
mortalidade apds um periodo de 8 horas de iluminagdo. Os valores de mortalidade
encontrados nas 3 primeiras horas de experimento foram de 2%, 2% e 3% para a

circuma natural (CN), curcumina (C) e curcumina em sacarose (CS), respectivamente.
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Em 8 horas de iluminacéo, os FSs apresentaram mortalidade de 3% (CN), 5% (C) e 8%
(CS), e em 11 horas ocorreu um aumento desses valores de mortalidade, sendo de 39%
(CN), 38% (C), 66% (CS). No final da exposicdo a luz solar, num periodo de
iluminacdo de 16 horas, as porcentagens de mortalidade encontradas foram de 61%,
48% e 80%, para CN, C e CS (Figura 48). No escuro, as trés composic¢des de clrcuma
em racdo A, ndo apresentaram atividade larvicida (mortalidade menor que 5%),
mostrando ser atoxica nestas condicdes.

Apesar da curcumina em sacarose ter apresentado melhor atividade fotodinamica
em todos os tempos de iluminacdo (3, 8, 11 e 16 horas), ndo ocorreu diferenca

significativa (p < 0,05) entre as trés composi¢des de curcuma.
Figura 48 - Mortalidade do Aedes aegypti em funcdo do tempo de iluminacao
utilizando racdo A liofilizada com as trés composi¢des de curcuma (CN, C e CS), com

periodo de incubagao.
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Porcentagem de mortalidade de larvas do Aedes aegypti utilizando racdo A liofilizada com as
trés composicOes de curcuma. A irradiacdo das amostras foi realizada com luz natural apés
periodo de incubagdo de 12 horas no escuro. Os valores mostrados nos graficos séo as médias e
as barras representam o desvio padréo.

Os grupos que nao foram submetidos ao periodo de incubac¢do no escuro, que
receberam as trés composi¢des de curcuma incorporadas em racdo A, apresentaram
mortalidades de 5%, 3% e 0%, para cdrcuma natural (CN), curcumina (C) e curcumina

em sacarose (CS), em 3 horas de iluminagdo. Em 8 horas de iluminacdo as porcentagens
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de mortalidade foram de 6% (CN), 13% (C) e 21% (CS), e em 11 horas de 74% (CN),
89% (C) e 81% (CS). No final de exposicao a luz solar, no periodo de iluminacéo de 16
horas, os valores de mortalidade encontrados foram de 93%, 98% e 96%, para curcuma
natural (CN), curcumina (C) e curcumina em sacarose (CS), respectivamente. De acordo
com a analise estatistica, ndo encontramos diferenca significativa na mortalidade de
larvas entre as trés composi¢des de clrcuma em todos os tempos (3, 8, 11 e 16 horas),
bem como na mortalidade de larvas entre os grupos submetidos ou ndo ao periodo de

incubacdo no escuro, no tempo de 16 horas de iluminacao.

Figura 49 - Mortalidade do Aedes aegypti em funcdo do tempo de iluminacao
utilizando ragdo A liofilizada com as trés composic¢Ges de curcuma (CN, C e CS), sem
periodo de incubacao.
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Porcentagem de mortalidade de larvas do Aedes aegypti utilizando racdo A liofilizada com as
trés composicdes de curcuma. A irradiacdo das amostras foi realizada com luz natural
imediatamente apds a aplicacdo das racOes liofilizadas, sem periodo de incubagdo. Os valores
mostrados nos gréaficos sdo as médias e as barras representam o desvio padréo.

Os resultados dos experimentos envolvendo a aplicagdo da racdo B incorporada
nas trés composi¢des de curcuma, com periodo de incubagdo de 12 horas no escuro
estdo representados na Figura 50. Analisando o grafico, observamos que as
porcentagens de mortalidade para 3 horas de exposicdo a luz solar foram de 1%, 1% e
5%, para a curcuma natural (CN), curcumina (C) e curcumina em sacarose. Em 8 horas

de iluminagéo, ocorreu um aumento da mortalidade, sendo de 13%, 8% e 21%, para
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CN, C e CS, respectivamente. Em 11 horas e 16 horas de exposicao solar, foi possivel
observar alta mortalidade para CN, C e CS, sendo elas de 41%, 46%, 66% e 76%, 73%
e 81%, respectivamente. No escuro, as trés composicbes de clircuma em racdo B, ndo
apresentou atividade larvicida (mortalidade menor que 5%), mostrando ndo ser toxica
nestas condicdes.

Os testes estatisticos mostraram que ndo houve diferenca significativa na
mortalidade de larvas tratadas com as trés composi¢des de clrcuma, em todos o0s

tempos analisados (3, 8, 11 e 16 horas).

Figura 50 - Mortalidade do Aedes aegypti em funcdo do tempo de iluminacao
utilizando ragdo B liofilizada com as trés composic¢des de curcuma (CN, C e CS), com
periodo de incubacao.
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Porcentagem de mortalidade de larvas do Aedes aegypti utilizando racdo B liofilizada com as
trés composicBes de curcuma. A irradiacdo das amostras foi realizada com luz natural apds
periodo de incubagdo de 12 horas no escuro. Os valores mostrados nos graficos sdo as médias e
as barras representam o desvio padréo.

Os resultados referentes a IFD, utilizando as trés composi¢des de clrcuma em
racdo B, sem o periodo de incubacdo de 12 horas no escuro estdo representados na
Figura 51. Analisando o grafico nota-se que esse grupo também exibiu baixa
mortalidade nas primeiras 8 horas de experimento, sendo elas de 1%, 3% e 11%, em 3
horas de iluminacdo e 23%, 6% e 28%, em 8 horas de iluminagdo, para as respectivas

composigdes de carcuma: CN, C e CS. Apds as 8 horas de iluminacdo, os valores de
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mortalidade foram de 96%, 80%, 88%, em 11 horas de iluminacdo e 98%, 93%, 93%
em 16 horas de iluminacdo. De acordo com andlise estatistica, mais uma vez, ndo
ocorreu diferenca significativa na mortalidade de larvas entre os grupos submetidos ou
ndo ao periodo de incubacdo no escuro, em 16 horas de iluminacao, e também entre as

composicdes de carcuma em todos os tempos avaliados (3, 8, 11 e 16 horas).

Figura 51 - Mortalidade do Aedes aegypti em funcdo do tempo de iluminacdo
utilizando racdo B liofilizada com as trés composic¢Ges de curcuma (CN, C e CS), sem

periodo de incubacao.
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Porcentagem de mortalidade de larvas do Aedes aegypti utilizando racéo B liofilizada com as
trés composicGes de curcuma. A irradiacdo das amostras foi realizada com luz natural
imediatamente apds a aplicacdo das racoes liofilizadas, sem periodo de incubacao. Os valores
mostrados nos graficos sdo as médias e as barras representam o desvio padrao.
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8. DISCUSSAO

8.1. Primeira etapa dos estudos de Inativacdo Fotodinamica:

fotossensibilizadores aplicados diretamente em meio aquoso

O presente estudo teve como principal objetivo avaliar os efeitos fototoxicos dos
FSs contra larvas de insetos, neste caso, as larvas do Aedes aegypti. Para isto, fez-se uso
de substancias em condi¢des ndo nocivas para 0 homem e ao meio ambiente, que
qguando iluminadas, provocariam uma diminuicdo expressiva na sobrevivéncia das
larvas. O Photogem® e as variaces moleculares de circuma, em especial a curcumina
(C) e a curcumina em sacarose (CS), demonstraram possuir, em menor ou em maior
escala, alta atividade fotolarvicida contra o Aedes aegypti.

Neste trabalho, os estudos iniciais de IFD consistiram em determinar uma
veiculacdo adequada para o Photogem® aplicado na forma de solucdo, para que se
promovesse uma réapida internalizacdo deste FS nas larvas do Aedes aegypti, garantindo
assim uma alta mortalidade quando esses organismos estivessem em contato com a luz.
Para isto, as larvas receberam duas fontes alimentares que foram dispersas nas solucdes
de Photogem®, denominadas racdo A, com tamanhos de particulas em torno de 50 pm e
racdo B, com tamanhos de particulas superiores a 150 pm.

De acordo com os resultados obtidos utilizando racdo A ou B, aplicadas nas
solucdes de FS, a racdo A em especifico, exibiu altas porcentagens de mortalidade em
comparagdo com os experimentos realizados com a ragdo B. Algumas abordagens séo
encontradas na literatura, para explicar esse acontecimento. Em trabalhos realizados por
Clements (1992), foi avaliado o mecanismo de alimentacdo de larvas de insetos
pertencentes a familia Culicidae, variando o tamanho das particulas que foram ofertadas
para esses organismos. Os resultados mostraram que particulas pequenas, com
dimensGes inferiores a 50 um, sdo aquelas susceptiveis de serem captadas e ingeridas
por larvas que utilizam o sistema de filtros na sua alimentagcdo. Ainda de acordo com
Clements (1992), as larvas que se alimentam por esse sistema de filtragem néo
discriminam qualitativamente as particulas a serem ingeridas, 0 que mostra que a
ingestdo pode depender exclusivamente das dimensdes das particulas. *% ® Neste
estudo, podemos dizer entdo, que as larvas tenham ingerido mais particulas finas
provenientes da racdo A, do que aquelas provenientes da racdo B, o que teria facilitado
a internalizacdo do FS dissolvido em meio aquoso. Sabe-se que larvas de Culicidae, ao
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se alimentar de particulas dispersas no meio, acabam ingerindo concomitantemente um
volume substancial de 4gua.®

Outra abordagem que pode ser discutida quanto aos tipos de ragfes que foram
associadas ao Photogem®, é questéo da palatabilidade desses compostos. **° Fabris et al
(2012), em um dos seus estudos de IFD em Anopheles gambiae e Anopheles arabiensis,
associou dois diferentes tipos de particulas ao FS C12, uma porfirina. De acordo com o
autor, essas particulas auxiliariam no transporte do FS até o tubo digestério das larvas.
As particulas associadas ao C12 foram: i) particulas de Eudragit® (EU-C12), que
consiste em um copolimero em forma de p6, muito utilizado para liberacdo controlada
de farmacos e ii) particulas de Friskies® (CF-C12), uma racdo comercial para gatos.

Os resultados mostraram que tanto EU-C12, como CF-C12, em condicOes de
laboratdrio, provocaram alta mortalidade ap6s o periodo de exposi¢édo solar, sendo que
as larvas de Anopheles arabiensis, apresentaram maior resisténcia ao uso de CF-C12,
Em contrapartida, quando EU-C12 e CF-C12 foram colocadas em competicdo com
outros recursos alimentares, tal como particulas de racdo comercial para peixes
(TetraMin®), ndo ocorreu mortalidade com o uso de EU-C12, e uma mortalidade de
90% foi atingida utilizando CF-C12. Desta forma, o autor concluiu que em condicdes de
campo, onde muitas vezes envolve outros recursos alimentares, como bactérias e
microalgas, a EU-C12 ndo seria susceptivel a IFD e enfatizou também, a importancia da
palatabilidade desses compostos para o desenvolvimento de novos larvicidas orais.*®

A principal motivacdo em se utilizar moléculas derivadas de hematoporfirina,
como o Photogem®, contra as larvas do Aedes aegypti, partiu do principio de muitas
familias desses FSs ja serem conhecidas e exploradas no ramo da IFD contra pragas e
insetos vetores.

Segundo Amor et al (1999), os derivados de porfirina, sdo desprovidos de
qualquer citotoxicidade intrinseca na auséncia de irradiagdo (como observado nos
estudos com o Photogem®) e podem apresentar propriedades favoraveis para aplicagoes
em criadouros reais de larvas. Os derivados de porfirina, por exemplo, sdo capazes de
absorver a maioria dos comprimentos de onda proximos ao ultravioleta e, também, a
porcdo visivel do espectro solar emitido ao longo do dia. Como ja mencionado, as
porfirinas possuem uma intensa banda de absorcdo na regido do violeta-azul,
denominada banda de Soret, e outras regides de absorcao no visivel (bandas-Q), isso faz
com que grande parte da luz solar seja absorvida por essas moléculas, otimizando os
efeitos da IFD.**
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Além da energia solar ser utilizada na IFD causando mortalidade larval, ela
também induz a fotodegradacdo dos FSs num curto periodo de tempo, reduzindo desta
forma as contaminagdes ambientais que poderiam ser provocadas por estas substancias.
Neste contexto, 0 Photogem® apresentou um tempo de degradacéo relativamente rapido
quando exposto a luz solar, sendo o tempo de permanéncia das moléculas em solucgéo de
48 horas. Este aspecto, mais uma vez se sobressai a utilizacdo de inseticidas
convencionais, que podem permanecer ativos no meio ambiente por longos periodos,
afetando os ecossistemas. Outras observagdes importantes, relatadas por Jori et al
(2000), é que os fotoprodutos originados da degradacdo de porfirinas ndo apresentam
toxicidade contra uma variedade de sistemas biolégicos e que varios ensaios
toxicolégicos comprovaram a seguranca desses compostos & satide humana.®* Ainda de
acordo com Jori et al (2000), essas moléculas podem ser tdxicas se absorvidas em
concentracdes superiores a 100 mg/kg do peso corporal, 0 que é muito maior que a
concentracdo necesséria para causar alta toxicidade em larvas de insetos.*

Nos estudos com o Photogem® a melhor mortalidade foi alcancada com a
concentracdo de 80 pg/mL nas condigdes de iluminacdo natural, onde em meia hora
obteve-se 100% de mortalidade. Em contrapartida, nas condi¢bes de iluminacédo
artificial esse valor de mortalidade foi observado em um periodo de tempo mais longo,
alcancando mortalidade total, apds 24 horas de iluminacdo. Desta forma, podemos dizer
que o fator responsavel por essa variagdo na mortalidade, foi principalmente a diferenca
na irradiancia emitida as amostras por cada fonte de luz e também pela diferenca no
espectro de emissao desses aparatos.

Neste trabalho, procuramos avaliar também duas condi¢Oes diferentes de
iluminacdo solar (periodo 1 e periodo 2), a fim de verificar a influéncia dessa variavel
sobre os valores de mortalidade das larvas expostas ao Photogem®. Esses resultados
foram extremamente importantes para determinar a eficiéncia da IFD em dois tipos de
criadouros de larvas: i) aqueles na presenca de altas intensidades de luz e ii) aqueles
encontrados em regides com pouca entrega de luz, apresentando baixas intensidades. O
Grupo 1, que foi submetido as condi¢des de iluminacdo do periodo 1, atingiu alta
mortalidade (superior a 80%) num periodo de tempo mais curto (2 horas) em relacdo ao
Grupo 2, submetido as condic¢Ges do periodo 2 (24 horas). Esse fato pode ser explicado,
mais uma vez, pela alta intensidade de luz entregue ao FS no periodo 1, cuja irradiancia

solar média foi de 43 mW/cm2 contra 9 mW/cmz, referente ao periodo 2.
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Apesar do grupo 2, ter alcancado alta mortalidade (superior a 80%) num periodo
de tempo mais longo (24 horas), as condi¢Bes de iluminacdo aplicadas & esse grupo
mostraram que a IFD ¢é eficaz até mesmo em baixas intensidades de luz. De acordo com
um estudo realizado por Lucantoni et al (2011), areas sombreadas ao ar livre, onde
geralmente sdo encontrados os criadouros de larvas, apresentam intensidades de luz
entre 1 a 9 mW/cm?, que de acordo com os resultados encontrados para o periodo 2, € 0
suficiente para ocasionar alta mortalidade em larvas do Aedes aegypti.*

De acordo com a literatura, varias moléculas semelhantes ao Photogem® foram
avaliadas neste ambito para eliminar larvas de insetos vetores, como por exemplo, a
hematoporfirina (HP), substancia pela qual o Photogem® é originado. Karunaratne et al
(2005), testou os efeitos da HP contra larvas do terceiro instar do Aedes aegypti, em luz
solar difusa (condicdo correspondente ao periodo 2 deste estudo), nas concentracfes de
1,25, 2,5, 5,0, 10 e 20 pug/mL e obteve nesta ultima concentracdo uma mortalidade de
100%, ap6s 24 horas de iluminacdo. Em nosso trabalho, o Photogem® apresentou
mortalidade de 100%, na concentracdo de 80 pg/mL, também em 24 horas de
iluminacdo (resultados representados na Figura 20). Karunaratne et al (2005), além de
obter bons resultados da utilizacdo da HP contra larvas do Aedes aegypti, também fez
observacdes importantes quanto a susceptibilidade de alguns estagios das larvas em
relacdo a técnica. Larvas de estadgios mais avangados, por sua vez, apresentam uma
cuticula corporea mais espessa, dificultando a penetracdo da luz para a ativacao do FS,
portanto esses organismos s&0 menos susceptiveis a fototoxicidade.’® No presente
estudo, larvas de quarto estagio ndo apresentaram mortalidade em nenhuma das
concentracdes utilizadas para o Photogem®, tanto na condico de luz artificial como na
luz natural (dados ndo apresentados), o que corrobora também com os resultados
obtidos pelo autor supracitado.

As atividades bioldgicas dos derivados de porfirina e hematoporfirina séo
conhecidas principalmente pela relagdo com suas estruturas moleculares. Sabe-se que
FSs hidrofilicos sdo ineficientes para serem utilizados como fotolarvicidas, pois ndo
possuem uma boa interagdo com a camada lipidica das membranas celulares e,
consequentemente acabam néo atravessando do meio extra-celular para o meio intra-
celular. Compostos hidrofobicos, em contrapartida, podem atravessar essas membranas
e atingir outros compartimentos celulares, como o plasma, membranas mitocondriais e
reticulo endoplasmatico rugoso, mas possui a desvantagem de formar agregados
fotobiologicamente inativos, o que gera uma limitagdo quando sua aplicacdo se refere a
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organismos aquaticos.>* % Os FSs anfifilicos, como o Photogem®, s&o 0s que possuem
melhor atividade fotolarvicida, pois podem atravessar as membranas bioldgicas e
distribuir-se pelos tecidos. De acordo com essas informac6es e em observacdo a Figura
33 (em C, seta), foi verificado que o Photogem® teve uma melhor distribuicio dentro e
fora do canal alimentar das larvas, o que possibilitou uma rapida resposta a IFD.

As imagens de fluorescéncia com o Photogem®, por sua vez, mostraram que as
larvas teriam ingerido prontamente a solugéo do FS. O FS acumulou-se na maior parte
do trato digestorio, mostrando uma fluorescéncia mais evidente nos cecos gastricos e
intestino médio. Essas mesmas observacdes foram feitas por Lucantoni et al (2011),
utilizando como FS uma porfirina catidnica (C14).%° Além do estudo de localizagdo e
acumulacdo desses FSs em larvas de mosquitos, outros trabalhos foram realizados
através de analises histopatoldgicas, a fim de avaliar o dano causado por esses FSs em
determinadas estruturas e tecidos larvais. Em trabalhos realizados por Salama et al
(2002) foram avaliadas, através de microscopia eletrdnica, as regides afetadas pelo
efeito fotodindmico da hematoporfirina em larvas de quarto estagio de Culex pipiens,
irradiadas com luz artificial. A andlise ultra-estrutural, por sua vez, mostrou diversas
alteracdes causadas na cuticula, mitocdndrias, células epitelias do intestino médio,
membrana peritréfica, entre outras. Em vista da localizacdo da hematoporfirina, a
mesma encontrada para o Photogem® em larvas do Aedes aegypti, os danos encontrados
por Salama et al (2002) em Culex pipiens poderiam ser 0s mesmos para este estudo, no
entanto, essas avaliacdes seriam necessarias.***

Embora os efeitos desta primeira geracdo de FSs sejam muito efetivos para o
controle de larvas do Aedes aegypti, ainda apresentam algumas dificuldades quanto a
sua aplicacdo, devido ao alto custo de producdo e distribuicdo, se tornando desta forma,
inacessiveis para regifes mais carentes, que possuem maior incidéncia de doencas
transmitidas por insetos vetores. ®® Em vista disso, surgiu a necessidade da busca por
novos FSs, igualmente efetivos, que ndo provocassem danos a outros organismos e que
fossem entdo, atrativos as questdes socioecondmicas.

Atualmente, uma das tendéncias para se tratar a maioria destas preocupacdes € a
prospeccdo de compostos naturais derivados de plantas com atividade larvicida, como
por exemplo, os pigmentos curcumindides, extraidos do rizoma da Curcuma longa. Os
efeitos larvicida dessas substancias ja foram avaliados por Sagnou et al (2012) em
larvas de Culex pipiens, no entanto, os resultados deste trabalhos revelaram pela

primeira vez a alta eficdcia da curcumina como um agente fotolarvicida contra larvas do
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Aedes aegypti.'® Embora existam muitos relatos na literatura mostrando a atividade
larvicida da curcuma, poucos discutem a relagdo estrutura versus agdo da luz de seus
constituintes (pigmentos curcumingides).

Ao contrario do Photogem®, que apresentou mortalidade larval de 100% em 2
horas de exposicao a luz solar (periodo 1) em todas as concentragdes, a crcuma (em
especial a curcumina e a curcumina em sacarose), apresentaram porcentagens
semelhantes em torno de 8 horas de iluminacdo natural (periodo 1). Em contrapartida,
para que se atingissem esses indices, foram necessarias concentracoes inferiores aquelas
utilizadas para o Photogem®. A ctrcuma natural (CN), por sua vez, ndo chegou a
reduzir totalmente a sobrevida das larvas tratadas em condigGes de iluminagé&o artificial,
apresentando um efeito fotodindmico pouco eficaz, quando em comparada com as
outras composicdes de curcuma nestas condi¢cdes. De acordo com a andlise estatistica,
nas condi¢cbes de iluminacdo artificial, ocorreu diferenca significativa entre a
mortalidade final (25 pg/mL em 48 horas) dos grupos tratados com CN e CS,e CNe C
(p<0,05). Entre CS e C, ndo ocorreu diferenca estatistica nas mesmas condi¢des, com
p>0,05.

Em trabalhos realizados por Sagnou et al (2012), foi testada a atividade larvicida
dos pigmentos curcumindides contra as larvas de Culex pipiens. Ap6s 24 horas, a
curcumina apresentou uma LC50 de 19,07 mg/L, enquanto que 0s outros pigmentos
curcuminoides (demetoxicurcumina e bis-demetoxicurcumina) apresentaram valores de
LC50 superiores a 150 mg/L.108 Isso serve para reforcar que a curcumina tem uma
Otima atividade larvicida em comparacdo aos demais pigmentos curcumindides. O
trabalho de Sagnou et al (2012), sugere que a alta atividade larvicida da curcumina
esteja relacionada com a presenca de dois grupos metoxila ligados ao anel aromatico, e
que a baixa toxicidade apresentada pelos demais curcumindides ocorreu principalmente
pelo padréo de substituicdo do anel, que afetou de alguma forma a sua atividade nesses
organismos. Essas informacgdes podem ser utilizadas para explicar o baixo efeito
produzido pela circuma natural em condi¢bes de iluminacdo artificial, ja que essa
mistura de curcumindides (curcumina, demetoxicurcumina e bis-demetoxicurcumina),
apresenta em sua composic¢do 50% de curcumina (C), sendo este curcumindide 0 mais
efetivo como larvicida/fotolarvicida.

Abbas et al (2015) também estudou a atividade larvicida dos pigmentos
curcumindides em larvas do Aedes aegypti e encontrou valores de LC50 de 2,5 ppm

para a turmerona aromatica, 8,7 ppm para bis-demetoxicurcumina, 50 ppm para a
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curcumina e 60 ppm para a demetoxicurcumina. **® Os resultados encontrados pelo
autor supracitado ndo corroboram com os resultados obtidos por Sagnou et al (2012),
que obteve um valor de LC50 menor para a curcumina, e valores maiores de LC50 para
os demais curcumindides. As diferencas encontradas nestes estudos, sao creditadas por
Sagnou et al (2012) devido a diferenca da origem e da composi¢do do solo onde a
carcuma foi cultivada. Contudo, acreditamos que esta diferenca, pode estar relacionada
também com outras condi¢des experimentais, tais como, a variedade da racdo utilizada
na alimentacdo das larvas e a diferenca no fotoperiodo apresentada nos dois trabalhos.
Outro ponto importante é que nesses estudos, a influéncia da luz na mortalidade larval
ndo é devidamente controlada.

No que tange aos experimentos realizados com iluminagdo natural, o grupo
tratado com CN obteve mortalidade superior aos grupos expostos as condicdes de luz
artificial, exibindo em 8 horas uma mortalidade de 78%, na concentracdo de 25 pg/mL.
Em contrapartida, a mortalidade encontrada para o grupo que recebeu a CN e
iluminacdo artificial foi inferior a 10%, nas mesmas condi¢cBes. Isso, muito
provavelmente tenha ocorrido devido a alta intensidade de luz emitida pelo Sol, que
potencializou desta forma o efeito fotodindmico desta substancia. Nos estudos
utilizando as trés composicbes de circuma (CN, C e CS), em iluminacdo natural, ndo
ocorreu diferenca significativa (p>0,05) na mortalidade final entre os grupos tratados
(25 pg/ml, em 8 horas).

Algumas das dificuldades em se utilizar a curcuma para o controle integrado de
vetores é que essas moléculas apresentam baixa solubilidade em &gua, pois possuem um
carater hidrofobico.'®® Desta maneira, em alguns estudos empregamos a utilizacio de
sacarose em curcumina (C), com a finalidade de melhorar as caracteristicas de
solubilidade dessa substancia e reduzir os danos de solventes organicos, como o etanol e
o DMSO, que poderiam ser provocados ao meio ambiente em futuras aplicagdes. Em
outros trabalhos, como o de Awad et al (2008), a sacarose foi aplicada em combinacgéo
com outros FSs, com o objetivo de promover uma melhor internalizacdo desses
compostos por larvas de Culex pipiens, uma vez que 0s aglcares sdo conhecidos como
estimulantes da alimentacdo para alguns insetos.'”” O autor em questdo, testou a
atividade fotodindmica da hematoporforina (HP) em sacarose contra larvas de Culex
pipiens e observou um aumento da mortalidade larval nesta condi¢do, quando
comparado com a férmula pura da HP, sugerindo assim um efeito sinérgico entre o FS e

a sacarose. Esses resultados, no entanto, ndo corroboram com os estudos de IFD
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utilizando curcumina e curcumina em sacarose, pois estes grupos ndo apresentaram
diferenca significativa nas porcentagens finais de mortalidade (p>0,05). Em
contrapartida, nos controles, a curcumina com sacarose foi a Unica composi¢do de
cdrcuma que apresentou alta toxicidade no escuro (Figura 18).

As composicdes de curcuma utilizadas neste estudo mostraram ter baixa
estabilidade na luz, exibindo fotodegradagédo total em 3 horas de iluminagdo. Essa
caracteristica, mais uma vez, mostra-se favoravel as questdes ambientais, uma vez que
essas moléculas sdo eliminadas rapidamente do meio ambiente. Apesar da
fotodegradacdo desses FSs acontecer de forma rapida, estudos bem delineados com os
produtos de fotodegradacdo sao necessarios, tanto em organismos nao-alvo, como nas
larvas do Aedes aegypti, a fim de avaliar os reais impactos que podem ser gerados em

condicdes naturais nesses organismaos.

8.2. Segunda etapa dos estudos de Inativacdo Fotodinamica: incorporacao da

carcuma (CN, C e CS) em racao, obtendo-se um po liofilizado

A incorporacdo de FSs com tipos especificos de iscas, como ragdes, vem
provando aperfeicoar a forma de aplicacdo desses compostos contra larvas de insetos
vetores, uma vez que sua aplicacdo na forma de solugdo pode ndo ser viavel para alguns
tipos de criadouros. Com base nisto, 0 nosso estudo realizou a incorporacdo das trés
composicdes de curcuma (CN, C e CS) em dois tipos de racdo, racdo A e racdo B,
obtendo desta forma, um produto na forma de um po liofilizado. Através de imagens de
fluorescéncia e analises espectrais, observamos que as composi¢des de curcuma foram
absorvidas de forma eficiente pelas racdes utilizadas no estudo.

De acordo com Lucantoni et al (2011), a utilizacdo de formulages que contem
em sua composicdo o FS e o alimento larval, pode ser mais interessante para a aplicagédo
pratica do que o uso de FSs na sua forma pura em solucéo. Esse fato pode ser explicado
pelas larvas do Aedes aegypti viverem muitas vezes em ambientes com agua limpa,
apresentando escassez de matéria organica. A deposi¢cdo de FSs incorporados em
alimentos seria entdo um atrativo para as larvas, que passariam a ingerir esses FSs em
maiores quantidades, provocando assim melhor efetividade da técnica. Além disso, esta
forma de aplicacdo pode ser mais seletiva quanto as larvas e mais segura quanto a outras
formas de vida que podem coexistir nos criadouros com as larvas do Aedes aegypti.
Ainda quanto a seletividade, podemos dizer que essas formulagdes podem ter suas
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caracteristicas fisicas ajustadas ao comportamento alimentar de uma determinada
espécie de inseto, como por exemplo, desenvolver um fotolarvicida com dimensGes de
particulas especificas para um organismo que estd adaptado a uma alimentacdo na
camada superficial da agua.

Em vista dos estudos realizados com as racgdes liofilizadas, obtivemos resultados
promissores para a aplicagdo destes compostos contra larvas do Aedes aegypti, que em
16 horas de exposic¢do a luz solar apresentou mortalidade superior a 90%. Observando
os graficos de mortalidade pode-se dizer que tanto a racdo A, como a racdo B,
empregadas no FS, foram efetivas, ndo apresentando diferenca estatistica em 16 horas
de iluminagdo (p>0,05). A ragdo A, no entanto, por apresentar pigmentos em sua
composi¢do pode ndo ter absorvido de forma eficiente o FS, porém suas particulas por
apresentarem as menores dimensdes podem ter facilitado o processo de ingestao pelas
larvas. Ja a racdo B, como mostra a Figura 37, apresentou uma absor¢do mais eficiente
em relacdo a racdo A, porém as dimensbes das suas particulas podem ter sido
desfavoraveis no processo de ingestao.

Outra consideragdo importante a se fazer é em relacdo ao tempo de incubacédo que
as larvas permaneceram em contato com as racdes liofilizadas. Os resultados desses
experimentos mostraram que tanto as larvas que ficaram em contato por 12 horas com a
formulacdo, como aquelas que receberam o composto e foram expostas imediatamente
ao Sol, apresentaram valores de mortalidade semelhantes (p>0,05), mostrando desta
forma que o tempo de incubacdo ndo € essencial para a efetividade da técnica nestas
condi¢Bes. Finalmente, podemos concluir com o0s ensaios de liberagdo destes
compostos, que o FS teve uma boa interacdo com as ragdes, ndo sendo liberados em
solucdo durante um periodo de 72 horas, 0 que mais uma vez, sugere que esses

compostos terdo baixo impacto sobre o meio ambiente.
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9. CONCLUSOES

Os resultados apresentados demostraram que tanto o Photogem®, como os
derivados de curcuma (em especial a curcumina e curcumina em sacarose) tiveram um
efeito fotodindmico potente contra as larvas do Aedes aegypti.

Em relacdo a forma de entrega dos FSs, concluimos que em solucdo, esses
compostos séo capazes de promover altas porcentagens de mortalidade em comparagéo
aos resultados obtidos através da utilizacdo dos FSs incorporados em racdo (po
liofilizado). No entanto, a aplicacdo desses compostos em solucdo, pode se tornar
invidvel quanto ao tipo de criadouro a ser tratado, podendo afetar outras formas de vida
que estejam presentes neste ambiente. Os FSs incorporados na ragdo, por sua vez,
podem promover maior seletividade quanto as larvas do Aedes aegypti. No caso dos
experimentos em solucdo também observados que a mortalidade é extremamente
depende do tipo de alimento ofertado a larva. Na comparacdo entre dois tipos
especificos de racdo, observamos que um tipo de racdo (racdo A) promove uma
mortalidade mais eficiente.

A efetividade da IFD contra as larvas do Aedes aegypti, foi verificada tanto em
condicGes com altas intensidades de luz (periodo 1), como em condi¢bes com baixas
intensidades de luz (periodo 2 e lampada fluorescentes), comprovando a viabilidade da
técnica em criadouros de larvas que recebem baixa incidéncia de luz.

A visualizacdo das larvas em microscopia confocal mostrou uma distribuicdo dos
FSs (Photogem® e as composicdes de clrcuma) em varias regides do trato digestorio
desses organismos, indicando que os danos da IFD teriam ocorrido nestas regides,
provocando a mortalidade do Aedes aegypti.

Neste estudo também verificamos que os FSs sdo degradados a medida que sdo
expostos a luz, apresentando maior degradacdo em condic¢des de iluminagdo com altas
intensidades. A rapida degradacdo desses FSs é um fator positivo para a aplicacdo da
IFD no controle de vetores, pois esses compostos serdo eliminados rapidamente do
ambiente, ndo oferecendo riscos a outros organismos.

Embora os estudos de IFD em larvas do Aedes aegypti tenham sido promissores
em condicdes de laboratorio, estudos em criadouros reais S&0 necessarios para avaliar a
verdadeira efetividade da técnica nessas condicGes. Neste sentido, novas pesquisas

também precisam ser elaboradas para o melhoramento do desenho experimental da




111 |

formulacéo contendo o FS, para que estes possam ser entregues de forma mais efetiva e

seletiva em criadouros de larvas do Aedes aegypti.
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