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RESUMO

A selecao de populagdes resistentes do vetor Aedes aegypti a inseticidas quimicos tradicionais tem
motivado a busca de técnicas alternativas para atuar no controle da proliferacdo de mosquitos
vetores. A inativacdo fotodinamica (IFD) € uma ferramenta promissora contra o vetor Ae. aegypti,
envolve a combinacao de trés elementos fundamentais: comprimento de onda especifico, molécula
fotossensibilizadora (FS) e o oxigénio molecular, que quando associados causam danos
irreversiveis ao tecido alvo. A temperatura ambiente ¢ um fator importante na sobrevivéncia de
larvas e mosquitos, pois influencia em sua fisiologia de desenvolvimento, comportamento e na
ecologia. Este estudo teve como objetivo, avaliar formulagdes a base de curcumina para a IFD de
larvas do Ae. aegypti em condi¢des de laboratorio e em campo simulado. A execucdo foi realizada
em etapas: (1) avaliagdo dos pardmetros do ciclo biologico do Ae. aegypti tais como taxa de eclosao
e concentragdo letal (CL) de larvas e mortalidade promovidas por IFD com a curcumina, sob
diferentes temperaturas (20, 25, 30 e 35 °C), (ii) formulacdo e caracterizagdo da curcumina
microencapsulada por espectroscopia de absor¢do no ultravioleta visivel (UV-Vis), microscopia
eletronica de varredura (MEV), microscopia confocal e espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) e ensaios biologicos com as larvas, defini¢do das concentragdes
letais (CLss0,90) para a acdo de IFD em laboratorio, (iii) a avaliagdo do comportamento da acao
fotodindmica em campo simulado, com base nas CLs em laboratdrio e a persisténcia da formulagado
a base de curcumina, e (iv) andlises de ecotoxicoldgicas com organismos ndo alvo (Danio rerio,
Allium cepa, Galleria mellonella). Os valores das CLs foram obtidos por meio de dose-resposta
por regressao ndo linear, para comparagdes entre grupos ANOVA unidirecional, com teste post-
hoc de Tukey e o teste t de Student foi utilizado com dois grupos de comparagdo. Os resultados
etapa 1) indicaram que temperaturas mais elevadas apresentam maior mortalidade das larvas em
concentracdes mais baixas da formulagdo de curcumina. As larvas que sobreviveram apos a IFD
quando comparado com os grupos controle, apresentaram atraso no seu desenvolvimento. A
avaliagdo de sobrevivéncia dos mosquitos adultos machos e fémeas para os grupos controle e IFD,
apresentou uma reduc¢do de longevidade dos mosquitos do grupo IFD em relacdo ao controle. Na
etapa ii) a microcapsula de curcumina apresentou pico de 440 nm, tamanho médio de 11,1 £ 3,1
pum e nao houve deslocamentos significativos nas posi¢des das bandas caracteristicas da curcumina
e seus excipientes. Além disso, manteve sua eficacia e os resultados em laboratorio mostram que
as CLs foram de 0,27 mg/L (CLs0) e 1,6 mg/L (CLoo), respectivamente. Etapa (iii), em campo
simulado as concentragdes obtidas foram CLso 2,30 mg/L, e CLoo 8,7 mg/L, respectivamente. Os
resultados da avaliagdo da persisténcia da microcépsula de curcumina em campo simulado, eficacia
de 100% até 20 dias com decaimento da atividade em fun¢ao do tempo, perdendo completamente
sua eficacia depois de 45 dias. Na etapa iv, avaliagcdo de ecotoxicidade ndo demonstrou toxicidade
em organismos nao-alvo: Danio rerio (100 mg/L), Allium cepa (100 mg/L), Galleria e mellonella
(2000 mg/L). A agdo fotodinamica foi eficaz em ensaios de laboratério e em campo simulado.
Portanto, o fotolarvicida a base de curcumina pode ser um potencial para controle integrado do
vetor Ae. aegypti na fase de larvas e consequentemente na reducdo da transmissao de arbovirus.
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ABSTRACT

The selection of resistant populations of the vector Aedes aegypti to traditional chemical
insecticides has motivated the search for alternative techniques to control the proliferation of vector
mosquitoes. Photodynamic inactivation (PDI) is a promising tool against vector Ae. aegypti,
involving the combination of three elements: specific wavelength, photosensitive molecule (PS)
and molecular oxygen, which when associated cause irreversible damage. Ambient temperature is
an important factor in the survival of larvae and mosquitoes, as it influences their physiology,
behavior and ecology. This study aimed to evaluate curcumin-based formulations for PDI of Ae.
aegypti larvae under laboratory and simulated field conditions. The implementation was carried
out in stages: (i) the biological cycle parameters of Ae. aegypti, such as hatching rate and lethal
concentration (LC) of larvae and mortality promoted by PDI with curcumin, under different
temperatures (20, 25, 30 and 35 °C). (ii) formulation and characterization of microencapsulated
curcumin by ultraviolet-visible (UV-Vis) absorption spectroscopy, scanning electron microscopy
(SEM), confocal microscopy, and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), and biological
assays with larvae. Lethal concentrations (LCs50;90) for IFD action in the laboratory were defined.
(iii) evaluation of the photodynamic action behavior in a simulated field, based on the LCs
determined in the laboratory, evaluated larval mortality and the persistence of the curcumin-based
formulation. (iv) ecotoxicological analyses with non-target organisms (Danio rerio, Allium cepa,
and Galleria mellonella). The results of step 1) indicated that higher temperatures result in higher
larval mortality at lower concentrations of the curcumin formulation. The larvae that survived after
PDI, when compared to the control groups, showed delayed development. The survival evaluation
of adult male and female mosquitoes for the control and PDI groups showed a reduction in the
longevity of mosquitoes in the PDI group compared to the control. In step ii), the curcumin
microcapsule presented an absorption peak at 440 nm, an average size of 11.1 &+ 3.1 um, and there
were no significant shifts in the positions of the characteristic bands of curcumin and its excipients.
Furthermore, it maintained its efficacy, and laboratory results show that the LCs were 0.27 mg/L
(LCs0) and 1.6 mg/L (LCoo), respectively. Step (iii), in a simulated field, the concentrations
obtained were LCso 2.30 mg/L and LCoo 8.7 mg/L, respectively. The results of the persistence
evaluation of the curcumin microcapsule in a simulated field showed 100% efficacy for up to 20
days, with activity declining over time, completely losing its efficacy after 45 days. In stage IV,
the ecotoxicity evaluation showed no toxicity to non-target organisms: Danio rerio (100 mg/L),
Allium cepa (100 mg/L) and Galleria mellonella (2000 mg/L). The photodynamic action is
effective in laboratory and simulated field tests. Therefore, the curcumin-based photolarvicide may
be a potential integrated control agent for the Ae. aegypti vector in the larval stage and,
consequently, for reducing arbovirus transmission.

Keywords: Environmental biophotonics, vector management, photosensitizer, larvicide
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1 CAPITULO - Estado da Arte

O controle do Aedes aegypti, vetor responsavel pela transmissdo de arboviroses como
dengue, Zika e Chikungunya, representa um desafio crescente para a satide ptblica global. A ampla
disseminag¢do do mosquito, associada a sua capacidade adaptativa e a resisténcia desenvolvida
frente aos inseticidas quimicos convencionais, evidencia a limitagao das estratégias tradicionais de
controle vetorial. Além disso, esses compostos podem atingir a biodiversidade e geram impactos
ambientais negativos como: afetar espécies ndo-alvo, contaminacdo do solo e da agua e
bioacumulagdo em organismos vegetais. E finalmente, o cenério atual de mudangas climaticas tem
favorecido a expansdo geografica e temporal do vetor, intensificando a incidéncia dessas doengas,
especialmente em regides tropicais e subtropicais.

Diante desse contexto, torna-se urgente a busca por alternativas, eficazes e ambientalmente
seguras. A inativagdo fotodinamica (IFD) surge como uma tecnologia promissora, por associar
seletividade, baixa toxicidade residual e potencial de aplicacdo ambiental. Essa abordagem baseia-
se na combina¢do de trés componentes fundamentais: um fotossensibilizador (FS), uma fonte de
luz com comprimento de onda adequado e oxigénio molecular, resultando na geragao de espécies
reativas de oxigénio (EROs) que induzem danos letais aos organismos-alvo.

A curcumina, ¢ um curcumindide extraido dos rizomas de Curcuma longa, destaca-se por
suas multiplas atividades biologicas, incluindo a¢do antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana
e comprovada atividade larvicida frente a vetores como Ae. aegypti. Além disso, apresenta
propriedades fotossensibilizantes, que combinada com a luz tem um potencial fotolarvicida por
meio da producdo de EROs. Entretanto, o uso pratico da curcumina enfrenta limitagdes
significativas, especialmente relacionadas a baixa solubilidade em 4gua e a instabilidade frente a
condigdes ambientais adversas, como irradiacdo, variagdes de pH e temperatura. Essas
caracteristicas resultam em rapida degradacao e redugdo da eficicia bioldgica, comprometendo seu
potencial como agente de controle de vetores em ambientes naturais.

Nesse contexto, o desenvolvimento de novas formulagdes, como sistemas de
encapsulamento, busca superar essas limitagdes, proporcionando maior prote¢do contra
degradacao, melhorando a dispersdo em meios aquosos e liberagdo controlada do ativo. Essas
estratégias nao apenas aumentam a eficdcia larvicida e fotodindmica da curcumina, mas também
pode reduzir a necessidade de reaplicacdes e minimizar impactos sobre organismos nao-alvo,

contribuindo para praticas de manejo mais sustentaveis.
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Assim, este estudo investiga a curcumina em suas formas livre, co-cristalizada,
microencapsulada e a caracterizacdo dessas formulagdes, visando otimizar sua estabilidade e
solubilidade, garantir maior eficiéncia com ensaios de condigdes laboratoriais e de campo simulado
e aplicabilidade em condi¢des ambientais com estudos de ecotoxicidade. A estrutura do trabalho
esta dividida da seguinte forma:

Capitulo 2: Apresenta o referencial teérico onde serdo abordados os aspectos e mecanismos
da técnica da IFD como uma ferramenta para o controle de larvas de Ae. aegypti e outras pragas.
A importancia da IFD e as pesquisas que relatam o uso dessa técnica no manejo de pragas e insetos
vetores serao evidenciadas. Além disso, a Gltima se¢do abordara os avancos nos ultimos anos da
IFD com a curcumina como um fotolarvicida

Capitulo 3: Serdo discutidas questdes relacionadas as s mudangas climaticas, incluindo a
problematica do aumento na incidéncia de doengas, a influéncia desses fatores no ciclo de vida dos
vetores e na disseminacdo de doencas, projecdes através de modelos de previsdo além do impacto
dessas mudangas nos métodos de controle de vetores, incluindo IFD.

Capitulo 4: Avalia a influéncia da temperatura, uma das variaveis das mudangas climaticas
que mais interfere no ciclo de desenvolvimento de vida o Ae. aegypti combinando o processo de
IFD com o FS curcumina. A formulagdo co-cristalizada foi utilizada a base de curcumina ¢ D-
manitol. E as temperaturas investigadas foram 20, 25, 30 e 35 °C, além de paramentos do ciclo de
vida do 4e. aegypti analisados, como a taxa de eclosdo, desenvolvimento de larvas, pupas e adultos.
Ensaios fotolarvicidas foram realizados para determinar os valores de CLs (CL2s:50,90), a razao
sexual, longevidade dos mosquitos € seu peso.

Capitulo 5: Detalha o desenvolvimento, caraterizacdo e estabilidade de uma formulagdo a
base de curcumina microencapsulada. Serdo utilizadas técnicas de espectroscopia de absor¢ao no
ultravioleta visivel (UV-Vis), microscopia eletronica de varredura (MEV), microscopia confocal e
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). O perfil de liberagdo e a
analise de fotoestabilidade, também serdao abordados.

Capitulo 6: Apresenta os ensaios laboratoriais da formulagdo baseada na curcumina
microencapsulada para a validacdo de um fotolarvicida de acordo com as normas da Organizagado
Mundial da Saude (OMS). Neste ambito, sera apresentado a determinacdo das concentracdes ideais
para a aplicacado, persisténcia da formulacao em laboratério e a reaplicagdao da formulacao avaliada

em condicoes de laboratoério.
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Capitulo 7: Aborda o avango para a segunda etapa de validagdo das microcapsulas de
curcumina como fotolarvicida, seguindo as diretrizes da OMS partindo para o campo simulado, a
determinagdo de concentracgdes letais e persisténcia. E a avaliagdo dos efeitos de ecotoxicidade em
organismos nao-alvo, como Danio rerio, Allium cepa e Galleria mellonella

Capitulo 8: Apresenta as conclusdes gerais e discute perspectivas futuras para o
desenvolvimento e aplicagcdo de fotolarvicidas a base de curcumina como alternativa sustentavel
no controle de vetores.

Dessa forma, espera-se que os resultados obtidos ao longo desta tese contribuam
significativamente para o avango cientifico na area de controle vetorial, ampliando o conhecimento
sobre o uso da IFD utilizando curcumina como FS, demonstrando o potencial de formulagdes
inovadoras para superar suas limitagdes de solubilidade e estabilidade. Além disso, pretende-se
oferecer resultados que favorecam a validagdo de fotolarvicidas como alternativa eficaz, e
ambientalmente segura frente aos desafios impostos pelos inseticidas convencionais e as mudangas
climaticas. Com isso, este trabalho busca colaborar para o desenvolvimento de estratégias mais
sustentaveis e integrar ao controle de vetores, alinhadas a saude publica e conservacdo da

biodiversidade.
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2 CAPITULO - Referencial Teérico
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2.1 Introducao

O controle de pragas e doengas transmitidas por vetores (DTV) ainda € um grande desafio
para os comités sanitarios, setor econdmico e comunidade cientifica em todo o mundo (Bos, 1992;
Van Gompel; Van Bortel, 2008). As pragas causam diminui¢do na densidade das plantas,
crescimento atrofiado, menor capacidade de producdo e diminuem o rendimento ou a natureza dos
produtos horticolas (Agarwal; Verma, 2020) resultando em até 40% da perda global de producao
agricola e causando um custo para a economia global de cerca de 220 mil milhdes de doélares (FAO,
2019). Por outro lado, as DTVs podem ser infecgdes como Chikungunya, Dengue, Maldria e Zika.
As DTVs sdo caracterizadas pela transmissdo de patdogenos (parasitas, bactérias ou virus) entre
humanos, ou de animais para humanos por mosquitos, triatomineos, moscas negras € outros
artropodes (Chan et al., 2020; Eder et al., 2018). Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS)
estas infegdes sdo responsaveis por mais de 17% de todas as doengas infecciosas em todo o mundo,
resultando em mais de 700 000 mortes anualmente (WHO, 2020).

A gestdo de pragas e DTVs tem desempenhado um papel fundamental no alcance do atual
nivel do abastecimento alimentar internacional e na diminui¢do do nimero de mortes por infecgoes,
respectivamente (Waterfield; Zilberman, 2012). Na era pds-segunda Guerra Mundial, o design,
desenvolvimento e a utilizagdo de pesticidas e inseticidas quimicos cresceram rapidamente e se
tornaram uma metodologia predominante (Ozkara; Akyil; Konuk, 2016). No entanto, este tipo de
produto possui algumas limitagdes e desvantagens para a saude humana e ambiental
(Nicolopoulou-Stamati et al., 2016) como: 1) efeitos no desenvolvimento embrionario (Karami-
Mohajeri; Abdollahi, 2011), i1) alteracdes hematoldgicas e hepaticas (Freire; Koifman; Koifman,
2015); 1iii) acimulo de residuos toxicos no solo (Aktar; Sengupta; Chowdhury, 2009). Outros
métodos para controle de pragas e vetores foram relatados como abordagens bioldgicas, mecanicas
e a adocdo de variedades geneticamente modificadas (GM). Ao longo dos anos vém surgindo novos
métodos de controle baseados em tecnologias promissoras como a fotonica, que em uma das suas
areas de atuacao contempla a [FD (Bellini; Zeller; Van Bortel, 2014; Dias et al., 2020a; Wisner;
Adams, 2003).

O processo de IFD desperta grande atencdo devido a sua eficiéncia e seguranga para
inativacao de pragas e vetores. Esta abordagem ¢ caracterizada pela combinagdo de um inseticida

fotossensibilizante, oxigénio molecular (°02), e uma fonte de luz, resultando na producio de
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espécies reativas de oxigénio (EROs) como anion radical superoxido (O2"), peroxido de hidrogénio
(H,0») e radical hidroxila (HO") o e oxigénio singleto (02), que podem promover danos oxidativos

celulares em pragas e vetores (Detty; Gibson; Wagner, 2004; Huang; Dai; Hamblin, 2010)

2.2 Mecanismo de inativaciao fotodinimica

O mecanismo de acao da IFD ocorre por meio de processos fotofisicos, fotoquimicos e
fotobiologicos com base em um fotossensibilizador (FS) produzindo EROs que sdo capazes de
inativar diversos organismos patogénicos, como insetos vetores, pragas, virus, bactérias e parasitas.
A agdo da IFD envolve a acdo combinada de trés componentes fundamentais: i) FS; ii) fonte de luz
com comprimento de onda apropriado e iii) oxigénio molecular (*02). O mecanismo do IFD pode

ser explicado pelo diagrama de Jablonski simplificado (Figura 1).

IFS | S 3
- ) Tipol 0, \e

Conversao e

interna cruzamento
S, intersistema | potopesticidas

== ~ - \e

Absorcao Fluorescéncia stado tripleto excitado

Conversao
interna

Fosforescéncia Tipo Il

302

OFS

Fotopesticidas

Figura 1. Diagrama de Jablonski simplificado mostrando o mecanismo geral de agdo do IFD.

Estado singleto fundamental

Primeiramente, a absor¢do de um féton pelo FS promove sua passagem para um estado de
maior energia que pode sofrer reacdes fotoquimicas e estados eletronicos: estado fundamental (So),
estado excitado singleto (Si1) e estado tripleto excitado (Ti). (Ana N. Castano, Tatiana N.
Demidova, 2004; Dabrowski, 2017; Detty; Gibson; Wagner, 2004) (Figura 1). Quando um FS

absorve fotons com uma energia especifica, ocorrem transi¢des eletronicas dos niveis So para Si e
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desencadeiam processos nao radiativos e radioativos. Os processos ndo radiativos envolvem
relaxamento vibracional (RV), conversdo interna (CI), conversdo externa (CE) e cruzamento
intersistema (CIS), bem como fluorescéncia e fosforescéncia, apresentado na Figura 1 (Ana N.
Castano, Tatiana N. Demidova, 2004; Dabrowski, 2017; Plaetzer et al., 2009).

Em relagdo ao mecanismo IFD, ap6s a luz ser absorvida pelo FS, ocorre um processo CIS
que envolve estados eletronicos de diferentes multiplicidades de spin (S1—T1). Este processo pode
resultar em emissao de fosforescéncia ou reagdes fotoquimicas, nomeado mecanismo tipo I e tipo
IT (Dabrowski, 2017; Jori, 1985a).No mecanismo tipo I, o estado T1 interage diretamente com um
substrato, membrana celular ou molécula adjacente e ocorre a transferéncia de elétrons ou abstracao
de prétons, estimulando a formacio de espécies radicais, que podem reagir com 3O, para formar
espécies reativas de oxigénio (EROs), por exemplo: H>O2, O>",;OH (Abrahamse; Hamblin, 2016;
Dabrowski, 2017; Detty; Gibson; Wagner, 2004; Plaetzer et al., 2009; Wainwright et al., 2017).

O mecanismo do tipo II é caracterizado pela transferéncia de energia do estado T1 da
molécula de FS para o 0, formando o '0,. Os mecanismos Tipo 1 e Tipo II podem atuar
simultanecamente na agdo fotodinamica, oxidando biomoléculas como proteinas, lipidios,
aminoacidos (triptofano, tirosina, histidina, metionina, cisteina, cistina), carboidratos e acido
nucléico. Estas reagdes dependem do tipo de FS, dos seus potenciais de oxidagdo e da quantidade
de oxigénio dissolvido no meio celular (Abrahamse; Hamblin, 2016; Baptista et al., 2017; Detty;
Gibson; Wagner, 2004; Midden; Dahl, 1992; Plaetzer et al., 2009). Este processo pode ser utilizado

para controle populacional de insetos e pragas, dando origem a um processo fotoinseticida.

2.3 Principais classes de fotopesticidas utilizados na inativacio fotodinimica

Os fotossensibilizantes que atuam como fotopesticidas e fotoinseticidas possuem
propriedades fotoquimicas, fotofisicas e fotobiologicas que os qualificam como responséaveis pelo
processo IFD (Ana N. Castano, Tatiana N. Demidova, 2004,; JORI, 1996;BEN AMOR; JORI,
2000). As propriedades das substancias classificadas para [FD devem atender a alguns critérios: 1)
ser quimicamente puras, obter por processos simples de sintese ou extracdo e estaveis durante o
armazenamento; i1) preferencialmente soluvel em dgua para facilitar a entrada no organismo alvo,
ou soluvel numa mistura de solventes aquosos inofensivos; iii) apresentar toxicidade minima para

humanos e animais, ou seja, ndo deve ser genotdxico ou mutagénico, ndo gerar novos subprodutos
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toxicos e ser citotdxico apenas na presenga de luz; iv) ser retido pelo tecido alvo; v) ter rendimento
quantico substancial de produgdo de tripletos para permitir o evento fotoquimico na geracao de
EROs apds a irradiagdao e; vi) apresentar alto coeficiente de absortividade molar para ocorrer
ativacdo em comprimento de onda nao ionizante (Ana N. Castano, Tatiana N. Demidova, 2004;
Ben Amor; Jori, 2000; Castano A P, Dmidova T N, Hamblin, 2014; Dougherty, 1993).

Os fotopesticida e fotoinseticidas representam uma alternativa promissora aos produtos
quimicos convencionais usado na demanda de controle de praga e inseto. Os principais FSs
(sintéticos ou naturais) mais recentes investigados como fotopesticidas ou fotoinseticida no
processo IFD pertencem a diversas estruturas moleculares, como derivados de xanteno (rosa
bengala, lactona amarela eosina), porfirinas (hematoporfirina, clorofilina, feoforbideo, Photogem,
porfirina catidnica (C14); tetracloreto de meso-tetra(4-n,n,n-trimetilanilinio) porfina, dicloridrato
de acido meso-tetrafenilporfina dissulfonico), fenotiazinas (azul de metileno, azul de metileno

eosina), ftalocianina (amino-ftalocianinas, piridiloxi Si-ftalocianina ) e curcumina (Figura 2).
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Figura 2. Estruturas moleculares gerais de derivados fotossensibilizantes naturais e sintéticos investigadas na
inativagdo fotodinamica de insetos pragas.

Os FSs da classe dos xantenos sdo compostos anidnicos ciclicos com trés anéis aromaticos
em arranjo linear com um atomo de oxigénio no centro do anel (Figura 2) (Schéfer et al., 2000;
Tseng; Feenstra; Watson, 1994).0s fotoinseticidas/ fotopesticidas desta familia foram os primeiros
a serem utilizados no controle de pragas. Sdo soluveis em agua, apresentam intensas bandas de
absorcao na regido verde do espectro visivel, com absorbancia maxima entre 480 e 550 nm. Porém,
podem ocorrer deslocamentos na posi¢do da banda de absor¢do para a regido vermelha devido ao
numero de substituintes halogénios (bromo ou i0do) na estrutura da molécula. Esses substituintes
influenciam a eficiéncia fotodinamica dos xantenos e aumentam o rendimento de CIS para o estado
T, favorecendo a formacdo de 'O (Stracke; Heupel; Thiel, 1999) que atua no processo de IFD.
Existem também processos paralelos envolvendo radicais devido a ligagcdes covalentes entre
halogénios e anéis aromaticos.

As fenotiazinas sao moléculas cationicas que possuem estrutura heterocromadtica triciclica
planar conjugada (Figura 2), e conforme as condi¢des do meio podem formar agregados, possuem
carater hidrofilico. As caracteristicas estruturais dos corantes fenotiazinicos proporcionama

capacidade de absorver luz em uma faixa de comprimentos de onda (~250-360 nm; ~430-520)
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sendo maiores na regido ~600-700 nm. Da classe das fenotiazinas, o fotossensibilizante mais
utilizado atualmente nos processos fotodinamicos ¢ o azul de metileno. Quando absorve energia de
uma fonte de luz, ocorre a transferéncia de energia para O, formando EROs, mediado por ('02)
que reage oxidando as biomoléculas alvo (Tardivo et al., 2005; Vara et al., 2019; Wainwright;
Grice; Pye, 1999).

As porfirinas sdo compostos que tem a base natural que apresentam uma classe de
moléculas que possuem macrociclos de tetrapirrol com conjugacgado de 18 & elétrons deslocalizados.
A estrutura quimica (Figura 2) das porfirinas pode ser modificada em diferentes niveis,
incorporando substituintes nas posi¢des periféricas dos anéis pirrdlicos (posi¢do beta) ou nos
atomos de mesocarbono, os ions metalicos podem ser coordenados ao centro do macrociclo
tetrapirrolico e ligantes axiais para o ion metalico (Hiroto; Miyake; Shinokubo, 2017; Kielmann et
al., 2017; Rossi et al., 2020). Estas moléculas possuem um intenso espectro de absorgao
caracteristico de ~400 nm (banda Soret), resultante da transicdo eletronica n-n* do sistema
conjugado deslocalizado, e quatro bandas Q de menor intensidade entre as regides de =~ 500 a 700
nm (Ben Amor; Jori, 2000; Phillip, 1963). As porfirinas sdo FSs eficientes, produzindo estados
tripletos de maior rendimento quantico (0,6), resultando em alta formagdo de 'O> (Ben Amor; Jori,
2000).

Em relacdo as ftalocianinas, estes FSs apresentam um carater aromatico (Figura 2) que
intensifica a absor¢do na regido do infravermelho préximo (= 670-780 nm). As ftalocianinas
fornecem uma gama de derivados, devido a inclusdo de atomos metalicos ou semimetalicos (Al,
Ga, Si, Zn) no centro do macrociclo e a funcionalizacdo da cadeia lateral (Van Leeuwen et al.,
2014). Este fato contribui para melhorar as propriedades fotofisicas e fotoquimicas em comparagao
as ftalocianinas originais, produzindo um longo tempo de vida triplo e alto rendimento de formagao
quantica de espécies !0, (Van Leeuwen et al., 2014; Yanik et al., 2009), e sua a¢do como inseticidas
e pesticidas fotodinamicos.

A curcumina tem atraido pesquisadores de diversas areas da quimica, fisica, biologia e
medicina, devido as suas propriedades como antimicrobianas, anti-inflamatorias, anticancerigenas
e antioxidantes. Este composto € um derivado da Curcuma longa Linn, presente no rizoma de uma
planta do género Curcuma, familia Zingiberaceae (Sueth-Santiago et al., 2015). Sua estrutura
quimica (Figura 2) mostra dois grupos o-metoxifenois ligados através de bis-a, B-dicetona [-

insaturada, que pode induzir tautomerismo ceto-enol (Priyadarsini, 2014). Este fato confere a
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molécula propriedades fotofisicas e fotoquimicas interessantes, que podem variar de acordo com o
solvente organico, absor¢cdo méaxima entre as regides de ~420-450 nm, emissdo na regido ~460-
560 nm, rendimento de fluorescéncia e deslocamento de Stokes (Nardo et al., 2011; Priyadarsini,
2009).

A formagdo do estado excitado T e 'Oz pode ser influenciada pela natureza da ligacio de
hidrogénio e pela polaridade dos solventes. Estas propriedades da curcumina sdo responsaveis
pelos processos de fototoxicidade associados a produgio de 'O, e EROs (Dias et al., 2020a). A
curcumina ¢ altamente hidrofébica em agua, sua solubilidade pode ser melhorada com a adigao de
polimeros, lipidios, proteinas, ciclodextrinas, solventes organicos (metanol, dimetilsulfoxido e
etanol) e surfactantes (Priyadarsini, 2009).

Atualmente, os agrotoxicos fotoativaveis tém se destacado no controle de pragas agricolas
e vetores de arboviroses, pois apresentam multiplicidade de bandas de absor¢dao ¢ podem ser
ativados pela luz solar natural, luz branca artificial fluorescente e diodo emissor de luz (LED).
Também podem ser aplicados em solugao aquosa ou formulados com atrativos e suas propriedades
fotofisicas e fotossensibilizantes foram avaliadas em varios meios e permaneceram eficazes (Jori,
1985a). A principal vantagem dos compostos fotoativaveis € a toxicidade minima no escuro para
organismos nao-alvo. Outro ponto importante que pode ser destacado ¢ que os compostos sao
fotoinduzidos ao processo de degradacdo, reduzindo danos e impactos ao meio ambiente (Dias et

al., 2020a).

2.4 Mecanismos de morte celular por acdo de inativacdo fotodinidmica contra pragas e

insetos

Os mecanismos celulares demonstrados na literatura envolvendo estruturas celulares de
insetos vetores e pragas agricolas, tratados com acdo fotodinamica, podem atuar através de duas
vias tipo I e tipo II, gerando EROs e 'O, por reagdo com biomoléculas e Oz causando fototoxicidade
no alvo. A escolha do tipo de fotoinseticida ou fotopesticida ¢ fundamental, uma vez que a estrutura
quimica define os locais onde podem ocorrer danos fotodindmicos subcelulares e seu desempenho
em termos de fototoxicidade (Ben Amor; Jori, 2000; Jori, 1996).

Os principais alvos bioldgicos do processo de sensibilizagdo fotodindmico sdo os

aminoacidos triptofano, tirosina, histidina, metionina, cisteina, oleico, linoleico, linolénico,
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aracidonico, colesterol e guanosina. Esses sdo acidos que possuem cadeias laterais aromaticas ou
contendo enxofre. As ligagdes duplas carbono-carbono de lipidios insaturados e esteroides, bem
como o anel heterociclico de nucleotideos de guanosina, podem gerar reagdes de
fotossensibilizagdo oxidando uma infinidade de componentes biologicos geralmente ligados as
membranas celulares, que revestem o inseto e praga e sdo essenciais para 0s processos enzimaticos
e vias metabolicas (Ben Amor; Jori, 2000; Mangan; Moreno, 2001). Essas reacdes sdo toxicas e
resultam na morte do inseto-praga (Fairbrother et al., 1981).

O mecanismo de acao celular baseado em pesticidas e inseticidas fotoativaveis pode afetar
o desenvolvimento do inseto-praga desde as larvas, pupas até a fase adulta com alteracdes nas
anormalidades morfologicas e fisiologicas (Mezzacappo et al., 2021; Pimprikar; Norment; Heitz,
1979). O exemplo selecionado, mostra que o produto inseticida pode se acumular no intestino da
larva de Ae. aegypti, levando a fotodanos nos intestinos anterior, médio e posterior quando
iluminados. Nesse sentido, as Figuras 3A e 3B mostram larvas de Ae. aegypti (3° estagio) na
auséncia e presenca de curcumina como fotoinseticida, respectivamente. Estes sdo os principais
locais afetados pelo processo de fotossensibilizagdo dentro do intestino da larva(Salama, 2014;

Venturini et al., 2020).

A) ® B) o

f"'— curcumina

Figura 3. Larvas de Aedes aegypti no 3° estagio A) Sem FS e B) com FS curcumina.

O fotodano ocorre na parte ultraestrutural que gera alteragdes no tubo digestivo, como
acimulo de vacuolos nas células epiteliais, alteragdes nos tibulos de Malpighi, tecido adiposo
afetando a bainha neuromuscular, aumento da produgdo de vesiculas secretoras, mitocondrias de
formato irregular, constrigdo do limen (descolamento celular) e desorganizagdo da cuticula,
levando a larva ou inseto a morte (Ben Amor et al., 1998; Robinson, 1983; Salama, 2014; Venturini

et al., 2020). Este mecanismo de fotossensibilizagdo pode ocorrer através do apoptose autofagico
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(Liang et al., 2016). As imagens ultraestruturais representam algumas modificagdes (Figura 4)
podendo ser alteragdes na constricdo do lumen, proliferacdo celular, desorganizagao da cuticula e
formagdo de vactiolos que podem ser causadas pelo processo fotodindmico em larvas de 3° estadgio

do vetor Ae. aegypti quando expostas ao FS curcumina (Venturini et al., 2020).

Figura 4. Ultraestruturas de larvas de Aedes aegypti em 3° estagio submetidas ao FS curcumina, cortes corados em
hematoxilina e eosina (HE): A) Constricdo do lumen, proliferagdo celular B) Desorganizacao da cuticula e, C)
Formagao de vacuolos.

Os fotopesticidas também afetam a permeabilidade da membrana, o que influencia os niveis
de potassio presentes na hemolinfa, resultando em volume reduzido, permitindo que os fluidos
hemocelular preencham o canal alimentar do inseto (Weaver; Butler; Yoho, 1976). As membranas
celulares podem ser deterioradas pela acdo oxidativa multi-sitio do processo IFD (Fairbrother et
al., 1981), agdo leva a um menor risco de selecdo de resisténcia em insetos-praga (Amor;
Bortolotto; Jori, 2000).

Nas células de ovario de insetos, a fotossensibilizagcdo induzida mostrou diminuicao da
viabilidade celular, alterando o ciclo celular e a apoptose, aumentando o nivel de formagdo de
EROs intracelular e a produgdo de malonaldeido (MDA). Além de causar uma diminuigdo nas
atividades da peroxidase (POD), superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) peroxidase (POD)
relacionadas ao estresse oxidativo das IFD (Huang et al., 2017). Nas células, o fotoinseticida pode
estar localizado principalmente na regido dos lisossomos (Liang et al., 2016).

Em geral, larvas de insetos-praga de primeiro instar sao mais suscetiveis a acao
fotodinamica do que larvas de 4° instar (Pimprikar; Norment; Heitz, 1979). O tratamento com
fotopesticidas pode alterar o processo de ecdise, que permanece ligado ao exoesqueleto, retardando
o desenvolvimento do ciclo de vida do inseto, além de afetar a formagao de quitina na fase pupal,

nao completando a metamorfose (Mezzacappo et al., 2021; Pimprikar; Norment; Heitz, 1979). Os
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insetos adultos resultantes do processo tratado com IFD revelaram alteragdes nas proporgdes
sexuais, reduc¢do na longevidade, no tamanho das asas de fémeas e machos (Mezzacappo et al.,
2021). Fémeas adultas sao afetadas com uma redugao no nimero de ovos depositados e t€m pouca
viabilidade. Ovos que sdo submetidos a fotossensibilizagdo t€m menor probabilidade de eclodir e
larvas completam o ciclo de vida até a fase adulta do inseto (Ben Amor; Jori, 2000). Nos insetos
adultos alimentados com fotopesticidas, as fémeas apresentaram maior quantidade em seus corpos

do que os machos, resultando em morte mais rapida pelo processo de IFD (Luksien¢ et al., 2007).

2.5 Avanco recente em Pragas e Doencas Transmitidas por Vetores

As estratégias de controle de pragas agricolas e insetos vetores sdo baseadas nas fases adulta
e larval. O controle quimico € o principal meio utilizado pelos programas convencionais de manejo
de pragas e vetores, consistindo na utilizacdo de compostos de origem organica ou inorganica
(inseticidas, fungicidas, pesticidas, acaricidas) para reduzir a populagdo-alvo invasora (Lorenzo;
Vidal; Zarbin, 2014; Pimentel, 2009). O uso extensivo de produtos quimicos tem levado a seleg¢ao
de organismos resistentes & maioria das classes de compostos utilizados pelos programas de
controle(Labbé et al., 2011; Pimentel, 2009; Wainwright, 2017). Além da contaminagdo do meio
ambiente e risco a satide humana devido ao uso excessivo. O processo de IFD surge como uma
ferramenta promissora que pode ser aplicada para reduzir pragas, vetores e infestacdes

ambientalmente seguras(Wainwright, 2017).

2.5.1 Pragas agricolas

As pragas agricolas representam um desafio significativo para a producdo agricola em todo
o mundo. Aqui estdo alguns dos problemas mais comuns associados as pragas agricolas: (i) Perda
de producdo: as pragas podem destruir uma grande parte das colheitas, reduzindo
significativamente a producdo agricola e qualidade reduzida: danos causados pelas pragas podem
comprometer a qualidade dos produtos, tornando-os menos desejaveis para o consumo ou venda,
(i1) Danos a espécies ndo-alvo: Pesticidas podem afetar organismos benéficos, como polinizadores
e predadores naturais das pragas e a contaminacao do solo e da 4gua: o uso excessivo de pesticidas

pode levar a contaminagao do solo e dos recursos hidricos, impactando a biodiversidade e a saude
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humana, (iii) Desenvolvimento de Resisténcia: O uso repetitivo e inadequado de pesticidas pode
levar ao desenvolvimento de resisténcia em populagdes de pragas, tornando os tratamentos menos
eficazes e custo aumentado: a resisténcia pode exigir o uso de pesticidas mais caros ou em
quantidades maiores para obter o mesmo nivel de controle.

A aplicagdo de diversos compostos fotossensibilizantes tem sido demonstrada para o
controle de pragas. Para descrever a eficiéncia do processo de IFD, parametros como FS, solvente,
concentragdo, tempo de incubacao, fonte de luz, dose e qual praga-alvo sdo apresentados os
proximos paragrafos.

Em 1998, Amor e coautores (Ben Amor et al.,, 1998) avaliaram a eficiéncia da
hematoporfirina IX (HpIX) como inseticida fotoativavel contra Ceratitis capitata (mosca do
Mediterraneo) e Bactrocera oleae (mosca da azeitona). Os insetos foram alimentados com uma
isca proteica contendo quantidades micromolares de HpIX (8 umol/mL) e irradiados com uma
lampada halégena na fluéncia de 1220 e 2080 pE sl m? para C. capitata em B. oleae,
respectivamente. Os resultados mostraram que o HpIX causou 100% de mortalidade durante a
exposicdo de 1 h a luz. Segundo os autores, a mosca B. oleae ¢ menos fotossensivel que a C.
capitata.

Beni e colaboradores (Berni; Rabossi; Quesada-Allué, 2003) avaliou a atividade
fotosinseticida da floroxina B, pertencente a classe dos xantenos, na forma imatura da mosca-das-
frutas do Mediterraneo C. capitata. Neste estudo, a solugdo fotossensibilizante foi preparada com
racdo larval a base de cenoura (25,0 g) misturada com 9 mL de suco de laranja padronizado
contendo florinona B na faixa de concentragdo de 0,1-10 mM. Insetos que foram mantidos no
escuro na presenca de floroxina B apresentaram toxicidade na mudanca do exoesqueleto (ecdise)
para adultos, cuja concentragao letal (CL) foi CLso 11,03 mM. A exposicao de larvas de C. capitata
a luz foi realizada com 1ampadas fluorescentes a 47 umol de fotons m2s™! por 8 h. Os resultados
mostraram que a luz potencializou a toxicidade da floxina B em larvas de C. capitata com CLso
0,45 mM.

Em 2016, Fracarolli e colaboradores (Fracarolli et al., 2016) investigaram a eficiéncia de
varias furocumarinas e cumarinas naturais como FS para inativar o fungo fitopatogénico
Colletotrichum acutatum, presente em folhas da planta Citrus sinensis, com exposi¢do a luz solar
in vitro. Os compostos utilizados foram: 8-metoxipsoraleno, furocumarinas (8-MOP), 2-cromeno-

2-ona-cumarinas (cumarina), 7-hidroxicumarina, isopforminelina (5,8-dimetoxipsoraleno) e uma
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mistura 3:1 de 7-metoxicumarina e citropreno (5,7-dimetoxicumarina). Extratos brutos de 6leo de
casca de limdo tahiti e 6leo essencial de toranja vermelha e branca também foram avaliados. Os
FSs foram avaliados na concentragdo de 50 uM, misturas e extratos de 12,5 mg/L em
dimetilsulfoxido (DMSO) a 1%, utilizando um tempo de incubagdo de 30 min e expostos a radiagao
por 1 hora. Os efeitos da IFD foram analisados nas folhas da planta hospedeira Citrus sinensis. Os
autores identificaram que o FS 8-MOP apresentou maior eficacia, eliminando 100% dos conidios,
as misturas de cumarinas e isopimpinelina tiveram uma taxa de mortalidade de 99% e 64% dos
conidios, respectivamente. O processo de IFD com os extratos mostrou taxas de mortalidade de
20% a 70% de conidios, sendo o extrato de limdo Tahiti o mais eficiente. Apos o tratamento com
IFD, os compostos ou extratos sensibilizantes ndo foram observados danos as folhas de laranja
doce.

Em 2018, Martins e coautores (Martins et al., 2018) relataram o uso de FS derivado de
porfirinas tricacionais (TriPy+-Me-) e irradiacdo luminosa para fotoinativagdo de Pseudomonas
syringae pv. Actinidiae (Psa) in vitro ¢ ex vivo em folhas de kiwi naturais e artificialmente
contaminadas. O estudo in vitro avaliou porfirina preparada em DMSO e diluida em solu¢do salina
tamponada com fosfato (PBS) concentracdo de 5,0 uM e irradiagdo de luz branca artificial 4 mW
cm. Os testes foram realizados com fotossensibilizador 50 uM em folhas de kiwi contaminadas
artificialmente (ex vivo), sob diferentes condi¢des de irradiagdo de luz branca artificial (4
mW.cm2), luz solar (23 e 60 mW.cm ) e inoculagdo. As folhas naturais de Kiwi contaminadas
por Psa foram avaliadas sob irradiagio solar (23 e 60 mW cm™) e concentragio de 50 uM do FS.
Os autores observaram in vitro que o fotossensibilizador na concentracdo de 5 uM reduziu 7,4 log
com IFD ap6s 60 min de irradiacdo. Os testes ex vivo com folhas contaminadas artificialmente
tiveram uma inativagao de 2,8 e 4,5 log com luz artificial e luz solar, apds 90 min, respectivamente.
O processo IFD em folhas naturalmente contaminadas apresentou potencial de reducdo de 2,3 log
apods 90 min de irradiagdo solar.

Jiang e coautores (Jiang et al., 2020) avaliaram a eficiéncia do 2,6-diiodo-1,3,5,7-tetrametil-
8-(acido P-benzodico)-4,4'-difluoroboradiazaindaceno (DIBDP) e sua associacdo com adjuvantes
para formar complexo FS (FSC) prevenindo a degradagdo com radiacdo e inativando Xanthomonas
citri subsp. citri cepa (Xcc 29-1) que causa cancro citrico. O efeito antimicrobiano da DIBDP foi
avaliado em PBS na faixa de concentracao entre 10-4,5-10-9,5uM irradiada com uma poténcia do

simulador solar de 80 mW.cm™ por 1 minuto. O valor da concentra¢io inibitéria minima (CIM)
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para a FSC foi medido na faixa de concentragdo de 0,12-124 pg/mL e iluminado com um simulador
solar a 4,8 J cm™. Neste estudo, os autores observaram que a concentragdo inibitoria (Clso) para
FSC foi de 0,26 uM, 7,3 vezes menor que 1,9 uM para DIBDP isoladamente, mostrando aumento
da atividade antimicrobiana na presenca do agente adjuvante. Em comparagdo com os sais de cobre
no controle preventivo bacteriano convencional, a FSC apresentou CIM de 7,75 pg/mL, valor 64
vezes menor que o do cobre (CIM 500 pg/mL) e baixa toxicidade para as folhas hospedeiras.

Ambrosini e coautores (Ambrosini et al., 2020) descreveram o uso de porfirina (5,10,15,20-
(tetra-4-sulfonatofenil)tetra-amonio porfirina (TPPS) em estratégias de controle contra Botrytis
cinerea. O crescimento do micélio de B. cinerea foi avaliado com TPPS na faixa de concentracao
de 0,5-3,5 uM preparado em agua destilada e irradiado com luz branca (densidade de fluxo de
fotons 120 pmol m? s!). Na epiderme de folhas destacadas de trés variedades de uva com dois
meses de idade (Chardonnay, Merlot e Sauvignon), discos de micélio infectados com B. cinerea
foram adicionados na parte superior e expostos a uma concentracao de 12,5-50 uM por 72 ha de
luz branca. Finalmente, as folhas das videiras com 2 meses de idade foram infectadas com micélio
de B. cinerea com 4 dias de idade, pré-incubados ou ndo com TPPS. Os autores observaram que o
TPPS tinha concentracdo fungicida minima (CFM) de 1,5 uM e a luz inibiu completamente o
crescimento micelial de B. cinerea. Nos trés nas variedades de uvas avaliadas com TPPS, o
crescimento micelial, pré-tratado com 12,5 uM de TPPS, ndo foi completamente inibido. Contudo,
apos um pré-tratamento de 50 uM de TPPS, o crescimento do micélio foi completamente inibido
na superficie da folha. O micélio pré-tratado nao foi capaz de infectar as folhas destacadas das trés
variedades de uva apds 72 h de crescimento, ao contrario do micélio ndo tratado. Estes resultados
sugerem que o IFD tem um forte potencial para ser utilizado no controlo do micélio de B. cinerea,
uma vez que nao apresentou alteragdes fenotipicas na videira.

Ahmed e seus coautores (Ahmed et al., 2024) avaliaram os efeitos de dois FSs: clorofilina
de magnésio e cobre (Mg-Chl e Cu-Chl) sozinhos e dois nanomateriais de grafeno e prata (Go e
Ag) sobre seus FSs (Mg-Chl /Go, Mg-Chl /Ag, Cu-Chl/Go, e Cu-Chl /Ag) no controle da Tuta
absoluta em tomateiro em dois periodos. As concentragdes testadas de FS e os nanocompositos
foram 1073 (100 ml/L), 10~* (10 ml/L) e 107 (1 ml/L), fonte de luz: luz solar e os estudos realizados
para avaliar o crescimento, a produtividade e a qualidade das plantas de tomateiro. A concentragdo
mais alta apresentou as melhores taxas de crescimento com 72,79 e 70,52% na 1* temporada e

77,95 e 60,08% na 2* temporada, aumentando gradativamente com o numero de dias apos a
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pulverizagdo e atingir 100% apds sete dias de aplicagdo. Também mostram que os FSs com
nanomateriais apresentaram melhor rendimento na produtividade dos tomates: Mg-Chl foi de 28,67
toneladas/alimento, Cu-Chl 24,8 toneladas/alimento, nanoprata (Ag) sobre Mg-Chl alcancou
rendimento de tomate 35,18 toneladas/alimentado e nano o6xido de grafeno (Go) 32,95
toneladas/alimento.

Long e seus colaboradores (Long et al., 2024) descreveram o uso da riboflavina no controle
do Botrytis cinerea (conhecido popularmente como mofo cinzento). A pesquisa investigou a IFD
em kiwis pos-colheita a 25°C por 8 dias e a relagdo ao estresse oxidativo, energia, acido jasmomico
e acucares (ensaios bioquimicos). A melhor concentragdo utilizada foi 0,5 mmol/L por 10 mins e
a fonte de luz foi de LED azul — dose de luz 300 J/cm?* Os resultados mostraram que a riboflavina
reduziu o mofo cinzento, morfologimante falando e os ensaios bioquimicos, obtiveram uma
melhora energética e oxidativa.

Fellner e seus colaboradores (Fellner et al., 2024) apresentam a Drosophila melanogaster
como organismo modelo para avaliar a eficacia da IFD com clorofilina (Chl) como FS. A
clorofilina, aprovada como aditivo alimentar (E140), foi testada por duas vias: ingestdo (com 3%
de sacarose ou morangos) e aplicacdo topica (spray), seguida de exposicao a luz LED (395 nm) ou
luz solar. Quando alimentadas com 5 mM de Chl e submetidas a 78,9 J/cm? ap6s 8h de incubagio,
mais de 99% das moscas ficaram moribundas. Com o dobro da exposi¢ao luminosa (157,8 J/cm?),
1 mM de Chl atingiu 88% de moribundidade. Em morangos, 5 mM de Chl causaram 71% de
moribundidade. No método de spray, 5 mM de Chl geraram 79,5% de moribundidade com LED e
mais de 95% com luz solar (532 J/cm?) e incubagao escura de 14 h. Os resultados destacam que a
administracao oral de Chl ¢ mais eficaz que a aplicag¢do topica, € que maiores exposi¢oes a luz
permitem o uso de concentragdes menores.

Neste trabalho, os insetos Lasioderma serricorne e Oryzaephilus surinamensis foram
tratados com nanoparticulas de silica decoradas com rosa bengala (SNP-RB), um potente FS, por
Attia e seus colaboradores (Attia; Rizk; Radwan, 2024). As concentracdes utilizadas variaram de
6,25 a 30 mg de alimento. A letalidade foi expressa por CLso: 5,14 mg para L. serricorne ¢ 9,79
mg para O. surinamensis, sendo SNP-RB mais toxico que a rosa bengala livre (RB) e que as
nanoparticulas sem corante. A exposi¢@o solar por 2-3 h foi essencial para ativar o FS. O estudo

também analisou a composi¢do elementar dos insetos tratados, revelando mudangas minerais
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associadas a exposi¢do. A tecnologia SNP-RB se mostrou promissora para controle eficiente e
seguro de pragas de graos armazenados.

El-Shennawy e seus colaboradores (EI-Shennawy et al., 2024) utilizaram os compostos
fotossensibilizadores Rosa Bengala, Rodamina B ¢ Azul de Metileno para o manejo sustentavel e
ecologicamente correto de pragas do algodao, principalmente as larvas de segundo instar de Earias
insulana. Os resultados indicaram alta eficacia do Rosa Bengala quando avaliado em 1,24x107°M
e 1,26x107*M (CLsoe CLoo), respectivamente, seguido por outros compostos. Rosa Bengala,
Rodamina B e Azul de Metileno obtiveram o maior LTso em 2 h nas concentragdes de 3x10°M.
Enquanto os valores de LT 50 foram 0,30, 0,55 e 1:45 h em 1x107*M, Rosa Bengala foi altamente
eficaz contra larvas de E. insulana em comparagdo com Azul de Metileno e Rodamina B.

Fellner e seus colaboradores (Fellner et al., 2025) também abordaram o uso da clorofilina
de sodio e magnésio (Chl, E140) como fotoinseticida contra Drosophila suzukii. A exposi¢do a luz
apos ingestao de 5 mM de Chl resultou em 98,4% de moscas moribundas com 78,9 J/cm?. Ensaios
com menor concentracao (0,5 mM) ainda resultaram em 90,1% de moribundidade com 315,6 J/cm?.
A exposicao a luz solar também foi eficaz (92,5% com 1 mM de Chl). O estudo confirma que a

clorofilina é acumulada no intestino dos insetos.

2.5.2 Doengas transmitidas por vetores

O uso de IFD para o controle de insetos vetores e arboviroses transmitidas tem sido
amplamente relatado na literatura. Com o objetivo de descrever a eficiéncia do processo de IFD
com parametros como FSs, solvente, concentragdo, tempo de incubagdo, fonte de luz, dose e qual
insento alvo sdo apresentados os proximos paragrafos.

Em 1999, Schagen e coautores (Schagen et al., 1999) descreveram a eficiéncia do azul de
metileno (AM), rosa bengala (RB), uroporfirina (UP) e ftalocianina tetrassulfonato de aluminio
(AlPcS4) na inativacao de adenovirus com expressdo génica da luciferase vagalume. Neste estudo,
os FSs foram preparados em PBS na faixa de concentracdo de 1-1,3 mM e, em seguida, submetidos
a irradiagdo com luz branca (106 mW/cm?) por 30 min. Os autores observaram que o AM
apresentou melhor agdo fotodindmica reduzindo até 7 logio de adenovirus na concentracdo de 50
uM. Os autores concluiram que a IFD ¢ eficiente na inativagdo de vetores de adenovirus em

amostras bioldgicas e que a inativagdo depende do fotossensibilizador, concentragdo e iluminagao.
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Salama (Salama, 2014) avaliaram o efeito fotodindmico em larvas de Culex pipiens, vetor
da filariose, em laboratorio e campo, com diferentes concentragdes de hematoporfirinas IX (HP) e
irradiado por 30 min com um simulador solar de 400 Wm™. A concentrac¢do de 5x10™* mL produziu
100% de mortalidade de C. larvas de pipiens. Os autores realizaram analise ultraestrutural das
larvas apos tratamento com o processo de IFD. Na andlise dos resultados foram observadas
alteragdes na cuticula lamelar, endo, exocuticular. Eles descobriram que as células epidérmicas
abaixo da cuticula estavam distorcidas. As mitocondrias apresentavam irregularidades. Havia
evacuagao visivel no corpo gorduroso sob o tegumento. As células musculares apresentavam
sarcomeros degenerados com lacunas e vacuolos. Discos Z irregularmente formados e distorcidos.
As células do intestino médio apresentavam vacuolos citoplasmaticos e o corpo de Golgi
fragmentado em pequenos corpos. Segundo os autores, esses resultados confirmam a eficiéncia da
HP como fotoinseticida.

Em 2008, Awad e coautores (Awad; El-Tayeb; Abd El-Aziz, 2008) investigaram a agao
fotodindmica da formula da HP e de uma formulagdo de hematoporfirina (HPF) sobre cepas de
campo de C. pipiens em um experimento de semi-campo. A faixa de concentracdao foi para HP
(1x10* a 1x10°) e HPF (1x10° e 1x10% M) em recipientes com 4gua para os ensaios
fotodindmicos. A HPF foi preparada misturando-se 2,5 mg de HP em p6 e 1 kg de agucar. A luz
solar natural foi utilizada para realizar a irradiacao do ensaio fotodinamico. As concentragdes de 1
x 10° M HPF e 1 x 10* M HP apresentaram taxas de sobrevivéncia larval semelhantes (80, 60 e
0,8%,) em 1, 3 e 5 dias de aplicagdo, respectivamente. A concentragdo de HP presente na HPF 10
6 M apresentou redu¢do na sobrevivéncia larval de 100, 26,6 € 7,3%, ap6s 1, 3 e 5 dias em ambiente
aberto, respectivamente. Os autores relatam que a adigdo de agucar estimulou a nutrigao,
aumentando a eficécia do processo de IFD.

Wohllebe e coautores (Wohllebe et al., 2009) relataram a avaliacdo de derivados de
clorofila, clorofilina e feoforbido para controle populacional de Culex sp. As larvas foram
incubadas em solugdes aquosas de clorofilina e feoforbido, ambas na concentragdo de 15 mg/L por
12 h. Apds a incubacdo, a irradiacdo foi realizada por 3-4 h com luz solar artificial simulada
(lampada de mercurio 0383) na intensidade (PAR: 149,66 W/m? UV-A 32,67 W/m?e UV -B 0,77
W/m?). Os resultados mostraram que clorofilina e feoforbido apresentaram mortalidade larval de

Culex sp., com CLso, 6,88 e 8,44 mg/L, respectivamente.
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Em 2011, Lucatoni e coautores (Lucantoni et al., 2011) avaliaram o potencial da porfirina
meso-substituida meso-tri (N-metilpiridil), meso-mono (N-tetradecil piridil) porfirina (C14) como
larvicida fotoativavel contra o vetor Ae. aegypti. A porfirina C14 foi solubilizada em agua para
obtengao de solugdes-estoque nas concentragdes de S0-500 uM. A porfirina C14 foi formulada em
pellets de ragdo animal e avaliada quanto a adsorg¢do, eficiéncia e persisténcia de fotosinseticidas.
Larvas expostas a porfirina foram irradiadas com luz visivel (400-800 nm) a uma taxa de fluéncia
de 1,0 a 4,0 mW.cm™ usando lampadas fluorescentes. Os autores observaram que a molécula C14
exerce atividade fotossensibilizadora sobre as larvas de Ae. aegypti. Em intervalos de irradiacao de
1 e 12 h, a uma intensidade luminosa de 4,0 mW cm, 50-100 vezes menor que a da luz solar,
foram obtidos valores de CLso na faixa de 0,1 uM e 0,5 uM, respectivamente. Segundo os autores,
0 C14 ¢ facilmente adsorvido em material organico (pellet) e, eliminando larvas de forma eficiente,
permaneceu ativo cerca de 14 dias ap6s sua dispersdo em agua.

Fabris e coautores (Fabris et al., 2012) investigaram a eficacia da porfirina C12 na agdo
fotodindmica contra Anopheles gambiae s.s. ¢ Anopheles arabiensis, vetores transmissores da
maldria. Para potencializar o efeito fotolarvicida e a ingestdo de fotossensibilizadores pelas larvas,
duas formulagdes foram adotadas: (I) Eudragit® (copolimero responsavel pela liberacdo do
farmaco), formando um complexo com a porfirina C12-Eudragit® (EU-C12), (II) Friskies® (racao
comercial para gatos), constituindo um complexo porfirinico C12-Friskies® (CF-C12). Essas
formulagdes atuam como carreadores de porfirina C12. Solugdes aquosas de complexos C12 (50
uM) foram administradas as larvas, as quais foram expostas a luz solar (30-110 mW.cm) por 0,5
a 3 h. Os autores encontraram mortalidade superior a 90% para A. Gambia S.s. € A. Arabiensis. Por
sua vez, quando a EU-C12 estava disponivel juntamente com os recursos alimentares naturais,
nenhuma mortalidade larval foi observada, enquanto 100% de mortalidade foi observada no meio
contendo CF-C12. Estes resultados indicam a importancia da palatabilidade no desenvolvimento
de substancias fotolarvicidas.

Em 2017, Souza e coautores (De Souza L M et al.,, 2017) avaliaram a eficiéncia
fotolarvicida do Photogem® (PG), um derivado da hematoporfirina, em larvas de 2° e 3° instares
de Ae. aegypti (Diptera: Culicidae) sob iluminacdo artificial com lampadas fluorescentes e luz
solar. Os autores observaram taxas de mortalidade de 71, 91 e 100% para o PG em meio aquoso
nas concentragdes de 20, 40 e 80 ug/mL, respectivamente, incubado por 12 h e exposto ao sol na

faixa de intensidade de 30 a 60 mW.cm™. Apds 30 min de luz solar, a mortalidade atingiu 100%
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para todas as concentragdes de PG investigadas. A mortalidade foi entre 64, 100 ¢ 100% apos 48
h de exposicdo a iluminacdo artificial na faixa de intensidade entre 1,2 e 2,3 mW cm™ para as
concentragdes investigadas de 20, 40 e 80 pg/mL, respectivamente.

Em 2018, Neris e coautores (Neris et al., 2018) investigaram a agdo fotodinamica dos
derivados da porfirina Heme, Co-protoporfirina IX (CoPPIX) e Sn-protoporfirina IX (SnPPIX)
sobre os virus Chikungunya (CHIKYV), Zika virus (ZIKV), virus Mayaro (MAYV), virus Sindbis
(SINV) e virus da estomatite vesicular (VSV). As porfirinas foram preparadas em solugdo estoque
de 50 mM em DMSO 0,6% e pré-incubadas por 1 h nas diferentes classes de arbovirus CHIKV,
MAYV, SINV, VSV e nas cepas brasileira e africana do ZIKV (ZIKVER e ZIKV7%),
respectivamente. O processo de IFD nos diversos virus foi realizado sob iluminag¢do com lampada
fluorescente de 30 W, intensidade luminosa de 500 lux por 10 min e incubag¢do a 37 °C por 1 h. Os
autores observaram que nao houve diferenca nas amostras tratadas com CoPPIX ou heme sem
iluminagdo e com luz, indicando que seus efeitos sdo independentes do processo de IFD. A
porfirina heme apresentou excelente inativagio para MAYV, ZIKVBR, ZIK V7% mas nio foi capaz
de inativar SINV e VSV, mostrando seletividade para arbovirus. As concentragdes inibitorias (Clso)
de CoPPIX e SnPPIX, na auséncia de luz, foram semelhantes na faixa de 2,44-10,68 uM para
arbovirus, respectivamente. Em contraste, a porfirina SnPPIX foi mais eficiente na redugdo do
ntimero de particulas infecciosas apds IFD para ZIKVER ZIKV7% CHIKV, MAYV, SINV, VSV
(Clso: 0,165 0,12; 0,26; 0,09; 0,33; 0,23 uM) em comparagdo com o controle ndo iluminado (Clso:
5,98; 7,78; 4,86; 5,99; 2,44; 8,86 uM), respectivamente. A exposi¢cdo a luz promove aumento da
atividade das IFD. Segundo os autores, CoPPIX e SnPPIX mostraram amplo potencial para inativar
virus importantes relacionados as areas veterinaria e médica.

Lima e coautores (Lima et al., 2018b) avaliaram a eosina azul de metileno (EAM) como
um FS para acdo fotolarvicida em populagdes de Ae. aegypti. Os testes fotolarvicidas foram
realizados com larvas de 3° estdgio nas concentragdes de 0,0; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 50,0 e 100,0
pg/mL. As larvas foram expostas a luz branca de um sistema RGB de diodo emissor de luz (LED)
nas doses de 24,3; 48,6 € 97,2 J/cm? por 15, 30 e 60 min, respectivamente. A acio da luz solar com
intensidade de 20 mW.cm™? no processo fotolarvicida também foi investigada. Os autores
identificaram 100% de mortalidade larval apds aproximadamente 40 min de irradiacdo solar, na
concentracdo de 0,5 pg/mL EAM. Quando a irradiacdo foi realizada com luz artificial, a

mortalidade larval variou com a dose e concentracdo de EAM na faixa de 80-100%. Segundo os
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autores, os dados revelaram que a faixa 6tima de concentracdo de EAM permaneceu entre 5,0 e
50,0 pg/mL, dependendo da dose de iluminagao.

Dimmer e coautores (Dimmer et al., 2019) descreveram o uso de derivados naturais da
antraquinona (AQs) como FS no processo de IFD contra a leishmaniose cutanea parasita vetor de
doengas transmitidas por insetos. Neste trabalho os autores avaliaram diferentes QAs soranjidiol
(Sor) 5-clorosoranjidiol (5-ClSor), bi-antraquinonas (biAQs), bisoranjidiol (Bisor), 7-
clorobisoranjidiol (7-ClBisor) e Litionina (Lyc) preparados em PBS e DMSO 1% na concentragao
de 2,5 uM, incubados durante e irradiados com LED azul (410 = 10 nm) nas doses de energia de
9; 18; 27 e 36 J/cm? de irradiancia: 50 mW/cm?) contra uma cepa de Leishmaniose amazonese que
expressou o gene da luciferase (La-LUC). Os autores observaram que os AQs no escuro nao
tiveram efeito significativo sobre a viabilidade celular (VC). O tratamento somente com luz (410
nm) gerou uma reducdo de 20% no VC, devido aos cromoéforos endogenos presentes nas células.
O processo de IFD como 7-ClBisor e Lyc ndo expressou reducdo significativa no VC. Enquanto
com Sor, 5-ClSor ou Bisor mostraram uma diminuicao significativa acima de 90% na viabilidade
parasitaria, dependendo da dose de energia. A dose letal (DLso) de luz para reduzir a carga
parasitaria associada aos AQs fotoativos 5-ClSor, Bisor e Sorram foi de 13,8; 15.2; € 16,3 J/cm?.

Em 2019, Shiao e coautores (Shiao et al., 2019) avaliaram FSs derivados de ftalocianina
em Ae. aegypti (IPhCI: cloreto de ftalocianina de aluminio, PC1-2: aminoftalocianinas; PC3-4:
ftalocianinas Zn(II)-substituidas por trietilenoglicol, PC3 .4-3.7: Anilinium Zn-ftalocianinas,
PC14: Piridiloxi Si-ftalocianina e cinco derivados porfirinicos como (BPDZM: M-
Benziporfodimeteno, NCPS: meso tetrakis(p-sulfonatofenil)N-porfirina tetrassodica. TPPS4:
Meso-tetra(4) -sulfonato-fenil)porfinaTetrassddico, TMAP: meso-tetra(4-n,n,n-
trimetilanilinio)tetracloreto de porfina, TPPS2: dcido meso-tetrafenilporfinadissulfonico
diidrocoride), além de dois FSs do grupo da fluoresceina halogenada (cianosina e rosa bengala)
solubilizados em diferentes solventes, 4gua, metanol ou DMSO. Larvas foram expostas durante a
noite em concentracdes graduadas de 0,1-50 uM dos FSs. Os autores observaram que os FSs
avaliados, as ftalocianinas PC1, PC3-4 e PC14 e os derivados de TPPS2 e TMAP apresentaram
ac¢do no controle fotodinamico das larvas. Os valores de concentracao efetiva (CEso) PC1, PC3 .4,
PC14, TPPS2 ¢ TMAP diminuem as concentracdes nanomolares, variando de 200 a 450 nM, sendo

4 a 10 vezes menores do que os verificados para rosa bengala (1,9 uM) e 65-150 vezes mais efetivos
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que cianosina (30 uM). Para larvas de 2° instar, indicaram o potencial dos FS sem relagdo aos
corantes classicos de fluoresceina.

Em 2019, De Souza e coautores (De Souza L M, Inada N M, Venturini F P, Carmona-
Vargas C C, Pratavieira S, de Oliveira K T, 2019) relataram a atividade fotolarvicida da curcumina
como uma alternativa promissora para o controle de Ae. aegypti. Os autores avaliaram a curcumina
em trés formulagdes diferentes: curcuma natural (NT), curcumina sintética (SC) preparada em
estoque, em 1% de DMSO e 99% de etanol, respectivamente, e curcumina sintética formulada com
sacarose (SCS). Solugdes aquosas de curcuminoides na faixa de concentragdao de 5 a 25 mg/L e
dois tipos diferentes de carreadores de curcumindides (ra¢ao para animais de estimacao e sacarose)
foram usados. As larvas foram expostas a radiagdo solar com intensidade variando de 30 a 60

2. Os autores observaram que as solugdes de curcumindides induziram atividade

mW.cm”
fotolarvicida apds 30 min de irradiacdo, com valores de CLso de 20,0; 11,6 e 2,2 mg/L para NT,
SC e SCS, respectivamente.

No ano de 2020, De Souza e coautores (De Souza L M, Venturini F P, Inada N M, Iermak
I, Garbuio M, Mezzacappo N F, 2020) investigaram a atividade fotolarvicida e ovicida da
curcumina na presenga de sacarose (SC) e D-manitol (DMC). Neste estudo foram preparadas
misturas fisicas das formulagdes em agua destilada na faixa de concentracdo de 0,005-0,45 mg/L.
A 1irradiagdo foi realizada com luz solar direta (1360 = 400 lux) e indireta (1000 = 70 lux). A
mortalidade larval foi avaliada durante a exposi¢do solar de 8 h e apos 24 h de exposicdo. Os
autores identificaram que tanto o SC quanto o DMC apresentam alto potencial fotolarvicida e a
toxicidade foi proporcional as concentragdes dos larvicidas (dependendo da dose) e ao intervalo de
exposicao a luz solar. A formulagdo DMC apresentou a maior mortalidade larval, com valores de
CLso—24n entre 0,01 mg/L (luz solar direta) e 0,02 mg/L (luz solar indireta). A reducdo na taxa de
eclosdo dos ovos foi de 10% para 100 mg/L de DMC. Segundo os autores, os resultados indicam
que a curcumina em formulacdes de aglicar € altamente eficiente e uma alternativa promissora para
o controle da populacao larval do Ae. aegypti.

Em 2021 Mezzacappo e co-authoures (Mezzacappo et al., 2021) relatou o uso de curcumina
com D-manitol (DMC) no desenvolvimento de Ae. aegypti em condigdes subletais, observando
mudangas significativas, tais como: variagdo na razao sexual e longevidade reduzida. Neste estudo,
Ae. aegypti foram expostas a trés condicoes: 1) Larvas de primeiro e terceiro estagios (L1 ou L3)

imersas em diferentes concentracdes de DMC na faixa de 0,01-2,5 mg/L, irradiadas com lampadas
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fluorescentes brancas (18 W), com irradidncia média de 0,5 mW/cm?, ii) Na condi¢io de semi-
campo, as larvas foram tratadas em concentragdo entre 0,01-0,16 mg/L; sob condic¢do de luz solar
natural direta e indireta e de campo, iii)) Em campo, larvas de populagdes naturais de 4e. aegypti
foram expostos na faixa de 0,04; 0,18 e 1,22 mg/L.

Os autores observaram a mortalidade de larvas de primeiro (L1) e terceiro estagio (L3) com
valores de CLso de 0,122 e 0,088 mg/L, respectivamente. Segundo os autores, em semi-campo, ha
uma tendéncia de maior eficacia da DMC na luz solar direta (CLs0-24n = 0,04 mg/L), seguida pela
indireta (CLso-24n= 0,11 mg/L), embora ndo tenha havido diferencas estatisticas. A iluminancia foi
de 10 a 20 vezes maior sob luz solar direta, registrando uma iluminancia maxima de 118-200 lux.
O processo de IFD em populagdes silvestres no campo apresentou 71,3% de mortalidade apds 48
h.

Silva e coautores (Silva et al., 2021) avaliaram a atividade fotolarvicida de dois derivados
meso-tetra (n-piridil) porfirina (n = 3 ou 4), os isdmeros meso-tetra(platinados) 3-PtTPyP e 4-
PtTPyP). Neste estudo, as larvas foram incubadas por 2 h em derivados porfirinicos preparados em
solugdo aquosa e DMSO 1% na faixa de concentragdo de 1,2-12 ppm. O processo de irradiagao foi
realizado com LEDs operando a 450, 525 e 625 nm com uma dose de energia de 55,0 J cm™ e luz
branca resultante da combinacio dessas fontes na dose de 162,1 J cm™. Os autores observaram que
o isomero 3-PtTPyP induziu um aumento na mortalidade larval sob ilumina¢do, enquanto o
isomero 4-PtTPyP foi inativo. Os valores estdo em 48 h (CLs0-48n), de 0,6 (525 nm), 1,7 (450 nm)
e 3,5 ppm (625 nm). A luz branca e a fonte de iluminagdo de 525 nm atuaram de forma efetiva na
atividade larvicida para 3-PtTPyP, devido as propriedades Opticas em ambiente aquoso,
contribuindo para maior toxicidade contra Ae. aegypti. De acordo com a caracteristica desejavel 3-
PtTPyP para controle vetorial, ¢ eficaz em baixas concentragdes sob luz branca e tem boa
compatibilidade ambiental.

Meier e Hillyer (Meier; Hillyer, 2024) avaliaram o AM e a rosa bengala (RB) como
fotolarvicidas para Ae. aegypti € Anopheles gambie. As concentracdes utilizadas foram para AM:
I um, 2 um, 5 pm, 10 um e 20 um respectivamente. Ja para o FS e RB a2 um, 5 um, 10 um, 20
um, 50 pm e 100 pum, respectivamente. A fonte luz utilizada foi LED nos tempos de 20 min - 2h.
Os resultados indicam que quando os FSs foram incubados no escuro por 2 h antes do ensaio,
apresentaram maior toxicidade e que o AM ¢ 10 vezes mais toéxico do que a RB. A hipotese

levantada foi baseada em imagens de microscopia que sugerem a localizacdo dos FSs, enquanto a
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RB se mantém apenas no intestino, o AM se dispersa para dentro das células chegando na
hemocele.

Rady e seus colaboradores (Rady et al., 2025) avaliaram a eficacia larvicida e a
genotoxicidade da clorofilina contra larvas de Ae. aegypti. Em testes laboratoriais, a CLso foi de
0,47 ppm, enquanto em condi¢des campo simulado foi de 93,3 ppm. A clorofilina demonstrou
maior eficidcia comparada a outros agentes como feoforbida e Bacillus sphaericus. A andlise por
RAPD-PCR mostrou baixa genotoxicidade da clorofilina (indice de similaridade de 0,8 com
controles saudaveis), sugerindo sua seguranca genética. A andlise histopatologica revelou danos
significativos nos tecidos intestinais € musculares das larvas, evidenciando seu modo de acdo como

toxina entérica fotossensivel.

2.6 Conclusio e perspectivas futuras

A TFD é uma abordagem eficaz e ecologicamente correta, que possui grande relevancia para
o controle de pragas agricolas e insetos vetores, resultando em um enorme impacto social e
ambiental. Este método oferece uma perspectiva consideravel para integrar programas de controle
de pragas e vetores em todo o mundo, devido a sua baixa persisténcia sob luz, baixo custo, menor
efeito residual quando comparado aos larvicidas convencionais e baixa possibilidade de selecionar
organismos resistentes. A a¢do fotodindmica tem sido demonstrada em uma ampla familia de
aplicagdes utilizando diferentes parametros como apresentado neste artigo de revisdo. Além disso,
esta metodologia eficiente tem possibilitado a redu¢do de diversos tipos de pragas agricolas (e.g.:
C. capitata, B. oleae, C. acutatum; Psa, Xcc 29-1 e B. cinerea), virus (i.e.: adenovirus do gene da
luciferase Firefly, CHIKV, ZIKV, MAYV e Sindbis virus SINV) que transmitem arbovirus, e
insetos vetores (C. pipien, Ae. aegypti, A. gambiae s.s.e A. arabiensis). Em termos de tendéncias,
espera-se que o desenvolvimento de fotopesticidas e fotoinseticidas novos e ndo tdxicos e suas
aplicagcdes combinadas com IFD possam ser a proxima geragdo de produtos para o controle de

pragas e insetos vetores.

2.7 Avancos da IFD com curcumina como fotolarvicida contra larvas de Ae. aegypti


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/colletotrichum-acutatum
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A crescente resisténcia de Ae. aegypti a inseticidas tradicionais e os riscos ambientais
associados ao uso indiscriminado desses compostos tém impulsionado a busca por alternativas
sustentaveis de controle vetorial. Nesse contexto, a IFD tem se destacado como uma abordagem
inovadora. A curcumina, pigmento natural extraido da Curcuma longa, tem sido amplamente
investigada como FS eficaz e seguro para uso ambiental.

O estudo pioneiro de Souza et al. (2019) avaliou a atividade fotolarvicida de curcuminoides
naturais e sintéticos, incluindo curcumina pura e formulada com sacarose. Sob irradiagcdo solar,
todas as formulagdes apresentaram alta taxa de mortalidade larval, sendo a curcumina com sacarose
a mais eficaz (CLso = 2,2 mg/L). Além da a¢ao letal rapida, observou-se fotodegradacdao completa
dos compostos em poucas h, sugerindo seguranca ambiental e reduzido potencial de bioacumulagao
(De Souza et al., 2019).

Avangando nesse campo, Souza et al. (2020) incorporaram a curcumina a dois veiculos—
sacarose (SC) e D-manitol (DMC) buscando melhorar solubilidade, palatabilidade e absorcao pelas
larvas. A formulagdo DMC destacou-se com CLso-24n de 0,01-0,02 mg/L e apresentou significativa
atividade ovicida. Usando espectroscopia Raman, demonstrou-se que o DMC atravessa a
membrana peritrofica e causa danos irreversiveis ao epitélio intestinal larval (De Souza et al.,
2020).

Em continuidade, Venturini et al. (2020) aprofundaram a analise toxicoldgica da curcumina
com D-manitol. Ensaios com Daphnia magna e Danio rerio demonstraram auséncia de toxicidade
aguda nas concentragdes utilizadas para controle larval. Em larvas de 4edes, observou-se estresse
oxidativo evidenciado por alteracdes em glutationa reduzida e niveis proteicos, além de extensas
lesdes intestinais. Esses dados confirmam a eficacia da curcumina em condi¢des controladas e a
seguranga de sua aplicagdo ambiental (Venturini et al., 2020).

Posteriormente, Mezzacappo et al. (2021) investigaram os efeitos subletais da exposigao
larval & curcumina e D-manitol. Além de provocar atraso no desenvolvimento e reducdo da
longevidade, a formulagdo alterou a razao sexual da populagdo adulta emergente, favorecendo o
nascimento de machos (um aspecto vantajoso para o controle populacional). Ensaios de campo
com populacdes selvagens mostraram 71,3% de mortalidade em 48 h, refor¢ando o potencial da
técnica (Mezzacappo et al., 2021) .

Lima et al. (2022), demostraram que a formulacdo com curcumina e sacarose foi testada

em ambiente externo. Confirmou-se eficacia larvicida (TLso = 3 dias com 4,6 mg/L), auséncia de
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toxicidade na auséncia de luz e nenhum efeito adverso do veiculo (sacarose). Os resultados
mostraram os subprodutos da fotodegradacdo da curcumina (194, 278 e 370 nm), que nao
apresentaram toxicidade significativa a Daphnia, peixes e algas, fortalecendo os argumentos de
seguranca ambiental para a aplicagdo da técnica em larga escala (Lima et al., 2022c).

Mais recentemente, Garbuio et al. (2022) testaram formulagdes solidas com diferentes
proporcdes de curcumina e D-manitol (CCD 1 a 4). A formulacdo CCD 3 (50:50) obteve melhor
resultado (CLso-24n= 0,01 mg/L) e manteve atividade residual por até 14 dias em ensaio de campo,
sem causar crescimento microbiano anormal na agua. Além disso, CCD 3 demonstrou
fotodegradacao de 50% em 24 h e auséncia de toxicidade em Danio rerio, mesmo com exposicao
de 96 h a 100 mg/L (Garbuio et al., 2022).

Esses estudos demonstram uma evolugao consistente na pesquisa com curcumina aplicada
ao controle de Ae. aegypti. A transicao de solucdes simples para formulagdes solidas, a ampliacao
de testes laboratoriais para ensaios em campo ¢ a analise integrada de eficacia e toxicidade fazem
da curcumina promissora para politicas publicas de controle vetorial ambientalmente seguras e

tecnologicamente viaveis.
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3 CAPITULO - Acio fotodinimica larvicida: controle vetorial em cenirios de mudancas
climaticas
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3.1 Introducgao

As mudangas climéticas representam um dos maiores desafios do século 21, impactando os
ecossistemas, a saude humana e o equilibrio ambiental. A mudanga na cobertura vegetal ¢ causada
tanto pelas mudancas climaticas quanto pelas atividades humanas diretas de uso da terra e
urbanizagdo. Além disso, associagdes geograficas e interanuais entre clima e doengas, juntamente
com evidéncias histoéricas e experimentais, indicam que o clima e outros varios fatores, podem
afetar a propagacao de doencas infecciosas (Annelies Wilder-Smith, 2019).

A previsdao global de aumento da distribuicdo e prevaléncia de doengas infecciosas
associadas as mudangas climaticas aponta para uma crise emergente no mundo. Segundo Taylor
(Taylor, 2024), no Brasil foram registrados 512.000 casos de Dengue até marco de 2024, trés vezes
maior que os registros do ano anterior devido ao aumento das temperaturas globais e as fortes
chuvas nos pais tropicais

O tema vem chamando cada vez mais a atencdo de profissionais de saude e cientistas,
principalmente no que diz respeito aos arbovirus transmitidos pelos vetores (Rocklév; Tozan,
2019) que sdo responsaveis por varias doengas tropicais negligenciadas (DTNs) (Rocklov; Tozan,
2019). Além disso, outra questdo relevante € a selecdo de populagdes de mosquitos resistentes aos
controles convencionais. A acao fotodindmica ¢ uma ferramenta promissora com potencial para o
controle de vetores, e com fotolarvicidas pode contribuir para a diminui¢do na proliferacdo de

larvas de vetores mesmo com os desafios associados a crise climatica.

3.2 Ecologia de doencgas infecciosas e mudancas climaticas

A cada década, ocorrem mudangas na abundancia e dispersdo dos mosquitos em dire¢do
aos polos, longe da linha do Equador (Raul R. Braga, 2024). A compreender a relagcdo entre
ecologia de doencas infecciosas e mudancas climdticas sdo pontos fundamentais no controle de
vetores. As mudangas climaticas podem influenciar na distribui¢do e intensidade de propagacao de
varios arbovirus, no caso de vetores, afetando tanto os humanos quanto a ecologia (RAUL R.
BRAGA, 2024; TAYLOR, 2024). Os fatores como temperatura e precipitagdo, umidade podem
ampliar o alcance geografico dos mosquitos que sdo responsaveis por transmitir arbovirus como

Dengue, Chikungunya, Febre amarela, Malaria e Zika (CLARKE et al., 2024).
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As alteracdes nos habitats dos vetores naturais, levam a mudangas de sazonalidade e nos
padrdes de transmissdo. Os surtos podem ocorrer em diferentes épocas do ano. Nos ultimos anos
em regioes tropicais e subtropicais o aumento da temperatura, niveis de precipita¢ao tém prologado
o periodo de transmissdo de DTVs permitindo que surtos ocorram em estagdes do ano diferente,
no caso inverno (Freeman et al., 2018; Taylor, 2024).

As mudangas climaticas alteraram a distribui¢ao das espécies (altitude e latitude) e o clima
encontrado pode alterar o fenotipo, por exemplo, no caso das flores, época e o tempo de floracao
no ciclo de vida (PARMESAN & YOHE, 2003). Além disso, outros fatores podem afetar
diretamente ou indiretamente os vetores de doencas como: i) alteracdo do habitat (destruigdo,
fragmentacao, efeito de borda), introdugdo de espécies invasoras, aumento das fronteiras agricolas;
i1) as viagens e migracdo das espécies como insetos e humanos; iii) a resisténcia a drogas e
pesticidas, iv) densidade populacional, servigos de saude, distribui¢ao de riqueza e educagao, que
estdo em constante mudanga e podem afetar o surgimento de doencas, bem como a taxa de
transmissdo de virus (Dye, 2014; Freeman et al., 2018; Parmesan; Yohe, 2003; Pedro do Valle
Varela et al., 2024).

No caso das DTNs, o clima pode afetar a gravidade da doencga, por exemplo, quando a
temperatura e a umidade aumentam, cresce a transmissao da malaria ou da dengue, e ha maiores
chances de se ter epidemia (Kharwadkar; Herath, 2024; Paz-Bailey et al., 2024). Os efeitos das
mudancgas climaticas sobre doengas infecciosas dizem respeito a tolerancia térmica de insetos
vetores podem ser afetada, como na situacao dos mosquitos (Andriamifidy et al., 2019; Smith et

al., 2012).

3.3 Efeitos no desenvolvimento do mosquito e na capacidade do vetor

As alteracdes fisiologicas conhecidas e moduladas pela temperatura podem acelerar as
reagdes bioquimicas (catabolismo e anabolismo) de vetores que gastam energia, permitindo maior
atividade, crescimento, desenvolvimento e reproducdo. Em temperaturas mais altas geralmente
aceleram seu desenvolvimento, permitindo que completem seu ciclo de vida mais rapidamente.
Além disso, podem levar ao aumento das taxas de alimentagdo sanguinea, ciclos gonotréficos mais
curtos (tempo entre as refeicdes sanguineas), aumento da producdo de ovos (embriogénese) a partir

da diapausa dos ovos (Reinhold; Lazzari; Lahondére, 2018). Consequentemente, isto pode
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contribuir para maiores densidades populacionais e maior risco de transmissdo de doencas
(Rocklov; Tozan, 2019).

Embora todas as espécies tenham limites de temperatura inferior e superior, 0s organismos
podem frequentemente lidar com variagdes substanciais no clima. A faixa de temperatura ideal
para os mosquitos Ae. aegypti, por exemplo, prospera em regides tropicais e subtropicais do globo,
e sua temperatura ideal de desenvolvimento varia de 25 a 30 °C (Naish et al., 2014; Rocklov;
Tozan, 2019). O efeito da temperatura pode influenciar significativamente o namero de refeigdes
de sangue, afetando a taxa de sobrevivéncia do vetor e a probabilidade de que ele se infecte e seja
capaz de transmitir a dengue e outras arboviroses como a Zika, Chikungunya e febre amarela

(Fujibe, 2009; Garbuio et al., 2024).

3.4 Modelos de previsao

Os modelos de previsdo climatica desempenham um papel fundamental na compreensao
das possiveis alteragdes do clima no futuro e de como essas alteracdes podem influenciar na
ecologia e na sociedade humana. Esses modelos utilizam simulagdes baseadas em dados fisico-
quimicos e bioldgicos dos cenarios ao longo do tempo. No contexto das arboviroses, esses modelos
sdo especialmente relevantes, pois permitem antecipar como as mudangas climéticas podem
influenciar a distribuicdo geogréafica, o tamanho populacional e o comportamento dos insetos
vetores. A comunidade cientifica tem dedicado esforgos significativos para prever impactos das
mudangas climéticas na transmissdo de arboviroses, como dengue, Zika e Chikungunya.

A Figura 5 mostra um esquema de principais eventos que contribuem para o aumento da
incidéncia e da distribuicdo global doengas, incluindo: urbaniza¢do acelerada, auséncia de
saneamento basico, crescimento populacional, uso de compostos quimicos, estratégias ineficazes,
desmatamento, aumento da variabilidade climatica e maior da frequéncia e intensidades de eventos

climaticos extremos.
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Figura 5. Esquema dos eventos que contribuem para o surgimento ¢ expansdo das doengas em um cenario de
mudangas climaticas.

As varias questdes metodologicas importantes, como a temperatura, umidade relativa e
niveis de precipitacdo podem impactar significativamente a sociedade. Essas variaveis geralmente
sdo abordadas por meio de modelagem quantitativa. A temperatura, em particular, est4 relacionada
ao ciclo de vida do inseto. Esses modelos climaticos utilizam dados de temperatura para prever
alteragdes na distribuicdo geografica desses vetores. Durante periodos de temperaturas mais
elevadas, observa-se um aumento na atividade de mosquito vetores, facilitando a transmissao de
arbovirus, especialmente no caso do 4e. aegypti. Os niveis de precipitagao influéncia diretamente
na disponibilidade de habitats adequados para a reproducdo dos vetores. Assim, os modelos podem
prever mudancas nos padrdes de precipitagdo, podendo afetar o ciclo de reprodugao desses insetos.

Os vetores de arbovirus causadores de doencas infeciosas sdo, em sua maioria, insetos
hemato6fagos e estdo entre as principais preocupagoes associadas as mudancas climaticas. A dengue
¢ uma das arbovirus mais estudadas nesse contexto, como foco dos efeitos das alteracdes na sua

transmissao.
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A dengue estava restrita principalmente a areas tropicais e subtropicais, mas hoje seu
impacto se espalhou rapidamente por todo o mundo, devido a eventos de mudancas climaticas
(Karunaratne; Surendran, 2022). Por isso, a criagdo de um sistema de previsao precisa e antecipada
da taxa de incidéncia do vetor Ae. aegypti e casos provaveis de dengue tem atraido crescente
atencdo dos pesquisadores. Os fatores preditivos que sdo incluidos podem ser: fatores
meteoroldgicos, dados histdricos de dengue, fatores ambientais, fatores socioeconomicos e dados
de vigilancia de vetores (Wu et al., 2018; Zhao et al., 2020). De acordo com Fang e colaboradores
os fatores mais relatados sdo dados meteorologicos que corresponde a 95,65% das pesquisas e
incorporaram temperatura, precipitacdo e umidade relativa em seus modelos de previsdo de
aprendizado de maquina (Fang; Hu; Pan, 2024).

Hales e colaboradores desenvolveram um modelo empirico ajustando a regressao logistica
e modelaram o surto de dengue (presenca/auséncia) considerando dados de base climatica para os
periodos de 1961-1990 (Hales et al., 2002). Esse modelo, fez projecdes climaticas para 2085, no
qual previram uma extensdo da dengue. Em ambos os estudos, as projecdes climaticas foram
baseadas em fungdes de resposta historicas a exposi¢ao de varidveis climaticas e a incidéncia de
dengue.

No contexto das doengas infecciosas, a notificacdo € o monitoramento dos casos sdo
essenciais para a detec¢ao precoce de surtos € a implementa¢do de medidas de controle eficazes.
A notificagdo adequada permite a coleta de dados confidveis, essenciais para estudos
epidemioldgicos que analisam padrdes de transmissdo, fatores de risco e a eficacia das
intervencgoes. Dessa forma, a notificagdo de doencas infecciosas torna-se um pilar essencial da
saude publica, contribuindo para a prote¢do coletiva e orientando a formulagdo de estratégias para

o controle da disseminagdo de doencas.

3.4.1 Dengue

A incidéncia de dengue em Bangladesh em 2023 quebrou recordes de 22 anos, sinalizando
uma grave crise de saude publica. O aumento significativo nos casos confirmados de dengue
implica que o virus esta se espalhando de forma mais vigorosa e rapida do que na histdria recente.
A incidéncia de dengue comecgou a aumentar significativamente a partir de maio, com 1.036 casos,

e durante os meses de verdo, atingindo um pico alarmante de 71.976 casos (Islam et al., 2024).
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Esse aumento notdvel nos casos de dengue ¢ preocupante e levanta a possibilidade de um surto
grave. Um modelo que explora os padrdes e comportamentos da dengue em Bangladesh fez a
previsdao de aumento de 25% nos casos de dengue em 2024 em comparacdo com 2023, destacando
a urgéncia de intervengoes eficazes para conter a disseminagao do virus (Islam et al., 2024).

Em 2024, cerca de 90 paises relataram transmissdo ativa de dengue, com as Américas
atingindo um recorde histérico de mais de 11 milhdes de casos, um aumento exponencial nas
ultimas décadas (Venkatesan, 2024). Um surto global da doenca foi relatado em 2023, com mais
de 5 milhdes de casos e 5.000 mortes. No entanto, esses nimeros foram superados em 2024: até
agosto, mais de 12 milhdes de casos e 8.000 mortes foram registrados em todo o mundo. A maioria
das infec¢des ocorreu na Regido das Américas, onde, de acordo com a Organizagdo Pan-Americana
da Saude, mais de 11,5 milhdes de casos suspeitos, resultando em uma incidéncia cumulativa de

1.206 casos por 100.000 habitantes (“Dengue worldwide overview”, 2025).

3.4.2 Malaria

Os mosquitos Anopheles gambiae e Anopheles arabiensis sdo os vetores mais recorrentes
da malaria em varias regides da Africa Subsaariana e apresentam uma relagdo entre condi¢des
ambientais especificas, como a temperatura (Afrane; Githeko; Yan, 2012; Oladipo et al., 2022).
Em 2006, nas regides de transi¢ao na Africa Oriental, ocorreu 0 aumento na temperatura em
aproximadamente 0,5 ° C na ultima metade do século 20 (AFRANE, 2006; Afrane; Githeko; Yan,
2012; Pascual et al., 2006). Essa mudanga no clima levou a proliferacdo das populacdes de
mosquitos do género Anopheles € o aumento na distribuicdo geografica em lugar que esses
organismos ndo existiam mais. Esse comportamento foi reatado em regides do Quenianas
(Omumbo et al., 2011).

Desde os anos 2000, a malaria ¢ uma doenca que continua sendo uma das principais causas
de morbidade e mortalidade em paises em desenvolvimento na Africa, como Uganda,
representando 40% dos pacientes ambulatoriais, 18% de todas as internagdes hospitalares e
aproximadamente 20% das mortes (Pascual et al., 2006).

Em 2021, foram registrados mais de 241 milhdes de casos e mais de 600.000 mortes, uma
doenca endémica, pois afeta 95% do territorio (Oladipo et al., 2022). As previsdoes em regides

africanas mostram que tanto as temperaturas minimas quanto as maximas e¢ a umidade especifica
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serdo maiores em 2036-2065, mostrando uma projecao de taxas mais altas no nimero de casos de

maldria (Sadoine et al., 2024).

3.4.3 Febre amarela

A febre amarela apresenta disponibilidade de uma vacina segura contra ela desde 1936
(Monath; Vasconcelos, 2015), no entanto, relatados de surtos recentes em paises como Angola,
Republica Democratica do Congo e Brasil demonstram que o virus da febre amarela continua sendo
uma ameaga significativa a saide publica. Esse virus, pertencente a familia Flaviviridae (género
flavivirus), ¢ transmitido por mosquitos dos géneros Haemagogus, Sabethes ¢ Aedes (Monath,
2001; Silva et al., 2020). Atualmente, a febre amarela tem afetado principalmente o subcontinente
africano, com Gana registrando o maior numero de casos confirmados (37,7%). Mais recentemente,
Angola enfrentou um surto da doenga, com letalidade entre 10% e 13%, além de relatos de casos
importados na Republica Democratica do Congo.

No Brasil, o surto de 2016-2018 foi o maior das ultimas décadas, resultando em 2.166 casos
e 751 mortes, com uma taxa de letalidade de 35%, especialmente na regido Sudeste. Minas Gerais
foi o estado mais afetado, concentrando 45% dos casos, totalizando 1.002 registros e 340 mortes

(Lindsey et al., 2022).

3.5 Influéncias das mudancas climaticas nas estratégias de controle de vetores e

transmissiao de doencas

Novos esforcos de prevencdo e controle sdo necessarios para combater as possiveis
consequéncias das mudangas climaticas na distribui¢ao geografica e na incidéncia das arboviroses
como dengue, febre amarela, malaria, Zika, incluindo novas ferramentas e tecnologia que possam
somar aos métodos de controle convencionais dos isentos vetores(Kharwadkar; Herath, 2024).
Além de investimentos em vacinas que possam abranger o numero maximo de arbovirus.
Atualmente ha vacina disponivel somente para a infecdo de dengue. As autoridades de satde do
Brasil estdo apressando o fornecimento limitado de uma vacina recentemente aprovada enquanto

lutam para conter um aumento sem precedentes da dengue (Taylor, 2024).
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As principais estratégias para o sucesso do controle vetorial: pulverizagao ou aplicacao de
inseticidas, monitoramento e vigilancia de infecgdes, vém enfrentando problemas de efetividade,
pois se esses métodos de controle convencionais nao forem bem utilizados de forma correte e bem-
sucedida, podem implicar no ciclo de transmissao (Muturi; Alto, 2011).

Esses inseticidas agem no sistema nervoso e enzimatico dos insetos e tém sido amplamente
utilizados em programas de controle quimico para reduzir a incidéncia de doengas transmitidas por
vetores (Braga; Valle, 2007). No entanto, o uso intensivo desses produtos exerce uma pressao
seletiva que leva ao desenvolvimento de resisténcia em populagdes de mosquitos. Os principais
fatores que contribuem para essa resisténcia incluem o uso de concentragdes mais elevadas na
tentativa de recuperar a eficacia do produto, o que, por sua vez, resulta em um aumento na
frequéncia de aplicagcdo. Nesses casos, a substituicdo do inseticida torna-se necessaria, embora
essas praticas tenham consequéncias ambientais negativas (Herath et al., 2024; Suman et al., 2013).

Os parametros investigados estdo ligados aos organismos-alvo e aos compostos utilizados
para controlar os vetores. Os organismos podem ser afetados em sua fisiologia e ecologia e os
compostos podem sofrer alteragdes dependendo de sua composi¢do quimica e intervengdes
abidticas (pH, temperatura, oxigenagdo, niveis de outros compostos, entre outros) € intervengdes

bidticas diante das mudangas climaticas (Anoopkumar; Aneesh, 2022).

3.6 Processo fotodinimica como ferramenta de controle vetorial

O processo de IFD surge como uma abordagem promissora, oferecendo possibilidades no
controle de DTVs. Essa técnica envolve a acdo combinada de trés componentes fundamentais: FS,
comprimento de onda especifico da luz e oxigénio molecular, gerando espécies oxidativas reativas
capazes de induzir a morte de organismos, como bactérias, fungos, virus, células cancerigenas,
parasitas, insetos e pragas.(Dondji et al., 2005; Lima et al., 2022a, 2018c). No contexto do controle
vetorial, desempenha um papel importante, especialmente relacionado a saude publica
(transmissao de doengas, como: dengue, malaria) e agricultura (pragas agricolas) (Lima, Dias, et
al., 2022).

A IFD tem sido explorada como uma abordagem alternativa para controle de vetores
transmissores de doencas, usando FSs especificos que visam as estruturas vitais dos insetos,

levando a morte. Os mais recentes sao derivados de xanteno, algumas porfirinas, fenotiazinas e
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curcumina. Esses compostos possuem bandas de absor¢do e podem ser ativados pela luz solar
natural, luz artificial branca e diodo emissor de luz (LED) (Jori, 1985; Lima, Dias, et al., 2022). A
aplicacdo pode ser em solucdo aquosa ou formulados em atrativos. A Figura 6 representa um

esquema do mecanismo de agao da IFD em vetores.
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Figura 6. Representagdo esquematica do mecanismo de agdo da IFD em vetores de DTNs, como: dengue,
Chikungunya, Zika, febre amarela, doen¢a de Lyme, febre maculosa e doenga de Powsan.
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Ao contréario dos inseticidas convencionais, que geralmente contém produtos quimicos
persistentes e toxicos para organismos ndo-alvo, a IFD oferece uma alternativa mais seletiva e
ecologica (Lima et al., 2022; Venturini et al., 2020). Os inseticidas quimicos podem levar ao
desenvolvimento da resisténcia aos vetores (selecao de populagdes resistentes), além de contaminar
terra, gua e afetar a biodiversidade (Aktar; Sengupta; Chowdhury, 2009; BRAGA, Ima Aparecida;
VALLE, 2007; Eder et al., 2018; Raul R. Braga, 2024). Além de permanecer no ambiente por
periodos prolongados e causar efeitos colaterais adversos na fauna e na flora.

Outra vantagem do IFD ¢ que o FS gera fotodegradacao e seus fotoprodutos também nao
sdo toxicos, tornando-se ambientalmente seguros e reduzindo os impactos negativos a longo prazo,
garantindo um uso mais sustentavel (Garbuio et al., 2022; Lima et al., 2022¢; Mezzacappo et al.,
2021). A Tabela 1 apresenta estudos que usaram a técnica de IFD com vérios FS em diferentes

vetores de doencgas nos ultimos 5 anos.
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Tabela 1. Estudos que utilizaram a técnica IFD com varios FS em diferentes vetores de doencgas entre os anos de 2020

e 2025.
FS Fonte de luz Esc?la de Espécies Referencias
experimentos
. Laboratorio e . (De Souza et
DMC (curcumina) Luz solar campo simulado Aedes aegypti al., 2020)
. Lampadas - . (Mezzacappo
DMC (curcumina) fluorescentes Laboratorio Aedes aegypti etal, 2021)
meso-tetra (n-piridil) - . (Silva et al.,
porfirina (3-PtTPyP) LEDs Laboratorio Aedes aegypti 2021)
derivados de nafto[1,8-
.. > LEDs ¢ luz - . (Xu; Feng;
ef]lsomdol-?,s,lo (9H)-triona solar Laboratorio Aedes aegypti Shao, 2021)
¢ oxoisoaporfina
. . L . (Lima et al.,
Riboflavina LEDs Laboratorio Aedes aegypti 2022a)
clorofilina, equinocromo, azul
de metileno, ftalocianina, Luz solar Laboratério Hyalomma (Mohammed et
rodamina 6G, riboflavina, dromedarii al., 2022)
safranina e foxima
CCD1, CCD2, CCD3 and ﬂul(;?:;lc’:gfess . Laboratérioe Aedes avonni (Garbuio et al.,
CCD4 (curcumina) campo simulado &P 2022)
luz solar
Azul de metileno e rosa . Aedes aegypti e (Meier;
bengala LED Laboratério Anopheles gambiae Hillyer, 2024)
Porfirinas Luz solar Laboratorio hapzcep halus (Gomes etal,
microplus 2024)
. Lampadas . , (Garbuio et al.,
CCD3 (curcumina) fluorescentes Laboratorio Aedes aegypti 2024)

3.7 Perspectivas da acio fotodinaAmica para o controle vetorial em um cenario de mudancas

climaticas, considerando as pesquisas atuais

A inter-relacdo dos impactos das mudancas climaticas na economia e nas medidas de
controle do DTVs precisa ser investigada mais a fundo. H4 também a necessidade de
monitoramento de longo prazo da atividade do vetor e das doengas que eles transmitem, a fim de
melhor detectar e atribuir os efeitos das mudancgas climdticas no surgimento e reemergéncia do
DTVs. Isso pode ser alcangado financiando observatorios de satide e melhorando os sistemas de
vigilancia de doencas em todo o mundo.

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento da medicina moderna ¢ o desenvolvimento
socioeconomico trouxeram alternativas para medidas mais eficazes de intervengdo e controle de
vetores (Lozano et al., 2012). No entanto, melhorias em escala global mascaram grandes mudangas

que ocorrem em nivel regional. A frequéncia de estudos académicos que fazem referéncia a ligacao
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entre doenga e clima quase dobrou (Altizer et al., 2013; Fang; Hu; Pan, 2024). No entanto, o fator
mudanga climatica ndo ¢ muito abordado envolvendo alternativas de controle.

Estudos envolvendo inseticidas, inibidores de crescimento e mudancas de temperatura
destacam a relacdo entre o tempo de exposicdo e sua eficiéncia. A temperatura influencia
diretamente nos resultados, pois pode alterar a concentragdo de aplicacdo ou tempo de reaplicacao
e no caso dos inibidores de crescimento, composto que atua no metabolismo das larvas (distarbios
endodcrinos) € possivel encontrar problemas também (Moura et al., 2021). No processo de IFD, a
temperatura pode influenciar na solubilidade do FS e sua disponibilidade no ambiente (Garbuio et

al., 2024; Jagannathan; Abraham; Poddar, 2012).

3.8 Consideracoes finais

Para aprimorar a tomada de decisdes em saiude publica, ¢ essencial mapear os padrdes
espaciais e temporais de transmissdo de doencgas transmitidas por vetores e correlaciona-los com
dados historicos sobre mudangas climaticas e transformacdes socioecologicas. Isso permitira
projecdes mais precisas de riscos futuros e subsidiara estratégias preventivas mais eficazes.

Evidéncias cientificas ja demonstram que as mudangas climaticas impactaram
significativamente os sistemas patdgeno-vetor-hospedeiro, especialmente em regides em transicao
climatica. Surtos mais graves de DTNs, impulsionados pela expansdo de vetores e dos patdgenos
que eles transmitem, confirmam previsdes anteriores de especialistas. Diante desse cendrio,
governos e institui¢des de satide devem integrar as acdes de controle de vetores as previsoes
climaticas, adotando abordagens mais sustentaveis e eficazes.

A implementa¢do de técnicas inovadoras, como a IFD, deve ser priorizada para otimizar o
manejo de vetores. Além disso, a alternancia entre diferentes estratégias de controle, incluindo o
uso criterioso de inseticidas e métodos bioldgicos, deve conter o avango da resisténcia. A falta de
acoOes coordenadas pode agravar o impacto das mudangas climaticas e comprometer a eficacia dos
tratamentos e medidas de controle a longo prazo. Portanto, as politicas publicas devem garantir o
investimento em pesquisa, fortalecer a vigilancia epidemiologica e estabelecer planos de resposta
rapida para surtos emergentes. A adocdo de estratégias dindmicas e baseadas em evidéncias sera

crucial para minimizar os impactos da dengue e de outras DTNs no futuro.
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4 CAPITULO - Influéncia da temperatura combinada com a inativacio fotodinimica no
desenvolvimento do Aedes aegypti

Uma versao adaptada deste capitulo foi publicada em:

GARBUIO, Matheus et al. Influence of temperature combined with photodynamic inactivation
on the development of Aedes aegypti. Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, v. 45, p.
103977, 2024.

Doi: 10.1016/j.pdpdt.2024.103977
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4.1 Introducao

O Ae. aegypti atua como vetor responsavel pela transmissao de diversos virus que podem
causar doenc¢as humanas, entre elas: dengue, Chikungunya e Zika, que ¢ listado como uma doenga
tropical negligenciada e um grande problema de satde publica (Annelies Wilder-Smith, 2019;
Magalhaes et al., 2023; “Neglected tropical diseases”, 2023; Parveen et al., 2023). A disseminagao
desses arbovirus apresenta carater multivariavel, mas a urbaniza¢ao tem favorecido um cenario
com diferentes condi¢des, como micro habitats para os estagios imaturos e o crescimento da
popula¢do humana, possibilidades de transmissdo do virus (DONDIJI et al., 2005; RYAN et al.,
2019).

Uma das abordagens mais utilizadas para eliminar o Ae. aegypti depende geralmente do
controle quimico (inseticidas) e sua acgdo varia de acordo com a substancia ativa que afeta tanto a
fase imatura quanto a adulta. A aplicagdo por longos periodos tem provocado uma selecdo de
populacdes resistentes (BRAGA, IMA APARECIDA; VALLE, 2007; LUNA et al., 2004;
MACORIS, M. DE L.; MARTINS, A. J.; ANDRIGHETTI, M. T. M.; LIMA, J. B. P.; VALLE,
2018). Portanto, ¢ importante buscar métodos alternativos de controle vetorial, contando com
diferentes mecanismos, para evitar o processo de resisténcia.

Nesse sentido, a [FD mostra-se como uma alternativa promissora no controle de doengas
transmitidas por vetores (Lima et al., 2022b) particularmente contra Ae. aegypti (DONDIJI et al.,
2005; LIMA et al., 2018, 2022b). O potencial do uso de FSs sob luz visivel para o controle da
populagdo de larvas foi demonstrado por pesquisas anteriores (De Souza et al., 2019; Garbuio et
al., 2022) utilizando curcumina, um corante extraido das raizes de Curcuma longa, comumente
conhecido como curcuma.

A temperatura ¢ um dos fatores abidticos mais importantes para a sobrevivéncia dos insetos,
pois influencia a fisiologia, o comportamento, a ecologia e sua distribuicdo. Os mosquitos sao
organismos ectodérmicos, ou seja, possuem temperaturas internas que dependem de condigdes
externas (FARNESI et al., 2009; REINHOLD; LAZZARI; LAHONDERE, 2018). Devido as
mudangas sazonais e variagdes térmicas, os mosquitos podem enfrentar dessecagdo, alteragdes
metabolicas e até mesmo mobilidade prejudicada. No entanto, ao longo do tempo evolutivo, esses
insetos desenvolveram estratégias para lidar com variagdes térmicas e evitar o estresse térmico.

Quer sintetizem proteinas de choque térmico, termo regulem ou ajustem a sua atividade
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comportamental, os mosquitos sdo capazes de manter a integridade celular para otimizar a sua
aptiddo e sobrevivéncia (REINHOLD; LAZZARI; LAHONDERE, 2018; SALINAS; FERIA-
ARROYO; VITEK, 2021). Apesar desses mecanismos, a temperatura influencia no tempo de
exposicao e eficiéncia de tratamentos quimicos convencionais em geral e inseticidas (MOURA et
al., 2021; SAMMARRO SILVA et al., 2022). Dado que a temperatura ¢ um fator abidtico chave
para a sobrevivéncia e desenvolvimento dos insetos, ¢ importante avaliar se ela afeta o desempenho
da IFD.

Neste capitulo o objetivo do estudo foi avaliar os impactos de diferentes temperaturas no
processo de IFD realizadas em doses subletais de uma formulacao a base de curcumina e luz visivel.
O efeito dos danos causados pela IFD no ciclo de vida do inseto vetor Ae. aegypti, considerando o

desenvolvimento larval, propor¢ao sexual entre machos e fémeas, longevidade de adultos e peso.

4.2 Objetivos

4.2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de diferentes temperaturas (20, 25, 30 e 35 °C) no processo de IFD de
larvar do vetor Ae. aegypti em doses subletais de uma formulag¢do co-cristalizada a base de
curcumina e luz visivel.

4.2.2 Objetivos Especificos

Determinar a porcentagem da eclosdo das larvas de Ae. aegypti linhagem Rockfeller; nas

diferentes temperaturas 20, 25, 30 e 35 °C;

Determinar o tempo do desenvolvimento larval do vetor Ae. aegypti antes e apOs 0 processo

de IFD nas diferentes temperaturas;

Determinar as CL25 50,90-24n da formulagao de curcumina através de ensaios de IFD em larvas

de Ae. aegypti em diferentes temperaturas;
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Analisar a propor¢do sexual dos mosquitos machos e fémeas submetidos a IFD e grupo

controle nas temperaturas 20, 25, 30 e 35 °C;

Analisar o perfil da taxa de longevidade dos mosquitos machos e fémeas divididos em grupo

controle e os submetidos a IFD nas diferentes temperaturas;

Determinar o peso corporal dos mosquitos machos e fémeas do Ae. aegypti para os grupos

controle e IFD para as diferentes temperaturas 20, 25, 30 e 35 °C.

4.3 Materiais e Métodos

4.3.1 Experimental

A Figura 7 apresenta um diagrama simplificado do esquema experimental realizado no
presente estudo. Detalhes sao fornecidos posteriormente para bioensaios ¢ cada um dos parametros

analisados através do desenvolvimento de larvas e mosquitos.
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Figura 7. Esquema experimental durante todo o desenvolvimento do ciclo de vida do vetor Ae. aegypti (ovo, L1: larva
estagio 1, L2: larva estagio 2, L3: larva estagio 3, L4: larva estagio 4, pupa e mosquito). Seguido do processo de
inativagdo fotodinamica contra as larvas Ae. aegypti sob quatro diferentes temperaturas (20, 25, 30 e 35 °C).
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4.3.2 Preparo da formulacio do FSs

O D-manitol foi obtido da Sigma-Aldrich. A curcumina foi sintetizada de acordo com a
literatura (Carmona-Vargas et al., 2017), fornecida pelo Laboratério de Quimica Bioorganica —
Universidade Federal de Sao Carlos — UFSCar (Sao Carlos, SP — Brasil).

As formulagdes com D-manitol e curcumina (50:50 p/p) foram preparadas de acordo com
o protocolo (Garbuio et al., 2022). Em um Becker de vidro, a curcumina foi solubilizada em alcool
etilico (99,5%) e foram mantidos sob agitacdo magnética a 80 °C. Apo6s a dissolugdo da curcumina,
em outro recipiente adicionou-se o D-manitol solubilizado em 4gua destilada, temperatura
ambiente. Posteriormente adicionado no Becker da curcumina e mantido sob agitagdo a 100 °C por
1 h. Apds evaporagdo dos solventes (2 h de termoagitacdo), o solido formado foi removido do
Becker e acondicionado em frasco o qual foi mantido para secagem sob alto vacuo (5 mmHg) por

12 h adicionais.

4.3.3 Ciclo de vida do vetor Aedes aegypti

A linhagem de mosquitos da cepa Rockefeller, uma cepa de referéncia suscetivel a
inseticidas, foi utilizados em todos os ensaios bioldgicos. As larvas foram eclodidas em agua sem
cloro e mantidos em incubadora sob condigdes controladas para cada grupo experimental (20, 25,
30 e 35 °C) sob fotoperiodo de 12:12 h claro:escuro com 60+5% de umidade. A viabilidade dos
ovos foi calculada pela propor¢do percentual de ovos (previamente preservados em papel de filtro
seco) eclodidos apds imersao em agua sem cloro. Os calculos foram realizados considerando 500
ovos para cada condi¢do experimental.

O tempo total de desenvolvimento do ciclo de vida foi verificado para cada individuo,
contabilizando o nimero de dias entre a imersdao do ovo na dgua e a emergéncia do adulto (Paris;
David; Despres, 2011). A Figura 7 mostra, um bloco que compreendeu o primeiro (L1), o segundo
(L2) e o terceiro estagio (L3), bem como o quarto estagio (L4) e o estagio de pupa (P). Isso porque
quando as larvas atingiram L3, foram submetidas a IFD sob as diferentes temperaturas (20, 25, 30
e 35 °C), portanto alguns dos parametros de desenvolvimento refere-se a organismos sobreviventes,

conforme descrito nas proximas segoes.
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4.3.4 Bioensaios

A atividade fotolarvicida foi avaliada de acordo Garbuio (Garbuio et al., 2022),com os
protocolos padrdo, adaptados da Organizagao Mundial da Saude (WHO, 2005). Os ensaios foram
realizados com 20 a 25 larvas cada, em 150 mL de adgua destilada (grupo controle) e contendo
formulagdes de curcumina (grupo IFD). As concentracdes avaliadas da formulacdo a base de
curcumina foram: 0,00156; 0,00313; 0,00625; 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4 ¢ 0,8 mg/L.
Posteriormente as larvas com o FS foram expostas a luz fluorescente (0,83 mW/cm?), dose de luz
35,86 J/cm? (Figura 8).

A Figura 8 representa o espectro de irradiancia da ldmpada fluorescente obtida usando o

software Ocean View e coletada por uma fibra Optica, sobreposto a banda de absor¢do da

curcumina.
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Figura 8. Espectro de absor¢do normalizado da fonte de luz utilizada nos bioensaios (linha preta) ¢ espectro de
absor¢ao da formulacdo de curcumina (linha vermelha).

A mortalidade larval (%) foi registrada 24 h ap6s a IFD (trés repeti¢des genuinas para cada

grupo experimental, realizadas em ocasides diferentes e em triplicatas para cada concentragao).
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Ap6s os ensaios fotolarvicidas, as larvas sobreviventes foram devolvidas as bandejas limpas
com agua declorada divididas em dois grupos: controle e IFD para dar continuidade ao
desenvolvimento do ciclo de vida. Na fase de pupa, os grupos foram colocados em gaiolas de
criacdo plasticas com tela medindo 30x30x30 cm para a emergéncia dos mosquitos. Os adultos

foram mantidos a 20, 25, 30 e 35 °C e 60+£5% de umidade relativa sob fotoperiodo de 12:12 h.

4.3.5 Parametros de desenvolvimento de individuos sobreviventes

O sexo de cada individuo foi determinado ap6s a emergéncia dos adultos nas gaiolas de
criagdo. O nimero de machos e fémeas em diferentes temperaturas foi avaliado levando a
proporcao sexual. O peso dos individuos considerou 40 individuos (20 machos e 20 fémeas) de
cada grupo experimental. Esta andlise contou com ponderacdo direta em escala analitica. A
nutri¢do foi realizada pela adi¢cdo de mel como fonte de carboidrato, pois a ingestdo € a principal
fonte nutricional (metabolismo energético) e seu acimulo (glicogénio e triglicerideos) pode
determinar um potencial na atividade e longevidade dos mosquitos (Consoli; Oliveira, 2011;
Nayar; Sauerman, 1973).

A sobrevivéncia dos adultos foi medida em nimero de dias entre a emergéncia dos adultos
e a morte. A longevidade dos adultos foi avaliada, comparando com base no sexo e nas

temperaturas 20, 25, 30 e 35 °C respectivamente.

4.3.6 Analises estatisticas

Os valores das concentracdes letais (CL2s;50,00) foram obtidos por meio de dose-resposta
por regressdo ndo linear, calculada por meio do software Origin 2020. Para comparacdes entre
grupos (taxa de eclos@o e longevidade de adultos), ANOVA unidirecional, com teste post-hoc de
Tukey. O teste t de Student foi utilizado com dois grupos de comparacdo (tempo de
desenvolvimento, propor¢ao sexual e peso). Todos os testes estatisticos foram aplicados

considerando intervalo de confianca de 95%.

4.4 Resultados e Discussoes
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4.4.1 Taxa de eclosao

ApoOs 48 h de imersao dos ovos em agua sem cloro, foi calculada a porcentagem de
viabilidade. Houve diferenga significativa (p < 0,05) na viabilidade de Ae. aegypti eclodiram em

diferentes temperaturas, conforme mostra a Figura 9.
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Figura 9. Porcentagem média de larvas eclodindo nas temperaturas 20, 25, 30 e 35 °C. Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p < 0,05).

Os dados mostram que a maior taxa de eclosao de ovos para Ae. aegypti foi obtida a 30 °C
(~78%) na faixa de temperaturas avaliadas, o que ¢ consistente com a informagdo de que esta
espécie ¢ mais adaptada e possui ciclo de vida presente entre temperaturas de 26 — 30 °C. Este
resultado esta de acordo com o relato da espécie, que esta adaptada a climas tropicais e subtropicais
(Reinhold; Lazzari; Lahondere, 2018).

A temperatura pode afetar a dindmica populacional como: o desenvolvimento, a densidade
e a dispersdo dos mosquitos, além da embriogénese e da diapausa dos ovos (Carrington et al., 2013;

Reinhold; Lazzari; Lahondere, 2018). De acordo com a literatura cientifica (Calado; Navarro da
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Silva, 2002), cepas de Ae. albopictus, uma espécie de mosquito que possui 0 mesmo género do Ae.
aegypti, semelhangcas na morfologia e no ciclo evolutivo, a viabilidade dos ovos foi maior em
temperaturas mais baixas (15-25 °C) (regides de clima temperado e subtropical), pois a espécie
possui capacidade de desenvolvimento nestas condigdes. Lowenberg Neto (2018) e Navarro-Silva
(2004) mostram que quando as fémeas sao criadas sob um regime térmico de 20 — 27 °C elas tém
melhores ciclos gonadotréficos, aumentando a postura e a producao de ovos viaveis (NETO;
MARIO A. NAVARRO-SILVA, 2004; Reinhold; Lazzari; Lahondére, 2018).

O estudo de Farnesi variou a temperatura entre 12-36 °C e avaliou a eclosao de 4e. aegypti
e a viabilidade dos ovos, resultando em um limite méximo de temperatura de 35 °C e uma
temperatura minima inferior de 12 °C (Farnesi et al., 2009). Edilo demonstrou que a localizagdo
dos ovos com diferentes latitudes, amplitudes e clima influenciou na taxa de eclosdao dos ovos
(Edillo et al., 2022). Beserra e colaboradores, verificaram que a faixa de temperatura entre 22 °C e
30 °C ¢ mais favoravel para a fecundidade dos mosquitos adultos, consequentemente para

viabilidade dos ovos (Beserra et al., 2006).
4.4.2 Tempo de desenvolvimento
Os resultados indicaram atraso no desenvolvimento das larvas que sobreviveram apods a IFD

quando comparadas as larvas dos grupos controle para as temperaturas 20, 25, 30 e 35 °C,

respectivamente, apresentado na Figura 10.
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Figura 10. Periodo médio de desenvolvimento de L1 até a fase de pupa (P) nas diferentes temperaturas: (A) 20 °C, (B)
25 °C, (C) 30 °C e (D) 35 °C. Ha dois grupos: controle e IFD, respectivamente. O lado (a) do grafico representa o
desenvolvimento larval antes da IFD, o lado (b) depois da IFD e a linha tracejada no momento em que ocorreu a I[FD. O
simbolo (*) indica diferencga estatistica de médias (p < 0,05).

A Figura 10A mostra o desenvolvimento de larvas submetidas a uma temperatura constante
de 20 °C. Os resultados mostraram desenvolvimento larval em 21,3 + 1 dias para controle e 24 + 1
dias para I[FD. A 25 °C 10 £ 2 dias para controle e 14,3 = 1 dias para [FD (Figura 10B). Na Figura
10C (temperatura de 30 °C) os resultados mostram um desenvolvimento de 9 + 1 dias para o
controle e 11,3 £ 0,9 para o IFD. E para a temperatura mais alta (35 °C), 10 + 1 dias (controle) e
12,3 £ 0,9 (IFD) (Figura 10D). Todas as temperaturas avaliadas apresentaram diferenga
significativa em relagdo ao grupo controle apos IFD (p < 0,05).

As consequéncias no desenvolvimento podem estar nos danos causados pela curcumina,
pois apos a IFD, ela gera estresse oxidativo, danificando as células epiteliais do intestino médio
das larvas (De Souza et al., 2019; MACORIS, M. de L.; MARTINS, A. J.; ANDRIGHETTI, M.
T. M.; LIMA, J. B. P.; VALLE, 2018). Além disso, esses danos sugerem uma diminuicao na

capacidade de absor¢do de nutrientes do intestino médio, que € o principal 6rgdo das larvas para
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digestao e absor¢do de nutrientes (Raya et al., 2009). Esse atraso dificulta o préximo estagio de
metamorfose, fato corroborado por resultados encontrados em pesquisas semelhantes de IFD (BM

Hasspieler, JT Arnason, 1988; Mezzacappo et al., 2021).
4.4.3 Ensaios larvicidas

Os resultados dos valores de concentracao letal (CLs) da acao fotodinamica e a mortalidade
larval para as diferentes temperaturas 20, 25 30 e 35 °C apo6s 24 h de exposigao e 12h de irradiacao,

e sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Concentraggo letal (CLjs;50,90) da formulagdo de curcumina em larvas de Aedes aegypti expostas por 24 h
em diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) CL25-24n (mg/L) CLs0-24n (mg/L) CLyo-24n (mg/L)
(LIC-LSCO) (LIC-LSC) (LIC-LSC)
20 0.008 0.044 0.720
(0.007-0.009) (0.017-0.112) (0.647-0.905)
25 0.006 0.027 0.431
(0.004-0.007) (0.021-0.035) (0.322-0.653)
30 0.005 0.019 0.224
(0.004-0.006) (0.016-0.023) (0.173-0.318)
35 0.004 0.013 0.099
(0.003-0.006) (0.010-0.016) (0.074-0.140)

CL, concentragdo letal; LIC, limite inferior de confianga de 95%; LSC, limite superior de confianca de 95%.

A Tabela 2 foi estruturada com o objetivo de contribuir para estudos futuros com os valores
de CLas-24n para estudos de dose subletal, CLso-24n para comparagoes € CLgo-24n para testes de semi-
campo ou de campo simulado. De acordo com os resultados, seguindo ordem crescente em funcao
da temperatura, a CLso-24n foi de 0,044 (20 °C), 0,027 (25 °C), 0,019 (30 °C) e 0,013 (35 °C),
respectivamente.

Os resultados mostram que o aumento da temperatura favoreceu o processo de IFD. A
hipotese ¢ que a temperatura pode ter influenciado a solubilidade da curcumina e a disponibilidade
de FS para interagir com meio celular, conforme sugerido pelos resultados de letalidade larval.
Segundo Jagannathan (Jagannathan; Abraham; Poddar, 2012), a medida que a temperatura aumenta
entre 25 ¢ 95 °C, as ligacdes de hidrogénio intramoleculares tornam-se mais livres, expondo as
regides polares, levando a dissolugao e disponibilidade da curcumina no meio.

Outro fator que deve ser levado em consideracdo ¢ o metabolismo das larvas, em que

temperaturas inferiores a 22 °C podem levar a diapausa e consequentemente menor mobilidade e
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busca por alimento (Reinhold; Lazzari; Lahondeére, 2018). Esses fatores corroboram os resultados
encontrados no presente estudo, onde temperaturas mais baixas apresentaram maiores
concentragdes de CLso. Quanto as temperaturas mais elevadas, deve-se notar que a transmissao
maxima de Dengue, Chikungunya e Zika varia de 26 a 29 °C, com base em modelos mecanisticos
relatados (Mordecai et al., 2017). Isso chama a atengdo para a atuacdo do IFD nesse intervalo,
mostrando uma perspectiva promissora, para cenarios em que mudancas de temperatura podem
favorecer a transmissao de arbovirus (Mordecai et al., 2020). A eficiéncia melhorada do IFD a 30

°C ¢ um método que talvez pudesse ser compensatorio em tal cenario.
4.4.4 Analise de proporcao sexual

Os resultados da Figura 11 mostram a propor¢do sexual entre macho e fémeas dos
mosquitos adultos nos dois grupos: controle e IFD, em diferentes temperaturas, 20, 25 30 ¢ 35 °C

respectivamente.

2000 2000
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Figura 11. Proporcdo sexual entre machos e fémeas dos mosquitos adultos emergidos apos exposicdo a diferentes
temperaturas (20, 25, 30 e 35 °C), grupos: (A) controle e (B) IFD.

Isso pode estar associado a mudangas ambientais, como estresse nutricional ou térmico. Na
Figura 11A, ¢ mostrada a proporcdo sexual entre machos e fémeas para o controle em fungdo da
temperatura. A proporcdo de fémeas fica entre 22 e 34% para temperaturas de 20 e 25 °C,

respectivamente. Para temperaturas de 30 e 35°C houve aumento na propor¢ao de fémeas variando
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entre 47 e 68%, respectivamente. Altas temperaturas (26-35 °C) favorecem a alimentagao das larvas
(Reinhold; Lazzari; Lahondére, 2018). De acordo com Steinwascher, as larvas estdo sempre
competindo por comida e as fémeas sao geralmente dominantes sobre os machos (Steinwascher,
2018).

Na Figura 11B, combinando a IFD e temperatura, a propor¢do sexual foi inversamente
proporcional ao grupo controle. As larvas de Ae. aegypti que receberam esse tratamento
fotolarvicida e temperatura apresentaram maior propor¢ao de machos, aumentando gradativamente
em 38,41, 51 e 78% em funcao do aumento de temperatura de 20, 25, 30 e 35 °C, respectivamente.
Sugerimos que com o dominio das fémeas na dieta, as particulas de curcumina ficaram retidas em
maior quantidade no tecido celular e no intestino médio, possivelmente por mais tempo em
comparagao aos machos, e consequentemente as fémeas sao mais suscetiveis aos danos causados
pelo processo IFD. Outros estudos também observaram que na fase L3, aplicando a técnica IFD
para controle de larvas, as fémeas retém uma quantidade de alimento para o desenvolvimento e

completa metamorfose (Mezzacappo et al., 2021; Steinwascher, 2018).

4.4.5 Longevidade dos adultos

A resultados mostrado na Figura 12 sdo o perfil da taxa de longevidade dos mosquitos
machos e fémeas divididos em grupo controle e que foram submetidos a IFD em quatro
temperaturas diferentes (20, 25, 30 e 35 °C). Os adultos mortos foram excluidos da analise porque

representam entre 1-2% da populagao total.
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Figura 12. Taxa de sobrevivéncia entre mosquitos de adultos machos e fémeas expostos a diferentes
temperaturas: 20 °C (A), 25 °C (B), 30 °C (C) e 35 °C (D), divididos em dois grupos, controle (somente
temperatura) e IFD mais temperatura.

A 20 °C, as fémeas dos mosquitos sobreviveram 26 dias no grupo controle e 18 no grupo
IFD, os machos sobreviveram apenas 20 dias no grupo controle e 14 IFD (Figura 12A). Na Figura
12B 60 ¢ 48 dias para fémeas a 25 °C nos grupos controle e IFD, respectivamente, € machos 58
dias (controle) e 44 (IFD). 30 °C foi a temperatura em que os mosquitos apresentaram maior
sobrevivéncia em relacdo as demais temperaturas (Figura 12C), as fémeas sobreviveram 70 dias
no grupo controle e 54 no grupo IFD e os machos 60 dias (controle) e 50 (IFD). E na Figura 12D,
representando a temperatura mais alta do presente trabalho, a sobrevivéncia dos mosquitos foi
mostrada em 50 (controle) e 44 dias (IFD) para fémeas e para machos, 46 e 42 dias para os grupos
controle e IFD respectivamente.

Considerando apenas a temperatura, os dados indicam diferenga significativa (p < 0,05)

para a taxa de perfil de longevidade dos individuos mantidos a 20 °C. Essa temperatura nao foi
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favoravel ao desenvolvimento do vetor, pois Ae. aegypti sdo encontrados principalmente em climas
subtropicais e tropicais (26—30 °C), conforme descrito (Reinhold; Lazzari; Lahondére, 2018). Além
disso, um maior custo fisiologico, como alteracdes no metabolismo e no gasto energético, pode
refletir na longevidade, anteriormente também observado por Guitiérrez e colaboradores (Jeffrey
Gutiérrez et al., 2020).

Ao comparar a sobrevivéncia dos mosquitos machos e fémeas dos dois grupos (controle e
IFD), houve evidéncia de que as fémeas tiveram maior sobrevivéncia que os machos em todas as
condig¢des experimentais (p < 0,05), exceto a 25 °C (ndo houve diferenca significativa). Isso porque,
em condic¢des naturais, as fémeas tém uma expectativa de vida maior que os machos, cada sexo
desempenha um papel especifico na sobrevivéncia e reproducao da espécie (CHRISTOPHERS,
1960, CLEMENTS, 1963; Consoli; Oliveira, 2011). Enquanto os mosquitos machos estdo
relacionados a possibilidade de acasalamento (competigdes territoriais ou disputas por parceiros),
as fémeas estdo diretamente ligadas aos seus ciclos gonadotréficos, como alimentacdo sanguinea,
oviposic¢ao de descendentes e posteriormente agdo vetorial (CLEMENTS, 1963; Consoli; Oliveira,
2011; Reinhold; Lazzari; Lahondere, 2018).

Os mosquitos (machos e fémeas) que sobreviveram a IFD apresentaram diferengas
significativas (p <0,05) em relagdo ao grupo controle, demonstrando reducdo na longevidade. Esse
resultado também pode indicar redu¢do na transmissdo de arboviroses, por meio da reducdo do
tempo de vida dos mosquitos. Alguns autores, como Belinni e colaboradores (Bellini et al., 2014),
mostraram longevidade reduzida em Ae. aegypti foram expostas ao diflubenzuron, assim como
outras com diflubenzuron e metopreno (Da Silva; Mendes; Lomonaco, 2009; David et al., 2018).
Outros resultados utilizando reguladores de crescimento mostraram similaridade, como:
triflumuron (Belinato et al., 2009) e spinosad (Fernandes et al., 2014). E mais recentemente,
Mezzacappo, usando uma formulagdo de curcumina, mostrou semelhancgas nos resultados, em que
os mosquitos de ambos os sexos apresentam reducao na sobrevivéncia (grupo IFD) em comparacao
ao controle (Mezzacappo et al., 2021).

Ao contrario de outros inseticidas, a curcumina ¢ um composto natural que, como
fotolarvicida, apresenta multiplos locais de atividade através dos processos oxidativos dos
mecanismos IFD. As concentracdes (CLso) utilizadas na atividade larvicida em Ae. aegypti nesses
estudos com curcumina (De Souza et al., 2020; Garbuio et al., 2022) sdo menores em comparagao

aos estudos com 6leos essenciais: valores de 2 a 10 mg/L (Furtado et al., 2005) e 6leo essencial de
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Pimenta dioica Lindl. (26,91 mg/L) (Martins et al., 2020). Os resultados obtidos com IFD também
sdo inferiores quando comparados a outros extratos vegetais: Coelho e colaboradores (Coelho et
al., 2009) obtiveram 197 mg/L com lectina de Moringa oleifera, extratos de Syzigium Aromatum,
Lippia medoides e Hyptis martiusii, com valores de 18,5, 19,5 e 21,4 mg/L, respectivamente (Costa
et al., 2005).

Além disso, Venturini (Venturini et al., 2020) e Garbuio (Garbuio et al., 2022)
demonstraram que em testes de ecotoxicidade da curcumina (testes agudos), at¢ 100 mg/L podem
ser utilizados seguindo o protocolo da OECD (OECD, 1992), que ndo apresenta toxicidade em

alguns organismos ndo-alvo, como Danio rerio.

4.4.6 Analise de peso do inseto

A Figura 13 mostra os resultados do peso corporal dos mosquitos machos e fémeas do

vetor Ae. aegypti para os grupos controle e IFD para as diferentes temperaturas 20, 25, 30 e 35 °C,

respectivamente.
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Figura 13. Peso (mg) de fémea adulta de Ae. aegypti machos (controle e IFD (ndo alimentados com sangue)).
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Os mosquitos machos e fémeas dos dois grupos (controle e IFD) apresentaram diferenga
significativa entre eles (p < 0,005). Este resultado corrobora os resultados da Secao 4.4.5, que
também mostram que machos e fémeas desempenham papéis diferentes na reproducdo e na
alimentacdo. As fémeas tendem a ser mais pesadas devido a necessidade de energia e nutrientes
para a maturagdo dos ovos e oviposi¢do (Juliano et al., 2014; NETO; MARIO A. NAVARRO-
SILVA, 2004).

Os mosquitos machos ndo apresentaram diferenca significativa quando comparados entre
os grupos controle e IFD. Porém, houve diferenca significativa (p < 0,05) entre as fémeas do grupo
controle com IFD em todas as temperaturas. Isso significa que houve diminui¢do do peso corporal
no grupo IFD quando comparado ao grupo controle.

O tamanho corporal dos mosquitos pode estar correlacionado com as reservas totais de
proteinas, lipidios e carboidratos adquiridos durante o desenvolvimento larval. Apos o teste de IFD
com curcumina, Venturini analisou alteragdes no sistema digestivo de larvas Ae. aegypti, como:
dobras na membrana peritrofica (camada protetora do epitélio intestinal), constrigdes em algumas
regides do intestino, formagdo de vesiculas apicais e vacuolizacdo citoplasmatica. Essas lesdes
morfoldgicas causadas no intestino podem ter dificultado a absorc¢do de nutrientes e o aumento de
EROs pode desencadear danos celulares, reprimindo o desenvolvimento. No entanto, as fémeas
menores tém uma esperanga de vida mais curta, muitas vezes nao realizando a primeira refeicao de
sangue, reduzindo a sua capacidade vetorial em compara¢do com as fémeas maiores. Esses fatores
corroboram estudos encontrados na literatura cientifica por Briegel (Briegel, 1990), Alto (Barry

W. Alto, Michael H. Reiskind, 2008) e Juliano et al. (Juliano et al., 2014).

4.5 Conclusoes

Como conclusdes do presente capitulo, a IFD, quando ndo totalmente letal, altera o ciclo de
vida do Ae. aegypti por um atraso no desenvolvimento das larvas, bem como pela morte precoce e
por diferenca na proporcao sexual dos mosquitos adultos emergidos. Isto foi observado em
diferentes temperaturas associadas ao processo de IFD.

O efeito térmico também foi notado na letalidade, pois temperaturas mais altas
necessitavam de CLs mais baixas. Nesse sentido, a [FD em temperaturas mais altas pode contribuir

para o aumento da solubilidade do FS, juntamente com maior atividade larval em temperaturas
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mais altas. Estes fatores podem ter contribuido para a absor¢do de curcumina pelas larvas de Ae.
aegypti.

A temperatura impactou na eclosdo dos ovos, no desempenho do IFD e nos efeitos
fisiologicos das larvas e adultos sobreviventes. A eficiéncia encontrada em diferentes temperaturas
incentiva trabalhos futuros considerando cenérios extremos. A temperatura influencia diretamente
no ciclo de vida do Ade. aegypti e na acdo de IFD, demonstrando que nos paises tropicais, onde
apresentam maior incidéncia do mosquito Ae. aegypti, pode ampliar a eficacia da técnica e do

controle vetorial.
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5 CAPITULO - Formulacdes de microcipsulas de curcumina para persisténcia
prolongada na inativacao fotodinamica de larvas de Aedes aegypti

Uma versdo adaptada deste capitulo foi realizada o depdsito de patente:

Patente: Privilégio de Inovagdo. Numero do registro: BR10202401810, titulo: "Processo de
obtencdo de microcapsulas de curcumina e formulagdes fotolarvicidas", Institui¢ao de registro:
INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial. Depdsito: 03/09/2024
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5.1 Introducao

A microencapsulacdo tem se destacado como uma tecnologia versatil e eficaz no
desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas, cosméticas e ambientais, especialmente quando
se busca proteger compostos bioativos sensiveis e controlar sua liberagao em condi¢des especificas.
Essa técnica consiste no revestimento ou aprisionamento de substancias ativas dentro de uma
matriz ou capsula protetora, proporcionando vantagens como a lidar com a utilizagdo, melhorar a
qualidade do produto, maior estabilidade fisico-quimica, mascarar sabor ou odor, aumentar a
solubilidade e biodisponibilidade, além de liberagdo controlada e direcionada do ativo (Huang et
al., 2019; Tao et al., 2024).

Entre as diversas técnicas disponiveis, o spray-drying (secagem por atomizagdo) ¢ uma das
mais amplamente utilizadas devido a sua viabilidade técnica, escalabilidade industrial e baixo custo
operacional. Este processo permite a obtencao de particulas secas a partir de uma solugdo ou
suspensado, por meio da atomizacdo em uma camara de secagem com ar aquecido. A secagem rapida
contribui para a preservacdo de compostos termossensiveis, sendo especialmente indicada para
ativos com baixa estabilidade em meio aquoso ou sensiveis a luz, como ¢ o caso da curcumina
(Huang et al., 2019; Tao et al., 2024; Wang et al., 2009).

A curcumina, ¢ um composto polifenolico natural extraido do rizoma da Curcuma longa, é
amplamente reconhecida por suas propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas
e fotossensibilizantes. No entanto, seu uso ¢ limitado por caracteristicas como baixa solubilidade
em agua, instabilidade frente a luz e pH, e rapida degradacdo em meios aquosos (Du et al., 2025;
Nardo et al.,, 2011; Roshan et al., 2024). Essas limitagdes motivam o desenvolvimento de
formulacdes inovadoras que aumentem sua estabilidade e promovam seu uso em aplicagdes
ambientais, como no controle de vetores.

Neste contexto, a microencapsulacdo da curcumina utilizando amido, D-manitol e pectina
como excipientes, via spray-drying, apresenta-se como uma estratégia promissora para proteger
sua estrutura fotoativa e otimizar suas propriedades fisico-quimicas. Polissacarideos, como o amido
sdao frequentemente usados como materiais de revestimento/parede. O D-manitol atua como um
agente solubilizante e estabilizante, enquanto a pectina contribui para a formagdo da matriz

polimérica e modulacdo do perfil de liberagdo. A formulagdo proposta visa ndo apenas melhorar a
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estabilidade da curcumina em ambientes aquosos, mas também viabilizar sua aplicacdo como
fotolarvicida em ambientes naturais, com potencial impacto no controle de Ae. aegypti.

Neste trabalho (Garbuio et al., 2025), foram desenvolvidas e caracterizadas trés
formulacdes de pastilhas contendo curcumina microencapsulada com o objetivo de otimizar sua
estabilidade e eficidcia como agente fotolarvicida. As formula¢des FCT1, FCT2 e FCT3 foram
compostas por 10% de curcumina e 30% de D-manitol, variando apenas as propor¢des entre os
excipientes pectina e amido: FCT1 (60% amido, sem pectina), FCT2 (35% pectina e 25% amido)
e FCT3 (17,5% pectina e 42,5% amido).

A escolha desses biopolimeros levou em consideracdo suas propriedades funcionais. O
amido, por ser altamente hidrofilico, proporciona liberacdo inicial rapida da curcumina (“efeito
explosivo”), enquanto a pectina, devido a sua estrutura mais complexa, atua como um agente de
liberagdo controlada, modulando a difusdo da curcumina ao longo do tempo.

Os resultados mostraram que a FCT2 apresentou os melhores resultados dentre as
formulagdes desenvolvidas e caracterizadas. Isso se deve, principalmente, a presenga da pectina,
que contribuiu para uma matriz mais estavel e com liberagao controlada, sem comprometer a

eficacia fotodindmica da curcumina (Figura 14).

< Papel da pectina >

< Pectina > Amido > < Pectina < Amido >

Figura 14. Papel da pectina nas formulagdes de curcumina microencapsuladas. Quando a pectina apresentou maior
quantidade que o amido seu efeito se mostrou mais benéfico do que quando sua proporg¢do foi menor.

O fluxograma mostra que a formulagdo com maior propor¢do de pectina em relagdo ao

amido apresentou os melhores resultados (10% de pectina a mais que do amido). Dentre as
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formulagdes testadas, a FCT2 foi a que melhor aproveitou essa sinergia entre os excipientes,
promovendo uma liberagdo adequada para o controle larval. Dessa forma, este capitulo abordara

apenas a formulagao FCT2 denominada como pastilha de curcumina microencapsulada.

5.2 Objetivos

5.2.1 Objetivo Geral

Desenvolver formulagdo de curcumina microencapsulada, com a finalidade de obter

formulacao estavel, economicamente viavel e de facil aplicagdo em criadouros de larvas do Ae.

aegypti.
5.2.2 Objetivos especificos

Caracterizar as formulagdes de curcumina microencapsulada através espectroscopia de

absorcao (UV-vis), espectroscopia infravermelho (FTIR) e microscopia confocal de fluorescéncia.

Identificar o perfil de liberagdo das microcéapsulas de curcumina e da pastilha de curcumina

microencapsulada através de ensaios de solubilidade em diferentes pH.

Determinar a fotoestabilidade das pastilhas de curcumina microencapsulada.

5.3 Materiais e Métodos

5.3.1 Produtos quimicos

Esse protocolo foi desenvolvido pela equipe de sintese organica do Centro de Pesquisa de
Optica e Fotonica (CePOF) da Universidade de Sdo Paulo e fornecido pela PDT Pharma Industria
e com de Prod. Farmacéuticos Ltda-EPP. A curcumina foi obtida da empresa da PDT Pharma
Industria e com de Prod. Farmacéuticos Ltda-EPP. Os reagentes para o processo de

microencapsulac¢do e formulagdo sao: amido soluvel P.A, sacarose P.A e a pectina citrica foram
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comprados da Exodo Cientifica (Sumaré, SP, BR) e o D-manitol da Sigma-Aldrich (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

5.3.2 Processo de spray drying

Os protocolos para obtencao de curcumina microencapsulada foram baseados na literatura
com modificagdes. A obtengao das microcapsulas de curcumina pelo processo de spray drying foi
baseada na literatura com modificag¢des (Lucas et al., 2020). Na Figura 15 ¢ apresentado o método
de preparo: 1 L de solugdo aquosa em pH 7,0 com os carreadores, D-manitol (3,0 g) e o amido
soluvel (5,0 g), mantido em agitagdo magnética durante 1 hora, em temperatura ambiente (Etapa
1). Ap6s misturar os carreadores (excipientes), foi adicionada a curcumina (2,0 g), previamente
dissolvida em 40,0 mL de alcool etilico a 99,5% (Etapa 2). A solucdo foi mantida em agitacao
durante 30 min, até a obtencao da coloragdo amarelo-alaranjado.

A solugdo foi seca por pulverizacdo em modelo MsDi 1,0 (LabMaq do Brasil Ltda), nas
seguintes condi¢des experimentais: temperatura (Entrada: 130 — 140 °C; Saida: 70 — 80 °C), vazao
ar de secagem (1,20 m*/min), vazdo ar comprimido (0,3 L/H), pressdo ar comprimido (6 bar) e
diametro bico atomizador (1,22 mm). O produto seco (pd) foi transferido para frascos ambar e
mantido em refrigeracdo a 4 °C para a conservagdo da integridade fisica e das propriedades do

principio ativo (Etapa 3).
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Etapa 2
L1400 mLctanol (99.5%)
s ! curcumina (2.0g)
K 1 + 30 min agitagdo maguéticai
, .
Etapa 3
Etapa 1 :
S - Spray drying
. 1L agua pH 7.0 -
! D-manitol 3.0g) ° ;
' Amido (5.0 g) !
! 1 h— agitagio magnética ! ,
! 2322 °C [
Curcumina
I microencapsulada
L e e — 1

Figura 15. Método para a produgdo de formulagdes de curcumina microencapsulada. Etapa 1: homogeneizacdo de
amido e D-manitol em agua; Etapa 2: adi¢do de curcumina em etanol 99,5%; Etapa 3: secagem da solugéo pela técnica
de secagem por atomizacdo; Etapa 4: compressdo das microcapsulas em pastilhas.

Producgao da pastilha de curcumina microencapsulada

A producgdo de pastilhas de curcumina microencapsulada como larvicida fotossensivel
(Figura 16A) divide-se em etapas: I) ativo curcumina microencapsulada 10% (massa/massa),
excipiente D-manitol 30%/ amido 25% e pectina 35% (massa/massa), II) mistura em almofariz do
ativo microencapsulado e excipientes, III) Compreensao de 200 mg da formula¢do em prensa forca

de 4 kN, obtendo a pastilha (Figura 15 — Etapa 4/ Figura 16B).

Figura 16. A) curcumina microencapsulada obtida por secagem por pulverizagdo. B) Pastilha de curcumina obtida por
prensagem com forga de 4 kN.
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5.3.3 Caracterizacio das microcapsulas de curcumina

Espectroscopia UV-Vis — Os espectros UV-Vis foram registrados em um
espectrofotometro Varian Cary 5000 UV-Vis (Varian Medical Systems, EUA) na faixa entre 350
e 650 nm, usando etanol (99,5%) para a curcumina livre em 4gua destilada como solvente para
microcapsulas de curcumina e para a formulagdo da pastilha de curcumina.

Microscopia eletronica de varredura — As caracteristicas morfoldgicas das microcapsulas
livres de curcumina, amido, D-manitol e curcumina foram analisadas por microscopia eletronica
de varredura de alta resolu¢do (SEM-FEG), com um canhdo de elétrons de emissdo de campo
(SEM-FEG, Supra 35-VP, Carl Zeiss, Jena, Alemanha). As amostras foram fixadas a um substrato
em fita de carbono, revestidas com ouro/paladio e analisadas a 2,5 kV. A medi¢ao do tamanho das
particulas foi realizada usando o software ImageJ (versdo 1.501). Para a distribui¢do do tamanho
das microcapsulas de curcumina, considerou-se que elas tinham uma forma esférica. Foram obtidas
medi¢des do tamanho de mais de 300 particulas das microcapsulas de amido e curcumina
encontradas em regides arbitrariamente escolhidas da grade. Os histogramas foram ajustados
considerando a distribuicdao normal.

Microscopia confocal de fluorescéncia — A morfologia da curcumina microencapsulada
foi obtida utilizando um microscopio de fluorescéncia confocal (Zeiss-LSM780, Zeiss, Jena,
Alemanha) com um laser Coherent Chameleon (Ti:Sapphire) como fonte de excitagdo de dois
fotons (2F) sintonizado em um comprimento de onda de 800 nm com um pulso de laser de 80 MHz.
As imagens da curcumina microencapsulada foram obtidas fixando a fluorescéncia de excitacao
em intervalos de 450-500 nm (canal 1) e 500—700 nm (canal 2).

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier de reflectancia total
atenuada (ATR-FTIR) — Os espectros do infravermelho médio foram obtidos na regido de 650—
4000 cm™!' com uma resolugio espectral de 16 cm™! em um espectrometro Agilent Cary 630 FTIR

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA).

5.3.4 Curva de calibra¢ao curcumina

Para analises da caracterizacdo das microcapsulas, liberagdo, fotodegradacao, atividade

residual e da reaplicacdo da formulagdo de curcumina foi construida uma curva padrio de
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curcumina em etanol (99,99%) através da obtencdo de espectros de absor¢cdo no UV-Vis em
diferentes concentragdes (0,5; 1,5; 2,5; 3,5; 4,5; 5,5; 6,5; 7,5 e 8,5 mg/L). Obtendo a equacdo da
reta y=ax+b, com R? (Figura 17):

Curva de Calibracao - Curcumina

1,40

1,20 y=0,1278x + 0,0149
R? =0,9909

1,00

0,80

Abs

0,60 -
0,40
0,20

0,00
-0,5 0,5 15 2,5 3,5 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5

Concentragdo (mg/L)

Figura 17. Curva padrio da curcumina em etanol, com base na absorbancia maxima em 450 nm. Inserto: Equagdo
linear da reta ajustada, com respectivo fator de ajuste R2.

5.3.5 Método de extra¢io da curcumina microencapsulada

A extracdo da curcumina das microcapsulas foi realizada com alcool etilico 99% (EtOH)
(solvente extrator) e a deteccao foi realizada por espectroscopia de absor¢ao no ultravioleta visivel
(UV-Vis) Cary 50 Bio. Para otimizar o processo de extracdo foram avaliadas as varidveis tempo
de extragado, tipos de papel filtro, volume de solvente extrator e amostras (dados ndo apresentados).

A massa de uma pastilha de 200 mg foi adicionada a 1000 mL de dgua destilada (H2O) e
agitada por 30 min, em triplicata. Em seguida, foram coletadas aliquotas de 5,00 mL da amostra e
adicionados 5,00 mL de EtOH, mantendo a propor¢dao de 50:50% (H20:EtOH) com agitagdo
constante por 20 min. Posteriormente, foi realizada a filtragdo em papel filtro quantitativo de faixa
preta de 12,5 cm (peso 85g/m? e espessura 0,20 mm). Em seguida, 2,5 mL da amostra foram
transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL e ajustados com proporcao de 50:50 de
H>O:EtOH. Em seguida, foram realizadas analises de absor¢do UV-Vis e posteriormente

determinada a concentracao através da curva analitica.
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5.3.6 Liberacao controlada

5.3.6.1 Liberacao controlada da curcumina microencapsulada

O perfil de liberagdo de curcumina das microcapsulas foi monitorado ao longo do tempo
em um meio aquoso. A quantificagdo da curcumina foi realizada usando espectroscopia de
absor¢ao ultravioleta-visivel (UV-Vis) (Guo et al., 2020). Aliquotas de 5,0 mL foram removidas
em intervalos de tempo pré-determinados, seguidas pela reposi¢do de 5,0 mL de agua destilada. A
curcumina presente na aliquota foi entdo extraida pelo método de extracao (Sec¢éo 5.3.5) e analisada
usando um espectrofotdmetro UV-Vis a 430 nm. Uma curva de calibracdo (R? = 0,99) foi

estabelecida com concentragdes variando de 0,5 a 8,5 mg/L em etanol (Secio 5.3.4).

5.3.6.2 Liberacao controlada da pastilha de curcumina microencapsulada

O estudo de liberacao controlada da pastilha de curcumina foi realizado em condigdes
estaticas, sem agitacdo. A liberacdo controlada foi realizada em triplicata a uma temperatura de 25
°C. A liberagdo da pastilha foi realizada em pH 3,0; 7,0 e 11,00. As pastilhas foram adicionadas
dentro de um saco de filtro de 200 mesh (altura: 8,50 cm/largura: 10,00 cm), suspensos por
monofilamento de fluoro hibrido de carbono de platina (0,40 mm) em 1000 mL. A quantificacao
da curcumina liberada em funcao do tempo foi determinada usando uma curva de calibragao (Secao

5.3.4). Todos os dados foram processados e analisados usando o software Origin 2020.

5.3.7 Ensaio de fotodegrada¢io da curcumina microencapsulada

A fotodegradagdo da pastilha de curcumina foi realizada pela moagem de um comprimido
em um almofariz de 4gata, seguido pela adicdo do p6 resultante em recipientes de vidro contendo
1 L de agua destilada. As amostras foram expostas a irradiacdo de lampada fluorescente (luz
branca) na intensidade de 0,83 mW/cm? por 30 dias, em triplicata. Aliquotas foram coletadas dos
recipientes em 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias, correspondendo a exposi¢ao continua a irradiacao e
um fotoperiodo de 12 h/12 h. A extragdo de curcumina das amostras foi realizada conforme descrito
na (Sec¢do 5.3.5) e as analises foram conduzidas usando espectroscopia de absor¢ao UV-Vis (Cary

Bio® 50 — Santa Clara, CA, EUA) na faixa de 200 a 800 nm, empregando uma cubeta de quartzo
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com duas faces polidas e um caminho 6ptico de 10 mm. A concentragdo de curcumina degradada

foi determinada através da curva de calibragdo (Se¢ao 5.3.4).
5.4 Resultados e Discussoes
5.4.1 Espectroscopia UV-Vis

A Figura 18 representa o espectro de absor¢ao da curcumina livre em etanol (linha preta),
microcapsula de curcumina (linha azul) e pastilha de curcumina microencapsulada (linha
vermelha) em dgua destilada. A curcumina em etanol, apresentou uma absor¢ao maxima em 430

nm ¢ as formulagdes apresentaram um deslocamento para o vermelho, com absor¢ao maxima em

440 nm.

1.0 :
' Curcumina
—— Microcapsula de curcumina

T 08 - —— Pastilha de curcumina microencapsulada
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Figura 18. Perfil de absorg@o: curcumina em etanol (linha preta); microcapsula de curcumina (linha azul) e pastilha
de curcumina microencapsulada (linha vermelha).
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A curcumina possui a propriedade de absorver luz na regido do azul, com o comprimento
de onda de absorc¢ao podendo variar conforme o solvente utilizado (De Oliveira et al., 2020). Em
etanol, por exemplo, o pico maximo de absorc¢ao da curcumina foi observado em 430 nm.

Observou-se um alargamento da banda de absor¢do tanto da microcapsula de curcumina
quanto da pastilha de curcumina microencapsulada em relagdo a curcumina livre, sugerindo a
ocorréncia de interacdes intermoleculares, como complexa¢do ou encapsulamento, que tornam o
ambiente menos homogéneo. Também foram detectadas diferencas na regido abaixo de 400 nm,
possivelmente atribuidas a outros componentes da matriz, como polissacarideos, ou ao
espalhamento de luz em sistemas coloidais (Cano-Higuita; Malacrida; Telis, 2015; Liu et al., 2013).

Essas observacdes estdo em concordancia com os resultados de Chignell et al., que
relataram deslocamentos espectrais ao investigar a curcumina em diferentes solventes, como
etanol, tolueno e acetonitrila (Chignell et al., 1994). Esses resultados também sdo encontrados em
um trabalho mais recente que utilizou a combinag@o de curcumina com D-manitol em diversas
proporgdes. Segundo os autores, as formulagdes apresentaram um deslocamento para o vermelho

com picos de absor¢dao méaxima da curcumina em 450 nm (Garbuio et al., 2022).

5.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura

A Figura 19 mostra a morfologia da superficie da curcumina ativa, dos excipientes amido
e D-manitol, e da curcumina microencapsulada. Cada material exibiu caracteristicas morfoldgicas
distintas. A curcumina livre (Figura 19A) exibe a forma de cristais bem facetados. O amido
(Figura 19B) tem uma morfologia esférica e regular, com uma superficie lisa. O D-manitol
(Figura 19C) ¢ caracterizado por uma estrutura de haste de formato irregular. Finalmente, a Figura
19D da curcumina microencapsulada mostra que a morfologia esférica ndo ¢ homogénea, com
deformagdes superficiais das microcapsulas sendo lisas e dsperas. Morfologias semelhantes para
curcumina microencapsulada pelo método de spray drying foram relatadas em diferentes

biopolimeros (Cano-Higuita; Malacrida; Telis, 2015; Lucas et al., 2020; Roshan et al., 2024).
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Figura 19. Imagens microscopia eletronica de varredura de alta resolugdo de escala morfologica de 20 pm: (A)
curcumina ativa, (B) amido, (C) D-manitol e (D) curcumina microencapsulada.

A morfologia da microparticula de amido isoladamente e da curcumina microencapsulada
¢ semelhante, mas a distribuicdo média do tamanho ¢ diferente da Figura 20. Os histogramas foram
ajustados considerando uma distribui¢cdo normal. Essa diferenca pode ser atribuida ao processo de
spray drying. A distribui¢do na Figura 20A mostra que as microparticulas de amido tém um
didmetro médio de cerca de 35 + 12,5 pym. E a Figura 20B apresenta a distribuigdo para
microparticulas de curcumina microencapsuladas com um tamanho médio de cerca de 11,1 + 3,1

pum.
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Figura 20. Distribuicdo do tamanho das microparticulas: (A) amido — tamanho médio de 35 + 12,5 pm e (B)
curcumina microencapsulada — tamanho médio de 11,1 £ 3,1 um.

Os resultados encontrados para o tamanho médio da curcumina microencapsulada em
amido e D-manitol foram semelhantes ao obtido por Cano-Higuita e colaboradores que
demonstraram para a curcumina microencapsulada via spray drying, com maltodextrina 75% e
amido modificado 25% tamanho médio de 21,05 + 1 pm, enquanto que para a mistura em
proporg¢des iguais dos excipientes de goma ardbica, maltodextrina e amido modificado foi de 12,57

+ 0,4 um (Cano-Higuita; Malacrida; Telis, 2015).
5.4.3 Espectros infravermelhos (FTIR)

A Figura 21 mostra os espectros de infravermelho (FTIR) para (A) amido, (B) D-manitol,

(C) curcumina e (D) microcapsula de curcumina, respectivamente.
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Figura 21. Espectros de FTIR dos materiais encapsulantes, ativos ¢ microcapsulas: (A) amido, (B) D-manitol, (C)
curcumina e (D) curcumina microencapsulada.

A Figura 21A mostra o espectro de FTIR do amido, com bandas caracteristicas em
diferentes regides. Uma banda larga ¢ observada entre 3630-3000 cm!, atribuida & vibragdo de
alongamento da ligagdo OH. Um pico em 2930 cm ™! corresponde ao alongamento assimétrico das
ligagdes CH. Na regido entre 1700—1560 cm ™!, h4 sinais relacionados ao modo de flexdo CH.. A
banda em 1411 cm™! pode ser associada a0 modo tesoura CH: e as deformagdes CH e COH. Em
1344 cm™!, uma banda correspondente a flexdo do grupo COH e a tor¢do de CH: é observada. O
sinal em 1238 cm ! refere-se aos modos vibracionais relacionados a CHa. A regido de 1146 cm™!
indica a presenca de vibragdes associadas ao estiramento do CO e a flexdo do COH. Um pico
intenso entre as regides de 1077 e 994 cm™! esta relacionado as vibragdes do COC, tipicas da
estrutura do anel glicosidico. As bandas em 921 cm ™! e 860 cm™! sdo atribuidas, respectivamente,
as deformagdes das ligagdes CH/CH2 e ao estiramento da ligacdo CC, caracterizando a estrutura

do polissacarideo (Kizil; [rudayaraj; Seetharaman, 2002; Warren; Gidley; Flanagan, 2016).
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O espectro de FTIR do D-manitol (Figura 21B) mostra que as bandas caracteristicas nas
regides de 3385, 3280 e 3250 cm ™! sdo atribuidas as vibragdes de estiramento das ligagdes OH. Os
picos em 2989, 2950 e 2900 cm™! correspondem as vibra¢des de estiramento das ligagdes C—H. A
banda em 1411 cm ! refere-se ao modo de deformacio tipo tesoura do grupo CH:, enquanto o pico
em 1283 cm ! est4 relacionado a deformagio no plano dos grupos OH. Na regido entre 1087 e 1013

cm™!

, 0s picos sdo atribuidos ao estiramento das ligagdes CO. Os picos nas regidoes de 960, 926,
875 e 777 cm™! correspondem a vibragdes fracas associadas a deformagdes fora do plano C—C
(Bruni et al., 2009; Garbuio et al., 2022; Lin et al., 2016; Sari et al., 2013).

O espectro FTIR da curcumina (Figura 21C) apresenta bandas caracteristicas com bandas
em 3495 e 3385 cm™! atribuidas ao estiramento das ligacdes OH das hidroxilas fenélicas. O pico
em 1628 cm™! corresponde ao estiramento da ligagdo C=0 da porc¢do aromdtica da cetona B-

! esta relacionado as vibragdes de estiramento C=C do anel

dicetona. O pico em 1597 cm’
benzénico. A banda em 1509 cm™ refere-se ao estiramento da ligacio C=O do sistema enona
conjugado e vibragdes associadas a C=C. As bandas em 1460 e 1420 cm™' sdo atribuidas as
vibragdes de deformagio angular das ligagdes CH. A regido entre 12701200 cm™ apresenta
bandas de estiramento das ligagdes CO dos grupos fendlicos. Entre 1156-1110 cm™!, as bandas sio
atribuidas ao estiramento das ligacdes CO e COC, presentes em éteres e fenois. Na regido entre
954-807 cm !, os picos estio relacionados aos modos de flexdo fora do plano do grupo CH do anel
aromatico (Garbuio et al., 2022; Liu et al., 2025; Sun et al., 2013; Tolun; Sharifuzzaman; Altintas,
2025).

O espectro de FTIR da curcumina microencapsulada (Figura 21D) mostra os principais
picos vibracionais da curcumina, mas com menor intensidade, o que sugere uma possivel interagao
entre a molécula ativa e os excipientes da matriz polimérica. As bandas associadas ao estiramento
de OH, originalmente observadas em 3495 e 3385 cm!, aparecem deslocadas para 3397 e 3269
cm!, indicando possivel formagao de ligagdes de hidrogénio com amido e/ou D-manitol. Os picos
tem 1625 e 1597 cm™!, atribuidos ao grupo carbonila da fragdo B-dicetona e ao anel aromatico da
curcumina, foram mantidos, mas com leve deslocamento e atenuagdo. Além disso, observam-se
bandas caracteristicas dos excipientes na microcapsula, como a banda em 1353 cm ™!, atribuida ao
D-manitol, e picos intensos na regido de 1138 a 1017 cm ™!, com vibragdes de CO: sobrepostas dos

alcoois (presentes no amido e no D-manitol). Tais alteragdes no espectro indicam evidéncias de
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encapsulamento da curcumina e sugerem interagdes fisicas ou quimicas entre os componentes da

formulacgao.

A Figura 22 mostra os espectros de FTIR para o excipiente pectina (A) e pastilha de

curcumina: curcumina, D-manitol, pectina e amido (B).

(A) (B)

Pectina 100 —— Pastilha de curcumina

100

90 90
80 80 4

704 704

Transmitincia (%)
Transmitincia (%)

604 60

50 50 4

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Niimero de onda (em™) Nimero de onda (cm™)

Figura 22. Espectros de FTIR da pectina (A) e da pastilha de curcumina: curcumina, D-manitol, pectina ¢ amido (B).

O espectro FTIR da pectina (Figura 22A) apresenta bandas caracteristicas: uma banda larga
entre 3528-3000 cm ™! ¢ atribuida ao estiramento das ligagdes OH. Os picos entre 29892923 cm™!
referem-se as vibragdes de estiramento das ligagdes CH. A absor¢do em 1633 cm™! corresponde ao
estiramento assimétrico da ligagdo C=0 dos grupos carboxilato. Os picos na faixa de 1441-1338
cm ! estdo associados a deformacio angular das ligagdes CH e a vibragdo simétrica da ligagdo C=0
dos grupos carboxilicos. Na regido entre 1233-1149 cm™!, os picos sdo atribuidos ao estiramento
das ligagdes COC e CC, correspondendo a estrutura do anel glicosidico. O pico em 1078 cm™! esta
relacionado ao alongamento das ligagdes CO, enquanto as bandas entre 994-921 cm™' sdo
atribuidas as deformacdes das ligacdes CH, caracteristicas das configura¢des o e  da pectina
(Gnanasambandam, 2000; Santos et al., 2020).

A analise comparativa dos espectros de FTIR da pastilha de curcumina com os excipientes
demonstrou que, embora nio haja deslocamentos significativos nas posi¢des das bandas, hd uma
variagdo na intensidade relativa dos picos, diretamente relacionada a propor¢do de excipientes,
especialmente amido e pectina. Na pastilha de curcumina, com concentragdo de amido (25%) e

proporcao de pectina (35%), foi observada reducdo na intensidade das bandas atribuidas ao amido,
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acompanhada de aumento de intensidade nas regides de 3555 cm™! (alongamento OH), 1630 cm
(alongamento assimétrico C=0O dos carboxilatos) e 1050 cm™' (CO e COC), caracteristicas da
pectina. As observagdes indicam que, embora a composicao quimica das formulagdes permaneca
semelhante, variagdes nas propor¢des de amido e pectina afetam diretamente a intensidade das
bandas de FTIR, sem indicar novas interagdes quimicas.

Os dados de FTIR reforcaram esses achados ao revelar a preservagdo das bandas
caracteristicas da curcumina, com atenuagao da intensidade e deslocamentos discretos, sugerindo
interacdes via ligagdes de hidrogénio com componentes da matriz. No geral, os resultados
confirmam que a microencapsulagao da curcumina foi bem-sucedida, promovendo a sua protegdo

estrutural e compatibilidade com excipientes.

5.4.4 Microscopia confocal de fluorescéncia

A Figura 23 mostra imagens de microscopia confocal de fluorescéncia da curcumina
microencapsulada, obtidas pelo processo de spray drying. A Figura 23A mostra os espectros de
fluorescéncia da curcumina microencapsulada com bandas de emissao caracteristicas na faixa de

540-650 nm, obtidas por microscopia confocal (Ali et al., 2019; Chignell et al., 1994).

(A) (B)
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Figura 23. Microscopia confocal de curcumina microencapsulada. (A) Espectros de fluorescéncia de microcapsulas
de curcumina, com o espectro vermelho se referindo a regido da superficie da capsula (maior intensidade de
fluorescéncia) e o espectro azul (menor intensidade de fluorescéncia) se referindo a regido central da cépsula. (B)
Imagem de microscopia confocal de curcumina microencapsulada de 100 um.
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Na Figura 23B, a imagem obtida por microscopia confocal mostrou a incorporagdo de
curcumina, com maior intensidade de fluorescéncia na superficie das microcapsulas. Os centros
das microcapsulas apresentaram baixa intensidade de fluorescéncia, indicando uma maior
contribuicdo de curcumina livre na camada superficial da capsula. Este resultado pode ser
correlacionado com as imagens de micrografia obtidas por MEV (Figura 19D), que mostram que
as particulas no seu interior podem ser ocas. O arranjo da curcumina incorporada a microcapsula
do biopolimero pode favorecer o comportamento durante o processo de liberacdo. Nata e
colaboradores também observaram, por meio de imagens, um forte sinal de fluorescéncia na
curcumina microencapsulada pelo método de precipitagdo de amido acetilado (Nata; Chen; Lee,

2014).

5.4.5 Perfil de liberacao da curcumina microencapsulada

A Figura 24 apresenta o perfil de liberagao das microcapsulas de curumina obtidas pelo
processo de spray drying. Analisando a curva, observamos que as microcépsulas seguem a cinética
de liberacao bifasica (apresenta uma curva com um pico inicial seguido de uma fase de liberacao
mais estavel e prolongada atingindo uma saturagdo do meio por difusdo), apresentando um aumento
repentino na liberagdao de curcumina nos primeiros 15 min (aproximadamente 80%) seguido de

uma liberagao lenta (Roshan et al., 2024).
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Figura 24. Perfil de liberag@o de curcumina do processo de spray drying. O eixo Y representa o logaritmo natural (/n)
da concentragdo (%) de curcumina liberada ao longo do tempo.

Neste caso, o comportamento de liberacdo rapida da curcumina ¢ conhecido como
“liberagdo explosiva” nesta fase. A liberacdo ocorre por meio de processos como difusdo
controlada, degradagdo do polimero encapsulante ou erosdo da matriz que envolve o ativo. Neste
trabalho, o efeito de explosdo ¢ inicialmente devido a caracteristica altamente hidrofilica do
carreador de amido (MULLER, 1991). Assim que as microcapsulas entraram em contato com a
solucdo de trabalho, o amido sofre rapido inchaco e as particulas de curcumina se difundem quase
imediatamente para fora das microcapsulas (Chow et al., 2014).

O efeito de explosdo pode ser altamente desejavel em determinadas situagdes. A liberacdo
rapida ou altas taxas iniciais de administragao podem ser desejaveis em situacdes que envolvam a

eliminagdo de larvas de vetores, uma vez que a administracdo imediata de parte da carga de
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curcumina garantiria a eliminagdo total ou parcial dos organismos existentes nos criadouros. Um
sistema de liberagdo controlada de longo prazo nao ¢ desejavel devido ao rapido desenvolvimento
do estagio aquatico do Ae. aegypti (média de 5 a 6 dias a 28 °C) (SASMITA, 2019).

A segunda fase da liberagdo bifasica envolve uma liberagdo mais lenta e sustentada (Roshan
et al., 2024), mantendo uma concentracao relativamente constante da substancia ativa no meio por
um periodo prolongado, como observado apds 16 a 150 min e, posteriormente, um momento de
estabilizacdo e saturagao com o meio. Devido a essa natureza bifasica, a cinética de liberacao nao

segue uma simples exponencial. Em vez disso, o perfil de liberagao pode ser melhor descrito por
uma equagao In(Lib) = A0 + % mostrando que a constante de liberagdo muda o tempo conforme

a fase de liberagao muda.
5.4.6 Liberacao em Condicao Estatica da Pastilha de curcumina

A cinética de liberacdo foi investigada para entender os mecanismos de liberagdo das
pastilhas de curcumina microparticulas em fung¢ao do pH. A Figura 25 mostra o perfil de liberagao
de curcumina de microparticulas até a concentragdo maxima liberada em pHs 3 (Figura 25 - linha
preta), 7 (Figura 25 - linha vermelha) e 11 (Figura 25 - linha azul). Além de afetar a degradacao
da matriz, o pH do ambiente pode influenciar o equilibrio tautomérico da curcumina. Em condi¢des
acidas, a forma ceto ¢ frequentemente favorecida, enquanto em ambientes neutros a basicos, a
forma enol se torna mais prevalente. Essas mudangas podem alterar a interagdo da curcumina com

a matriz e o sistema biologico (Kaur et al., 2018).
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Figura 25. Curvas de liberagdo para pastilha de curcumina (curcumina, D-manitol, pectina e amido) em funcao de pH

= 3 (linha preta), pH = 7 (linha vermelha) e pH = 11 (linha azul).

Para o pH 3 (Figura 25 - linha preta), as pastilhas de curcumina apresentaram um perfil de
liberacdo mais moderado, pois ndo apresentam na sua composicado uma porcentagem majoritaria
de amido. A capacidade do amido de formar géis ou espessar solugdes pode ser reduzida, pois o
acido enfraquece as ligagdes entre as cadeias de amilose e amilopectina, dificultando a formacao
de uma rede estrutural robusta e acelerando a degradacao (Wani; Uppaluri, 2024). Essa degradagao
pode gerar uma liberagdo mais rapida de curcumina no ambiente.

Todavia, a pastilha de curcumina apresenta uma alta porcentagem de pectina (35%). A
pectina possui estrutura polissacaridica e capacidade de formar géis em meio aquoso, sendo
amplamente utilizada como materiais de suporte ou de parede, além de poder ser utilizada para
retardar a liberagao (Antoniazzi; Castro; Anaissi, 2018; Wani; Uppaluri, 2024). Além disso, pode
ser sensivel ao pH. No meio 4cido, pode proteger o firmaco, a curcumina atingiu a maior
concentragdo somente apos 180 min (Figura 25 - linha preta), enquanto em pH neutro ou basico,
pode se desintegrar ou ser degradada, promovendo a liberagao do ativo um pouco mais rapida, 135

min para pH 7 (Figura 25 - linha vermelha) e 90 min para pH 11 (Figura 25 - linha azul).
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5.4.7 Analise de fotoestabilidade das pastilhas de curcumina

A Figura 26 mostra a porcentagem de degradacdo do ingrediente ativo curcumina em

fungdo da irradiacao e ao longo de 30 dias.
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Figura 26. Fotodegradacdo das pastilhas de curcumina microencapsuladas expostas a luzes fluorescentes brancas
18W, intensidade de 0,83 mW/cm?.

Para a pastilha de curcumina, o processo de fotodegradacao do ingrediente ativo curcumina
ocorre com aproximadamente 47% apds 30 dias de exposicao a luz. Esse comportamento demostra
que a formulagdo € estavel e uma liberacdo mais controlada do que outros estudos apresentaram.
Garbuio e colaboradores apresentaram uma formulag¢do de curcumina com D-manitol (50:50 p/p)
que ap6s 24 h apresentou uma fotodegradacdo de pouco mais de 49% quando exposta a luz
fluorescente branca (18 W, intensidade de 0,83 mW/cm?) (Garbuio et al., 2022). Mezzacappo e

colaboradores mostraram que em uma formulagcdo de 99% de D-manitol e 1% de curcumina, a
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fotodegradacio sob luz fluorescente branca (18 W, 0,5 mW/cm?) apds 48 h foi de 67% e atingiu
100% ap6s 14 dias (Mezzacappo et al., 2021).

5.5 Conclusoes parciais

A formulagdo obtida por spray drying, utilizando D-manitol e amido como agentes
encapsulantes e com a adigdo de pectina mostraram resultados que melhoraram significativamente
a solubilidade, a estabilidade e o perfil de liberagdo controlada da curcumina. Além disso, os
resultados também enfatizam a importancia de preservar a integridade da curcumina durante a
formulagdo, visto que essa caracteristica estrutural fundamenta suas propriedades fisico-quimicas
e desempenho fotodindmico para um possivel composto como um agente fotoinseticida eficaz para

o controle de Ae. aegypti.
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6 CAPITULO - Efeito da inativacio fotodinimica em laboratério do fotolarvicida
curcumina em larvas do vetor Aedes aegypti.

Uma versao adaptada deste capitulo foi publicada em:

GARBUIO, Matheus et al. Curcumin Microcapsule Formulations for Prolong Persistence in the
Photodynamic Inactivation of Aedes aegypti Larvae. Pharmaceutics, v. 17, n. 4, p. 496, 2025.

Doi: https://doi.org/10.3390/pharmaceutics17040496


https://doi.org/10.3390/pharmaceutics17040496
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6.1 Introducio

As estratégias que sao utilizadas para o controle convencional DTVs, sdo a eliminacao de
criadouros, uso de inseticidas, controle biologico, vacinagdo e engajamento e educacdo da
comunidade (Dias et al., 2022a; Wilson et al., 2020). No entanto, os esforcos t€m sido prejudicados
pelo desenvolvimento de resisténcia em mosquitos e larvas, bem como pelo impacto ambiental
causado por inseticidas que afetam espécies ndo-alvo. Nesse sentido, utilizamos a IFD como
ferramenta eficaz caracterizada pela acdo combinada entre um FS, oxigénio molecular (O2) e uma
fonte de luz para produzir EROs apods a reacdo de oxidacdo de biomoléculas-alvo presentes em
protozoarios, virus, bactérias, fungos e larvas (Dias et al., 2022b, 2023; Jao; Ding; Chen, 2023)
(Secao 2.2). Entre os relatos de FSs para fotoinativagcdo larval (Lima et al., 2022b), alguns
exemplos incluem riboflavina (Lima et al., 2022a), azul de metileno, rosa de Bengala (Meier;
Hillyer, 2024) e curcumina (Dias et al., 2020b; Garbuio et al., 2022; Lima et al., 2022c).

A curcumina ¢ um composto polifendlico conhecido por sua estrutura complexa, capaz de
existir em diferentes formas tautoméricas, predominantemente as formas ceto e enol. Essas
variagoes estruturais influenciam seu comportamento fisico-quimico, incluindo solubilidade,
estabilidade e atividade bioldgica em ambientes aquosos (Perera et al., 2021). Destacando o FS, a
curcumina de origem natural foi aplicada, mostrando-se uma molécula fotoativa promissora contra
larvas de Ae. aegypti. Em seguida, visando aprimorar seu desempenho, o FS foi formulado com
sacarose (De Souza et al., 2020) e D-manitol (Garbuio et al., 2022;De Souza et al., 2020) a fim de
aumentar a concentracdo e a solubilidade em &gua para aplicagdo ambiental. No entanto, sua
estabilidade, eficiéncia e perfil de dissolugdo em meio aquoso devem ser aprimorados.

O controle do mosquito 4e. aegypti ¢ uma prioridade de satide publica por ser vetor de
diversas arboviroses. No entanto, os métodos usados enfrentam algumas limitagdes, como a
resisténcia crescente dos mosquitos aos inseticidas e os impactos ambientais adversos. Nesse
contexto, a busca por métodos novos de manejos e produtos inovadores torna-se essencial. Uma

dessas abordagens emergentes ¢ a IFD, que vem ganhando aten¢do pela sua eficacia e seguranca.

6.2 Objetivos

6.2.1 Objetivo Geral
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Avaliar a eficicia da curcumina microencapsulada e das pastilhas de curcumina em larvas

de Ae. aegypti através de IFD em laboratorio.

6.2.2 Objetivos especificos

Determinar as concentragdoes letais 50% (CLso24n) da formulagdo de curcumina

microencapsulada através da eficacia de IFD em larvas de. aegypti da linhagem Rockfeller;

Analisar a persisténcia da curcumina microencapsulada em ensaios de IFD em laboratoriais

em larvas de Ae. aegypti;

Avaliar a eficacia da curcumina microencapsulada em larvas de Ae. aegypti através de

reaplicagdes de 3 em 3 dias nos recipientes de larva;

Avaliar a eficacia da curcumina microencapsulada em larvas de Ae. aegypti através de

reaplicagdes de 15 em 15 dias nos recipientes de larva;

Avaliar os parametros da solugdo dos recipientes dos da IFD em laboratorio, através do
monitoramento da proliferagdo de microrganismos, intensidade de luz e so6lidos totais dissolvidos

na agua;

Determinar a eficdcia da reaplicagdo em condicdo de laboratorio de curcumina
microencapsulada de 3 em 3 dias através de diluigdes (1 e 2) da formulagdo nos recipientes das

larvas, respectivamente

6.3 Materiais e Métodos

6.3.1 Produtos quimicos

A curcumina foi obtida da empresa da PDT Pharma Industria e com de Prod. Farmacéuticos
Ltda-EPP. Os reagentes para o processo de microencapsulacdo e formulacdo sdo amido soltavel

P.A, sacarose P.A e a pectina citrica foram comprados da Exodo Cientifica (Sumaré, SP, BR) e o
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D-manitol da Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). E a curcumina
microencapsulada e as pastilhas de curcumina foram formuladas através do processo descritos na

Secao 5.3.2.

6.3.2 Manutencio das larvas

Os estudos biologicos foram conduzidos no Laboratério de Biofotonica Ambiental do
Grupo de Optica, Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo (IFSC-USP). As
larvas da cepa Rockefeller, foram utilizadas em todos os ensaios fotodindmicos e controles.

As fitas com os ovos, foram colocadas em bandejas plasticas contendo 2 L de agua
declorada, em sala climatizada a 30 °C com fotoperiodo de 12:12 h claro:escuro e umidade de
60+5%.

Apds a eclosdo, as larvas foram alimentadas com ragdo AlconBASIC® MEP 200 Complex
(Alcon, Santa Catarina, Brasil) até atingirem o 3° estagio (L3) de desenvolvimento, para a

realizacdo dos ensaios de IFD.
6.3.3 Analise de IFD: eficacia larvicida
Os ensaios de eficicia foram realizados de acordo com (WHO, 2005), com adaptacdes.

Foram utilizados recipientes plasticos, com volume de 20 mL de 4gua declorada com 20-25 larvas,

em triplicata (Figura 27).
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Figura 27. Representacdo dos ensaios de eficicia - recipientes com agua destilada e lampadas fluorescentes de 18W,
irradiancia de 0,83 mW/cm?, dose de luz: 35,85 J/em?.

As concentrag¢des de curcumina das formulagdes variaram entre 0; 0,01; 0,04; 0,07; 0,15;
0,31; 0,62; 1,25 e 2,5 mg/L. Os grupos controles foram: controle luz (somente agua) e controle
escuro. Além disso, para a curcumina livre, as concentragdes foram: 0,97, 1,95, 3,9, 7,81, 15,6,
31,25, 62,5 e 125 mg/L. Para os ensaios, foram utilizadas ldampadas brancas fluorescentes de 18W,
irradiancia de 0,83 mW/cm?, com fotoperiodo de (12:12h) (claro:escuro), dose de luz: 35,85 J/cm?
e temperatura de 25+2 °C. Ap0s o periodo de 24 h, a mortalidade larval foi registrada e os valores
da concentragdo letal 50% (CLso) e concentragao letal 90 % (CLogo) foram calculados no Origin

2020.

6.3.4 Analises laboratoriais de IFD persisténcia e reaplicacio da curcumina

microencapsulada

O ensaio de persisténcia em laboratorio foi realizado em recipientes de 1L de dgua em
triplicata, contendo 30 larvas de Ae. aegypti e a uma pastilha de curcumina microencapsulada
(concentragao de curcumina foi de 20 mg) e apos 24 h a mortalidade larval foi registrada. Neste
ensaio, foram utilizadas lampadas brancas fluorescentes de 18W, irradiancia de 0,83 mW/cm?, com

fotoperiodo de (12:12h) (claro: escuro).
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Os ensaios de persisténcia foram conduzidos substituido as larvas mortas a cada 24 h, novas
larvas do mesmo estagio foram adicionadas e isso se repetia até a curcumina ndo apresentar mais
efeito residual.

A reaplicacdo da curcumina microencapsulada foi realizada mantendo o mesmo n de larvas
e volume foi utilizado um quarto da pastilha de curcumina microencapsulada (concentragdo de 5
mg de curcumina) e dois grupos com tempos diferentes de reaplicagdo: no primeiro, a reaplicacdo
do FS foi realizada a cada 3 dias e o segundo grupo a cada 15 dias. A cada 24 h foi registada a

mortalidade das larvas e realizado novo processo de troca de larvas.

6.3.5 Monitoramento de parametros da solucdo dos recipientes em ensaios de IFD

laboratorio

Para a avaliagdo da agua dos recipientes utilizados para os experimentos da Se¢ao 6.3.4,
foram utilizados como parametros: proliferagdo de microrganismos, intensidade de luz e solidos
totais dissolvidos na agua.

Nos ensaios de reaplicacdo de 3 em 3 dias foi realizada espectroscopia de absor¢cdo UV-Vis

das amostras ao longo dos dias.

6.3.5.1 Avaliacao da proliferacio microbiana nos recipientes

Visto que a formulagao final de curcumina apresenta e excipientes como amido, D-manitol
e pectina, que podem ser atrativos para microbiota presente na agua dos recipientes dos
experimentos laboratoriais, foram realizados ensaios em laboratorio para avaliar a proliferacao de
microrganismos no inicio e no final do experimento (0% de mortalidade larval).

Aliquotas de 100 uL das amostras de d4gua foram retiradas de cada recipiente e adicionadas
em microtubos de pléastico contendo 900 pL de solu¢do salina tamponada (PBS) para
homogeneizacao. Em seguida, dilui¢des seriadas foram realizadas e o plaqueamento feito em
placas de Petri contendo meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI). As placas foram divididas
em seis partes iguais, sendo que cada parte recebeu 17 pL de cada diluicdo, plaqueadas pelo método

de espalhamento. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 h para posterior
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contagem das unidades formadoras de colonia (UFC). Os resultados obtidos foram expressos em

log UFC/mL.

6.3.5.2 Determinac¢io da intensidade de luz dos recipientes

A medidas de intensidade de luz que incide nos recipientes foram realizadas a em 3
diferentes alturas (partindo do apoio onde os recipientes foram colocados): 0, 2 € 4 cm. Os dados

foram coletados a partir de uma fibra optica e do software Ocean View.

6.3.5.3 Analise de solidos totais dissolvidos

As analises de solidos totais dissolvidos foram realizas com um medidor de condutividade
de bolso da marca AKS50. Esse parametro foi monitorado ao longo de todos os dias dos

experimentos de persisténcia e reaplicacdo da pastilha de curcumina.

6.3.5.4 Diluicoes das amostras

A Figura 28, ilustra como foi realizado o processo de dilui¢do ao final do ensaio de
reaplicagdo (0% de mortalidade), a cada 3 dias, da formulacdo de curcumina microencapsulada.
Primeiramente a solugdo do recipiente foi dividida em outros 2 recipientes de 1 L e foram
adicionados 500 mL de adgua declorada (1 diluicdao) a cada um, seguindo igualmente os testes da
Sec¢ao 6.3.4. Em um segundo momento quando a dilui¢do 1 também perdeu seu efeito residual, foi
realizada mais uma diluicdo (2 dilui¢des), onde em outro recipiente de 1 L, foram adicionados 500
mL da solugdo restante do teste e 500 mL de 4gua declorada, realizando a troca das larvas mortas

a cada 24 h.
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Figura 28. Representagéo das dilui¢des apos o final do ensaio de reaplicag@o de 3 em 3 dias. Dilui¢do 1 apresenta 500
mL da solugdo final do ensaio de reaplicacdo a cada 3 dias e 500 mL de 4gua declorada. Diluigo 2 apresenta 500 mL
da solugdo final da dilui¢do da dilui¢do 1 e 500 mL de 4dgua declorada.

6.3.5.5 Analise da estabilidade residual via espectroscopia de absor¢ao no ultravioleta

visivel

O monitoramento das solugdes diarias do teste de reaplicacdo a cada 3 dias (1, 2, 3 ¢ 4),
foram analisadas utilizando um espectrofotometro UV-vis Varian Cary® (Varian Medical
Systems, EUA), do Laboratério de Biofotonica do IFSC. As medidas de absor¢ao foram realizadas
no intervalo de comprimento de onda de 200 a 800 nm, usando cubeta quartzo de quatro faces
polidas de 10 mm de caminho 6ptico. E para os célculos de concentragdo das amostras utilizou a

equacdo da reta obtida da curva de calibra¢dao da curcumina.

6.3.6 Microscopia de fluorescéncia de varredura a laser confocal de larvas de Ae. aegypti
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As larvas do terceiro estagio (L3) foram expostas as formula¢des de curcumina por 20 min
e, em seguida, lavadas com dgua destilada e colocadas em laminas para analise em triplicata (Lima
etal., 2022c). A distribuicao da pastilha de curcumina no trato digestorio das larvas de Ae. aegypti
foram determinada utilizando microscopia de fluorescéncia confocal invertida (Zeiss LSM780,
Jena, Alemanha), equipada com um laser Chameleon (Ti, Coherent, Santa Clara, CA, EUA) com
fonte de excitacdo de dois fotons (2F) a 800 nm e uma lente objetiva Plan-Apochromat (20x). As
imagens foram obtidas no modo canal, considerando as regides espectrais de autofluorescéncia
larval e emissao de curcumina separadamente. Portanto, as imagens das formulagdes de curcumina
em larvas foram obtidas configurando as regides de fluorescéncia para 420—700 nm (canal 1) e
500-700 nm (canal 2). Cada pixel da imagem contém a intensidade de fluorescéncia das duas
regides espectrais separadamente. As imagens foram coletadas usando filtros dpticos apropriados

para excluir a luz laser.

6.3.7 Analises estatisticas

Os valores das concentragdes letais (CLso00) foram obtidos por regressdo ndo linear,

utilizando dose-resposta, calculada através do software Origin 2020.

6.4 Resultados e Discussoes

6.4.1 Analise IFD: Eficacia larvicida laboratorial

Os resultados da mortalidade larval do Ae. aegypti ap6s 24 h de exposicao e os valores de

concentracao letal (CLso-24n) sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Atividade fotolarvicida de curcumina, microcapsula de curcumina e da pastilha de curcumina em larvas de
Ae. aegypti ap6s 24 h.

Formulacdes CLs0-24n Limite de confianca de 95% R?
(mg/L) CLso(inferior-superior)
Curcumina 23,02 (17,100-32,180) 0,99

Microcépsula
de curcumina
Pastilha de
curcumina

0,40 (0,283-0,604) 0,99

0,27 (0,068-0,335) 0,99
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O valor de CLso-24n para microcéapsulas foi de 0,40 mg/L, enquanto para curcumina livre foi
de 23,02 mg/L. Esses resultados mostraram um forte potencial larvicida para microcapsulas de
curcumina, sendo aproximadamente 57 vezes mais eficaz do que a curcumina livre. Esse resultado
pode indicar que a técnica de microencapsulacdo de curcumina melhorou sua aplicagdao devido a
sua baixa solubilidade e estabilidade. O encapsulamento provavelmente preservou a configuracao
isomérica ativa da curcumina, prevenindo a degradacao e melhorando seu desempenho ambiental
(Angelini; Pasc; Gasbarri, 2020; Kazakova; Lipkovska; Barvinchenko, 2022). Como no estudo
Guo, que usou dois métodos de encapsulamento, e ambos exibiram estabilidade melhorada contra
calor e acidez (Guo et al., 2020).

Além disso, com a pastilha de curcumina observamos valores de CLs ainda melhores. Para

os ensaios de laboratorio, a CLso foi de 0,27 e a CLoo de 1,6 mg/L (Tabela 4).

Tabela 4. Concentragdes letais (CL50 e 90) de curcumina em larvas de Aedes aegypti expostas por 24 h em laboratério.

CLs0-24n (mg/L) CLo0-24n (mg/L)
(LIC-LSC) (LIC-LSC)
Laboratorio 0,27 1,6
(0,068-0,335) (0,917-2,45)

CL, concentragdo letal; LIC, limite inferior de confianga de 95%; LSC, limite superior de confianga de 95%.

Esses resultados indicam que a microencapsulagdo nao apenas aumenta a solubilidade da
curcumina, mas também melhora sua biodisponibilidade dentro das larvas, aumentando a eficacia
fotodinamica além de demostrar que a combinacao dos excipientes para as pastilhas de curcumina

tornaram ainda melhor.

6.4.2 Avaliacao da persisténcia em laboratorio

Os resultados da atividade residual laboratorial da pastilha de curcumina microencapsulada
sdo mostrados na Figura 29. A pastilha de curcumina resultou em 100% de mortalidade larval em
até 10 dias de exposi¢do a irradiagdo. Posteriormente, houve uma queda de 50% em 15 dias e seu

efeito residual cessou em 27 dias.
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Figura 29. Atividade residual da pastilha de curcumina por tempo em dias em Ae. aegypti sob condi¢des de laboratério.

A pastilha de curcumina apresentou 100% de mortalidade das larvas em 10 dias e efeito
residual de 27 dias. Comparada a fragdo cardanol (derivada da casca da castanha de caju), uma
molécula bastante promissora para eliminagdo de larvas, a formulagdo foi aproximadamente 7
vezes mais persistente. O cardanol apresenta um tempo médio de atividade residual de 3,7 dias (De
Carvalho et al., 2019).

Ao analisar a literatura atual, ha um estudo da atividade residual da curcumina sobre larvas
de Ae. aegypti, com misturas fisicas de curcumina e D-manitol, mostrando atividade residual de 5
dias, indicando que a formulacdo de curcumina microencapsulada teve maior com seu efeito
residual potencializado (Mezzacappo et al., 2021). A microencapsulagdo do ingrediente ativo
fotossensibilizante curcumina em agentes carreadores D-manitol e amido melhorou sua

estabilidade, principalmente a pectina, garantindo maior tempo de eficacia fotolarvicida.

6.4.3 Ensaios de reaplicacdo da curcumina microencapsulada
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Os resultados dos ensaios de reaplicacao foram iniciados com concentragdao de 5 mg/L de
curcumina e em seguida duas reaplicagoes (3 e 15 dias) de 5 mg/L. A Figura 30 apresenta os dados
de mortalidade das larvas de Ae. aegypti no 3° estagio (L3) de desenvolvimento, com reaplicagdes
de curcumina microencapsulada a cada 3 dias. O grupo controle apresentou sobrevivéncia de 100%

das larvas em fungao dos dias, respeitando o periodo de troca larval, no recipiente.
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Figura 30. Atividade da microcapsula de curcumina com intervalos de aplicacdo a cada 3 dias em larvas de de. aegypti.
Quadrado representa o grupo controle e circulo representa o grupo submetidos a um quarto de pastilha de microcapsula
de curcumina.

A taxa de mortalidade de larval (Figura 30) foi de 100% nos primeiros 15 dias para a
reaplicacdo da curcumina microencapsulada com intervalos a cada 3 dias. Apos esse periodo,
apresentou uma reducdo na taxa de morte das larvas ao longo dos dias. Entretanto mesmo
realizando a reposi¢do no tempo determinado, ndo teve aumento na eficacia, reduzindo para 30%
a taxa de mortalidade das larvas com 20 dias de reaplicagdo. Em 30 dias nao foi observado mais

mortalidade larval mesmo com adi¢do da curcumina microencapsulada. A hipotese ¢ de que a
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reducdo da mortalidade possa ter sido influenciada pelo aumento de material organico nos
recipientes, isso faz com que a intensidade de luz ndo penetre no meio atingido as larvas.
Os resultados da eficacia do processo IFD na mortalidade das larvas de Ae. aegypti no 3°

estagio para a reaplicagdo de curcumina microencapsulada a cada 15 dias, sao mostrados na Figura

31.
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Figura 31. Atividade da microcapsula de curcumina com intervalos de aplicagdo a cada 15 dias em larvas de Ae.

aegypti. Losango representa o grupo controle e triangulo representa o grupo submetidos a um quarto de pastilha de
microcapsula de curcumina.

Na Figura 31, observou-se que houve mortalidade de 100% das larvas até 15 dias. Apos a
segunda reaplicagdo a cada 15 dias (dia 30) tivemos um aumento na mortalidade das larvas de 29%
para 55,5% indicando o aumento da concentragdo de curcumina e consequentemente maior
mortalidade larval. Esse efeito se mantém nas proximas aplicagdes como no dia 45 em que ¢

observada mortalidade de aproximadamente 14% e no dia 46 em que essa mortalidade larval
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aumenta para 50%. Na reaplicacdo do dia 60 teve um aumento na mortalidade larval de 6,6% para
27,8%. O ensaio se encerra com 70 dias (mortalidade larval de 0%). O grupo controle nao
apresentou mortalidade larval.

Ao comparar o efeito residual da fotolarvicida da curcumina microencapsulada com uma
formulacdo a de base porfirina meso-substituida meso-tri (N-metilpiridil), meso-mono (N-
tetradecil piridil) porfirina (C14) como larvicida fotoativavel contra larvas do vetor de. aegypti, o
tempo do efeito residual da curcumina microencapsulada foi de 15 dias enquanto que o da porfirina
C14 foi de 14 dias (Lucantoni et al., 2011).

Os métodos tradicionais de controle vetorial apresentam uma margem de reaplicacio
relativamente alta (em torno de 60 dias) (Karunaratne; Surendran, 2022). Geralmente s3o colocadas
concentragdes muito maiores do que o necessario para durar esse tempo. Além de apresentarem
varias limitagdes e como por exemplo, a resisténcia do vetor (Karunaratne; Surendran, 2022).
Inseticidas bioldgicos a base de Bacillus thuringiensis (Bt) ja foram alternativas em estratégias
integradas de controle vetorial com sucesso variavel (Paris; David; Despres, 2011).

Os reguladores de crescimento de insetos (IGRs) sdo um grupo de produtos quimicos que
tém sido utilizados como uma alternativa eficaz para o controle de insetos vetores em todo o
mundo. Porém, todos esses modelos de aplicagdo ndo exibem uma boa margem de seguranca para

a maioria da biota ndo-alvo e o ambiente (Karunaratne; Surendran, 2022).

6.4.4 Monitoramento de parametros da solu¢io dos recipientes em ensaios de IFD

laboratorio

Os resultados da analise de proliferagdo microbiana nos recipientes onde € realizado a IFD,
contendo a 4gua, larvas e a curcumina microencapsulada sdo mostrados na Figura 32, com grupo
controle, persisténcia (per), reaplicacdo de 3 dias (reap 3) e reaplicagdo 15 dias (reap 15) em

experimentos de laboratorio.
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Figura 32. Avaliagdo da carga microbioldgica da dgua dos experimentos de laboratdrio. C) grupo controle, Per) grupo
persisténcia, Reap 15) grupo de reaplicac@o a cada 15 dias, Reap 3) grupo de reaplicagdo de a cada 3 dias.

Os resultados mostram crescimento de aproximadamente de 3 log entre os grupos do
primeiro e do ultimo dia. Apenas no grupo controle, o aumento foi de cerca de 1 log. O crescimento
microbiano dos demais grupos pode ser justificado pela presenca de D-manitol e amido na 4gua,
uma vez que sao compostos que apresentam fonte de carbono, e os microrganismos utilizam como
nutrientes em seu metabolismo. A microbiota pode consumir os componentes, a tendéncia ¢é
reestabelecer o ambiente original (Garbuio et al., 2022).

A determinagdo da intensidade de luz que penetra no recipiente a medida que foi realizado
o processo de IFD para a persisténcia e reaplicacdo ¢ fundamental. Na Figura 33 ¢ mostrado o
recipiente para a agdo fotodinamica de persisténcia e reaplica¢do de curcumina microencapsulada

em laboratorio.
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Figura 33. Recipiente de 1L dos testes de laboratdrio e os valores obtidos pela fibra optica. 0,73 mW/cm?: 0 cm, 0,84
mW/cm?: 2 cm e 0,92 mW/cm?: 4 cm.

Os resultados da medida de intensidade da luz branca foram de 0,73 mW/cm? para a altura
0 cm, ou seja, a base do recipiente. Na altura de 2 cm foi de 0,84 mW/cm? e na altura 4 cm de 0,92

mW/cm? respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5. Valores da intensidade de luz mediante a altura dos recipientes de 1 L dos ensaios laboratoriais de
persisténcia e reaplicagdo a cada 3 dias e a cada 15 dias.

Altura do recipiente Intensidade da luz
(cm) (mW/cm?)
0 0,73
2 0,84
4 0,92

Essa atenuagdo também pode interferir na mortalidade das larvas, porque, quanto menor a
altura do recipiente, menor a intensidade de luz que chega até as larvas. Além disso, ao longo dos
dias foram adicionados mais concentragdes do ativo (FS) na dgua, aumentando a concentragdo e
provavelmente dificultando a passam de raios luminosos.

A luz de baixo d'dgua pode ser atenuada por dois processos: absor¢ao e dispersao. De acordo
com Kirk (KIRK, 1994), a absor¢dao remove completamente a luz, enquanto a dispersao altera a
direcdo de propagac¢do dos raios luminosos. A dispersdo ndo remove diretamente a luz da agua,
mas aumenta a probabilidade de que ela seja absorvida, ao aumentar o comprimento do caminho
ou a distancia que a luz precisa percorrer. Absorcao e dispersao interagem de maneira complexa e

ndo linear para determinar a atenuacdo da luz subaquatica.
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Os resultados da concentragdo de solidos totais dissolvidos presentes em fun¢do dos dias

dos ensaios de persisténcia em laboratorio, reaplicacdo a cada 3 dias e reaplicagdo a cada 15 dias,

sao apresentados na Figura 34.
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Figura 34. Disponibilidade dos sélidos totais nos recipientes experimentos de laboratério com pastilhas de
curcumina microencapsulada. A) Persisténcia, B) Reaplicacdo a cada 3 dias e C) Reaplicag@o a cada 15 dias.

Na Figura 34A, referente aos ensaios de persisténcia, os sélidos totais iniciaram com um

valor de 38 ppm e apds 27 dias o valor aumenta para 60 ppm. Com relacdo aos ensaios de

reaplicagdo das formulagdes de curcumina a cada 3 dias, o valor inicia com 34 ppm e apos 30 dias

81 ppm de so6lidos totais dissolvidos (Figura 34B). E por fim para o ensaio de reaplica¢ao de 15

dias, Figura 34C, no inicio o valor foi de 30 ppm e ap6s 70 dias chegou a 77 ppm de sélidos totais

dissolvidos. Os sodlidos dissolvidos nas solucdes dos experimentos laboratoriais, podem interferir

na intensidade e na entrega de luz nos recipientes gerando absor¢do e espalhamento (V.-Balogh;

Németh; Voros, 2009).
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Existem diferencas nas concentracdes de substincias opticamente ativas e suas
contribui¢cdes relativas para a atenuacdo da luz em d4guas diferentes. Segundo Philips e
colaboradores (Phlips et al., 1995), matéria organica dissolvida, sélidos suspensos nao-algais e
algais provenientes de fluxos de rios e sedimentos, sedimentos resuspensos sao fatores importantes
na atenuag¢do da luz, podendo causar limitagdo e barreiras para a luz.

Apo6s os testes de reaplicacdo de 3 em 3 dias ndo apresentarem mais eficacia (0% de
mortalidade) foi realizada a continuagao do experimento utilizando as dilui¢des 1 e 2 para entender

o comportamento da curcumina.

6.4.5 Processo de diluicoes da formulagio da curcumina microencapsulada nos recipientes

ApoOs observar a perda da eficacia nos testes de reaplicagcdo a cada 3 dias, evidenciada pela
auséncia de mortalidade larval (0%), foram realizados novos testes de diluigdes das amostras
presentes nos recipientes. O objetivo foi investigar as possiveis causas da perda de atividade
fotolarvicida, considerando a degradagdo do principio ativo quanto a possivel interferéncia da
concentracdo elevada e do acimulo de solidos totais, que poderiam estar dificultado a penetracao
de luz. Para isso, foram preparadas duas diluicdes sucessivas (diluicdo 1 e 2) das amostras
remanescentes nos recipientes.

Na Figura 35 sdo mostrados os dados de mortalidade das larvas Ae. aegypti, no 3° estagio
(L3) para as diluicdes 1 e 2 da reaplicagdo de curcumina microencapsulada com intervalos de 3

dias.
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Figura 35. Atividade da curcumina em larvas de Ae. aegypti por reaplicagdo a cada 3 dias. A) 1 dilui¢do e B) 2 diluigao.
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Na Figura 35A, apo6s a primeira diluicdo (linha preta) a formulagdo de curcumina
microencapsulada ainda estava ativa e apresentou mortalidade larval. Efeito fotolarvicida de 100%
de mortalidade por mais 10 dias. Em 15 dias a taxa de mortalidade foi de um pouco mais de 50%
e apresenta um efeito residual de mais 30 dias.

E na Figura 35B com a 2 dilui¢do (linha azul) a mortalidade ja inicia em 80%, com 5 dias
chega a 40% de mortalidade larval e se mantem por 10 dias (efeito residual). Apos as duas
diluicdes, a curcumina microencapsulada voltou a eliminar larvas de Ae. aegypti. Esse efeito pode
estar relacionado com a disponibilidade e solubilidade controlada da formulacao, pois apds a
mistura das diluigdes voltou a apresentar mortalidade das larvas.

A concentracdo de curcumina microencapsulada nos recipientes foi determinada a partir da
absorc¢ao das amostras dos ensaios de reaplicacdo de 3 em 3 dias ao longo dos dias (30 dias) e apds
o processo da primeira diluigdo com mais 30 dias. E esse mesmo procedimento foi realizado para
a segunda dilui¢do. As concentragdes da curcumina foram determinadas a partir da equagdo: y =
0,1278x + 0,0149. Na Figura 36 sdo mostradas as concentracdes de curcumina contida nos

recipientes aplicacdo com intervalos de 3 em 3 dias e para as dilui¢des laboratoriais.
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Figura 36. Concentragdo de curcumina dos recipientes dos testes de reaplicagdo a cada 3 dias ao longo dos dias. As

linhas vermelhas indicam a mudanga do fim do primeiro teste para a 1 dilui¢ao e a do final da 1 dilui¢do e inicio da 2
diluigdo.

Os resultados mostram que provavelmente ocorre atenuagao da luz através dos solidos
totais dissolvidos. Em 30 dias ndo apresentaram mais mortalidade larval nos recipientes, porém a
concentracdo de curcumina nao havia zerado Figura 36. No processo da primeira diluigdo, s
concentracdo de curcumina aumentou consideravelmente e volta fotoinativar as larvas. E na
segunda dilui¢ao ap6s 10 dias a concentragdao chega ao ponto 0 indicando nao ter mais curcumina
e ndo apresenta mais mortalidade das larvas.

Ao longo do experimento dois efeitos ndo podem ser ignorados, a fotodegradacdo da
curcumina e a disponibilidade controlada e solubilidade da formulacdo concomitantemente. Esses
efeitos da curcumina j& foram observados anteriormente. Segundo Mezzacappo e seus
colaboradores (MEZZACAPPO et al., 2021), a fotodegradacao da curcumina ocorre devido varios

processos (fotofisicos e fotoquimicos) na presenga de O, tornando inevitavel a formacgao de EROs
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e 0 '0,. Essas moléculas geram reagdes oxidativas na estrutura molecular da curcumina, podendo
promover produtos de degradacdo. Além disso, utilizaram D-manitol para uma maior solubilidade
da curcumina e bons resultados de eficécia contra as larvas Ae. aegypti. O presente trabalho utiliza
amido, D-manitol e pectina, apresentando um melhor controle na biodisponibilidade e estabilidade

da curcumina perante a dgua.
6.4.6 Microscopia Confocal Larvas Ae. aegypti

A microscopia confocal foi utilizada para avaliar a penetracdo e a biodistribuicdo da
formulagdo da pastilha de curcumina microencapsulada no corpo larval. Nos testes de persisténcia
em laboratério, a formulagdo demonstrou maior duragdo ao longo dos dias, destacando-se em
relagdo a outros estudos (Garbuio et al., 2022; Mezzacappo et al., 2021). Além disso, a pastilha
apresentou CLso significativamente menor quando comparada a literatura, indicando maior
eficiéncia na mortalidade. A Figura 37 mostra imagens de varredura de ladrilhos de larvas no 3°
estagio (L3) de desenvolvimento de Ae. aegypti (A) grupo controle, (B) grupo pastilha de

curcumina.

N

Figura 37. Imagens de microscopia confocal de larvas de Ae. aegypti com 20 min de exposicdo a formulacdo da
pastilha de curcumina: (A) controle (B) pastilha de curcumina microencapsulada. Barra de escala = 500 um.
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A Figura 37A mostra larvas de Ae. aegypti controle, ndo expostas as formulagdes de
curcumina. A Figura 37B mostra larvas de Ae. aegypti ap6s 20 min de exposicao a formulagdo da
pastilha de curcumina com tecidos larvais. A técnica permite a visualizagao das estruturas internas
e externas das larvas em alta resolugdo. A distribui¢ao da curcumina nas larvas expostas ¢ uniforme
em toda a regido toracica e segmentos abdominais. Este padrdo de rapida incorporagdo e ampla
distribuicdo de curcumina nas larvas de Ae. aegypti é consistente com dados da literatura (De Souza
et al., 2019; Lima et al., 2018, 2022; Wang et al., 1997). Além disso, a Figura 37B traz uma
imagem de microscopia confocal acompanhada dos perfis espectrais de emissdao da curcumina,
demonstrando sua biodisponibilidade no sistema digestivo das larvas, o que pode esclarecer
mecanismos de absor¢do e metabolismo, ja que a fluorescéncia indica a presenca do composto em
locais especificos.

A Figura 38 representa a regido do trato digestivo da larva de Ae. aegypti exposta por 20
min as formulagdes da pastilha de curcumina (Figura 38A) e seus espectros de emissao nas regioes

destacadas na Figura 38B.
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Figura 38. Imagens de microscopia confocal de larvas de Ae. aegypti (A) trato digestivo da larva exposta por 20 min a

formulagao da pastilha de curcumina e (B) espectro de emissao de curcumina.

Os resultados mostram que os espectros de fluorescéncia sao intensos e uniformes em todo
o trato larval (regides 1, 2 e 3), indicando maior distribui¢do e interacdo da curcumina com o0s

tecidos. Essa maior biodisponibilidade da curcumina pode ter levado a maiores danos as células do
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trato larval com o uso da formulagdo das pastilhas de curcumina. Portanto, esse efeito pode estar
relacionado aos resultados dos ensaios de IFD.

Estudos com espectroscopia Raman corroboram com o comportamento encontrado nesse
estudo, mostrando que a uma formulagdo de curcumina com D-manitol promoveu alteragdes
moleculares mais intensas no epitélio intestinal das larvas. A formulacdo ainda, pode ter facilitado
a penetracdo da curcumina e permitiu que ela atingisse regides mais profundas do tecido (De Souza

etal., 2020).

6.5 Conclusées parciais

A formulagdo de curcumina microencapsulada apresentou a maior efeito larvicida, com
redugdo de 57 vezes na CLso em comparagao a curcumina livre, € manteve seu efeito residual por
até 27 dias, destacando seu potencial para o controle prolongado de vetores. A andlise por
microscopia confocal revelou ainda a absorcao e a biodisponibilidade eficientes da curcumina em
tecidos larvais, reforcando seu mecanismo de acdo na IFD. Esses resultados sugerem que
formulacdes fotoinseticidas a base de curcumina podem servir como uma alternativa sustentavel e
ecologicamente correta aos inseticidas convencionais, mitigando problemas relacionados a
resisténcia quimica e a toxicidade ambiental. Estudos futuros devem explorar aplicagdes em larga
escala, ensaios de campo e otimizagdo adicional das formula¢des para aumentar a estabilidade e a

viabilidade economica em condicdes reais.
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7 CAPITULO - Ensaios de inativacio fotodinamica do fotolarvicida curcumina em larvas
do vetor Aedes aegypti em ambientes relevantes: campo simulado e organismos niao-alvo.
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7.1 Introducio

O controle do mosquito Ae. aegypti € uma prioridade de saude publica por ser vetor de
diversas arboviroses. Tradicionalmente, os métodos de controle tém se concentrado em eliminagao
de criadouros, o uso de inseticidas quimicos, com a aplicacdo de larvicidas e adulticidas. No
entanto, esses métodos enfrentam limitagdes, como a resisténcia crescente dos mosquitos aos
inseticidas e os impactos ambientais adversos. Nesse contexto, a busca por métodos novos de
manejos € produtos inovadores torna-se essencial. Uma dessas abordagens emergentes ¢ a IFD,
que vem ganhando ateng¢do pela sua eficicia e seguranca.

A OMS enfatiza a importancia de uma abordagem rigorosa para a transicdo de novos
métodos de controle de vetores dos estudos laboratoriais para a aplicagdo em campo. Esse processo
envolve trés etapas: A primeira etapa 1: Experimenta¢ao Laboratorial (prova de principio). No
ambiente controlado do laboratorio, a IFD foi avaliada quanto a sua eficacia, seguranca e modo de
acdo. Nessa fase, sdo determinadas as doses ideais do FS. Além da intensidade da luz necessaria
para atingir a mortalidade desejada dos mosquitos.

Na segunda etapa 2: Ensaios em Semi-campo. Apo0s os testes laboratoriais bem-sucedidos,
a técnica deve ser avaliada em condigdes semi-campo, que simulam mais fielmente o ambiente
natural, mas ainda permitem um controle experimental rigoroso. Nesses ensaios, ¢ possivel
observar a eficacia do método em condi¢cdes quase reais, identificando possiveis desafios e
ajustando os protocolos conforme necessario.

Na terceira etapa 3: Testes de Campo. Finalmente, a fase de testes em campo envolve a
aplicacdo do FS em areas abertas (criadouros naturais ou artificiais). Essa etapa ¢ crucial para
avaliar a viabilidade operacional do método em larga escala, bem como seu impacto a longo prazo
na populacdo de mosquitos e na incidéncia de doencas transmitidas.

Sabe-se do grande potencial que a curcumina apresenta como fotolarvicida, nesse contexto,
seguindo os protocolos da OMS, esse capitulo tem como objetivo demonstrar eficacia da
formulacdao a base de curcumina microencapsulada em ensaios de campo simulado, bem como
avaliar a persisténcia, associada a um protocolo de reaplicacdo. Além disso, demostrar que a
aplicacdo da curcumina ndo afeta outros organismos que coexistem com as larvas, minimizando os

impactos ambientais.
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7.2 Objetivos

7.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficécia da curcumina microencapsulada em larvas de Ae. aegypti através de IFD

em campo simulado.

7.2.2 Objetivos especificos

Determinar as concentragdes letais 50% (CLso-24n) € 90% (CLoo-24n) da pastilha de curcumina
microencapsulada através da eficacia de IFD em larvas Ae. aegypti da linhagem Rockfeller em

campo simulado;

Analisar a persisténcia da curcumina microencapsulada em ensaios de IFD campo simulado em

larvas de Ae. aegypti;

Avaliar a toxicidade da microcépsula de curcumina em modelo animal (Zebrafish), através de

ensaio de ecotoxicidade aguda;

Determinar a fitoxicidade da microcapsula de curcumina no modelo vegetal A/lium cepa, através

de andlises de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade;

Investigar a toxicidade da microcapsula de curcumina no modelo Galleria mellonella, através da

curva de sobrevivéncia e do indice de saude.

7.3 Materiais e Métodos

7.3.1 Atividade larvicida e investigacio da persisténcia em aplicacio de campo simulado

Os ensaios de CLso € CLoo de campo simulado e de persisténcia foram realizados de acordo
com a Organizacao Mundial da Saude com adaptagoes (WHO, 2005). Os testes foram conduzidos

em ambiente aberto, utilizando caixas d’agua de fibra de vidro com capacidade para 100 L de 4gua.



121

Essas caixas receberam um suporte de metal onde foram acoplados guarda-chuvas para a protecao

contra chuvas (Figura 39).

Figura 39. Visualizacdo dos reservatorios (caixas d’agua) de 100 L utilizados nos ensaios de campo simulado.

Primeiramente, as caixas foram preenchidas com 4gua da torneira, permanecendo sob
aclimatacdo por 24 h. As concentragdes de curcumina utilizadas foram a partir de multiplos da
CLoo de laboratorio (1,6 mg/L) :0,16; 1,6 e 16 mg/L, trés caixas (para cada grupo) e trés caixas
como grupo controle. A curcumina microencapsulada foi aplicada simultaneamente a adi¢do de 30
larvas por caixa e a fonte de luz utilizada foi a luz solar com intensidade média: minima de 3476,08
e maxima de 5505,53 lux pernoite ao dia do experimento.

Para a obtencdo das CLs, as larvas mortas foram registradas apds 24 h e os valores de CLso
e CLogo foram calculados no Origin 2020. E a reposicao das larvas aconteceu diariamente até que as
formulagdes perdessem o efeito para o teste de persisténcia. As caixas foram monitoradas
diariamente a mortalidade larval e formagao de pupas (controle).

Os experimentos ocorreram nos meses de abril e maio de 2024 (estagcdo de outono) além
dos registros de mortalidade, foram realizadas anélises de monitoramento didrio: pH, temperatura

da agua, fluxo luminoso, sélidos totais, salinidade e condutividade.
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7.3.2 Analises: Ecotoxicidade

7.3.2.1 Toxicidade aguda em Zebrafish (Danio rerio)

O Zebrafish ¢ um peixe pequeno de dgua doce muito usado como modelo toxicoldgico.
Seus embrides sao transparentes, o que facilita observar alteragdes no desenvolvimento,
malformagdes e mortalidade em tempo real. Além disso, tem ciclo de vida curto, facil manutengao
em laboratdrio e alta homologia genética com humanos. Por isso, ¢ amplamente utilizado para
avaliar toxicidade aguda, cronica e efeitos teratogénicos de substancias quimicas, nanoparticulas e
efluentes ambientais (Sha et al., 2025).

A avaliagdo de toxicidade aguda foi realizada com organismos adultos (fémea e macho) da
espécie Danio rerio. Os testes foram realizados de acordo com o protocolo estabelecido pela
OCDE, 203 (OECD, 1992) e foram aprovados pelo comité de ética local, sob o protocolo CEUA
n. 6242301120.

Os espécimes de Danio rerio foram mantidos no Laboratério de Biofotonica Ambiental
(IFSC), localizado na Universidade de Sao Paulo, campus de Sao Carlos. O cultivo foi realizado
em aquarios de 50 L, mantendo-se sempre a condutividade de 500 uS, pH entre 7-7,5, temperatura
entre 28-30 °C e fotoperiodo de 12:12 h claro:escuro. Os peixes foram alimentados diariamente
com ra¢ao comercial (Tetramin®).

Os testes foram realizados em béqueres de vidro com capacidade de 2 L, em triplicata, e os
peixes (n = 5) foram expostos as contragdes da curcumina microencapsulada: 7,2; 14,4; 28,8; 57,6
e 100 mg/L. Os peixes foram mantidos por 96 h em condi¢do estitica e a cada 24 h (24, 48, 72 ¢

96 h) a mortalidade foi monitorada.

7.3.2.2 Ensaio de citotéxico, genotéxico e mutagénico no modelo vegetal Allium cepa

O teste com Allium cepa utiliza as raizes da cebola para avaliar efeitos citotoxicos e
genotodxicos. As pontas das raizes sdo regides de intensa divisdo celular, permitindo observar
alteracdes no indice mitdtico, aberracdes cromossdmicas ¢ formacdo de micronucleos. E um
método para avaliar poluentes ambientais, aguas residuais, pesticidas e metais pesados. Por nao

envolver vertebrados, também ¢é considerado um bioensaio alternativo (Bhuia et al., 2023).
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Para os ensaios de citotoxico, genotoxico e mutagénico, foram usadas sementes de A/lium
cepa (Isla Sementes Ltda), variedade de baia periforme, livre de pesticidas. As analises foram
realizadas de acordo com o protocolo estabelecido pelo Laboratério de Mutagénese Ambiental
(LMA) do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual de Sao Paulo (UNESP - Rio Claro)
(Marin-Morales, 2008).

Trinta sementes de A. cepa foram colocadas em placas de Petri alinhadas com papel de
filtro e germinadas a 23 + 2 ° C, sob um fotoperiodo de 12h/12h e umidade relativa de 60 = 10%,
por seis dias. O experimento foi realizado em triplicata, totalizando 90 sementes, que foram
irrigadas com solugdes de curcumina microencapsuladas em concentragdes de 1, 10, e 100 mg/L.
A 4gua destilada foi usada como controle negativo (CN), enquanto o controle positivo consistia em
trifluralina a uma concentracdo de 1,5 mg/L (CP) (Fernandes; Mazzeo; Marin-Morales, 2007).
Além disso, foram utilizadas 100 mg/LL de solugdes de excipientes de curcumina

microencapsuladas (amido, D-manitol e pectina) e curcumina livre.

7.3.2.2.1 Analises macroscopicas

O nimero de sementes que germinaram € nao germinaram € o comprimento das raizes
germinadas foram avaliados com paquimetro digital (Digimess 100.178/200mm), permitindo

determinar o indice de crescimento (IC) (Equagao 1).

Soma do tamanho da raizes -
IC = x 100 Equacio 1

Raizes totais

A toxicidade dos compostos foi determinada a partir dos resultados do indice de germinagao

das sementes (IG) (Equacio 2).

__ Numero total de sementes germinadas

IG =

X 100 Equacgao 2

Total de células observadas

7.3.2.2.2 Analises microscopicas
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As raizes de cada tratamento foram colocadas em recipientes contendo 20 mL de fixador
de Carnoy (etanol absoluto: acido acético glacial, 3:1, v/v). Ap6s 8 h, o fixador foi substituido por
uma nova solugdo de Carnoy, e os tubos foram armazenados a 4 °C até o preparo das laminas.

Para a preparagdo das laminas, as raizes foram posicionadas individualmente em laminas
de vidro, e o meristema apical foi isolado com o auxilio de um bisturi, descartando-se o restante da
raiz. O meristema foi corado com carmim acético a 2% e analisado em microscopio 6ptico (Nikon
H600L) com aumento de 40x. Foram contadas 1.000 células por lamina, totalizando 5.000 células
por ensaio. A analise das imagens foi realizada utilizando o software Imagel.

A citotoxicidade foi calculada com base no indice mitdtico (IM), células meristematicas em

fase de divisao celular normal, sem alteragdes (Equacao 3).

__ Total de células em divisio celular

IM =

X 100 Equacio 3

Total de células observadas

A genotoxicidade foi determinada pelo indice de alteragdo cromossomica (IAC) (Equacio
4), através de modificagdes no ciclo celular: perda, adesdo, c-metafase, ponte, multipolaridade,
poliploidia.
Numero total de células alteradas

IAC = X 100 Equacio 4

Total de células observadas

A mutagenicidade (IMt) foi calculada usando células em divisdo contendo micronucleos
(Equacio 5).
Numero total de células com micronicleos

IMt = x 100 Equagdo 5

Total de células observadas

7.3.2.3 Ensaio de toxicidade em Galleria mellonella

As larvas de Galleria mellonella sio um modelo invertebrado emergente em ecotoxicologia
e microbiologia. Elas possuem um sistema imunoldgico inato bem caracterizado e respostas

comparaveis as de mamiferos em termos de inflamacdo e estresse oxidativo. S3o usadas para
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avaliar toxicidade, viruléncia de microrganismos e eficécia de novos compostos (Piatek; Sheehan;
Kavanagh, 2021).

A toxicidade usando Galleria mellonella foi determinada, utilizando 10 larvas por grupo
com o peso corporal entre 215 e 300 mg e coloragao clara e auséncia de manchas ou pigmentagoes
escuras na cuticula, as quais poderiam indicar a presenga de processos infecciosos capazes de
interferir nos resultados experimentais. Os grupos avaliados foram: controle negativo, composto
por larvas que nao foram submetidas a nenhuma intervengdo, com o objetivo de monitorar a
qualidade da criacdo; controle de manipulacdo, cujas larvas receberam apenas solug¢ao salina
tamponada (PBS), com a finalidade de avaliar possiveis efeitos decorrentes exclusivamente da
manipula¢do experimental; grupo com amido, D-manitol e pectina, para excluir qualquer
toxicidade que venha dos excipientes da pastilha; grupo curcumina livre e concentragdes da
pastilha de curcumina (500, 1000 e 2000 mg/L). Todas as anélises foram realizadas em duplicata
seguindo o protocolo com adaptagdes (Figueiredo-Godoi et al., 2022).

A inoculacdo das larvas foi realizada por meio de seringas Hamilton (Hamilton, EUA),
utilizando-se um volume de 10 pL da solucdo, a qual foi realizada nas tltimas prolegs de cada
larva. A cada cinco aplicagdes, ou sempre que houvesse a troca do grupo experimental, houve a
higienizagdo da agulha e da parte interna da seringa, a fim de evitar contaminagdes cruzadas e
garantir a precisdo da aplicacdo. O procedimento de limpeza das seringas seguiu uma sequéncia
padronizada, utilizando-se 15 mL de cada uma das seguintes solugdes, nesta ordem: hipoclorito de
sodio a 0,2%, alcool absoluto a 95% diluido em agua destilada, dgua destilada estéril e, por fim,

solugdo salina tamponada (PBS) estéril.
7.3.2.3.1 Curva de sobrevivéncia

Para realiza¢do da curva de sobrevivéncia, foi observada a mortalidade larval por 7 dias e
o numero de larvas mortas foi registrado. Foram consideradas mortas larvas que ndo apresentaram
nenhum movimento ao toque. Todas as larvas mortas foram removidas dos grupos assim que

identificadas (Figueiredo-Godoi et al., 2019).

7.3.2.3.2 Indice de saude larval
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As larvas foram monitoradas com base em um sistema de pontuacdo patoldgica
previamente descrito, com o objetivo de complementar os dados obtidos a partir da curva de
sobrevivéncia (Loh et al., 2013). O indice apresenta os seguintes parametros: atividade locomotora,

extensao da produgao de seda (formagdo de casulo), grau de melanizacao e sobrevivéncia.

7.3.3 Analises estatisticas

Os valores das concentragdes letais (CLso.00) foram obtidos por regressao nao linear,
utilizando dose-resposta, calculada através do software Origin 2020. Allium cepa - as analises
estatisticas foram obtidas pelo teste t de Student, com nivel de significancia de p<0,05, utilizando
o Origin 2020. Para comparagdes entre grupos (4. Cepa e G. mellonella), foi usada ANOVA
unidirecional, com teste post-hoc de Tukey. Para a curva de sobrevivéncia das larvas de G.
mellonella foi utilizado o método Kaplan-Meier, sendo o nivel de significancia calculado através

do teste Log-rank (Mantel-Cox).

7.4 Resultados e Discussoes

7.4.1 Analises de campo simulado IFD

A Tabela 6 mostra os valores de concentracao letal (CLs0.90), 24 h ap0s o inicio dos ensaios
em campo simulado. Os resultados obtidos de CLso foram de 2,30 mg/L. e CL9yo de 8,7 mg/L,

respectivamente.

Tabela 6. Atividade fotolarvicida de pastilha de curcumina em larvas de 4e. aegypti apos 24 h em campo simulado.

CLs0-24n (mg/L) CLo9o-24n (mg/L)
(LIC-LSC) (LIC-LSC)
Campo simulado 2.3 8,7
(1,974-3,856) (7,451-10,011)

CL, concentragdo letal; LIC, limite inferior de confianca de 95%; LSC, limite superior de confianga de 95%.

Os valores de CLs encontrados com a formulagdo de pastilha de curcumina sdo menores,
do que os encontrados com extratos de plantas em larvas de Ae. aegypti, por Coelho e
colaboradores, que obteve CLso de 8,87 mg/L com o extrato etanolico da P. americana (Coelho et

al., 2009). O mesmo ocorreu com Costa e seus colaboradores, que realizaram a avaliacdo larvicida



127

com extrato de Syzigium aromaticum, Lippia sidoides e Hyptis martiusii, € encontraram valores de
CLsopara as larvas de 18,5, 19,5 e 21,4 mg/L (Costa et al., 2005) com efeitos toxicos. E mais
recentemente, (Martins et al., 2020) apresentoaram a CLso de 6leo essencial para Pimenta dioica
Lindl. de 26,91 mg/L em larvas de de. aegypti.

Em relacdo a FSs, Souza e seus colaboradores, (De Souza L. M et al., 2017) utilizaram o
Photogem® (PG), um derivado da hematoporfirina, em larvas de 2° e 3° estagios de Ae. aegypti
(Diptera: Culicidae) sob iluminacao artificial com lampadas fluorescentes. Os resultados
demostram taxas de mortalidade em meio aquoso nas concentragdes de 20, 40 e 80 mg/L.

Outro FS que apresenta fotoxicidade a larvas de Ae. aegypti, ¢ a riboflavina. Lima e seus
colaboradores (Lima et al., 2022a), avaliaram diferentes concentragdes de riboflavina,
determinando a internalizacdo no trato digestivo das larvas e os efeitos larvicidas induzidos pela
geracdo de EROs apds exposi¢do luminosa. Os melhores resultados de mortalidade enconrados
foram nas maiores concentragdes testadas, com CLso-24n de 0,05213 mg/mL com doses de luz
(LEDs RGB) 45,2 J/cm?. Os autores destacam o potencial dessa estratégia como alternativa
inovadora e sustentavel para o controle vetorial, apesar da rapida fotodegradacao da riboflavina em
condicdes de luz solar.

Nossos resultados também apresentaram valores muito inferiores aos estudos de
Mezzacappo e colaboradores, cujo valor de CLso-24n para larvas de terceiro instar foi de 60 mg/L
(Mezzacappo et al., 2021). Vale ressaltar também que as microcépsulas foram mais eficientes
contra Ae. aegypti do que outros compostos derivados de plantas e dleos essenciais, como extrato
do caule de Machaerium acutifolium (CLso: 205 mg/mL) (Melo-Santos et al., 2010), fracdo n-
hexano do extrato bruto do caule (S-HEX) de Ocotea nutans (CLso: 14,14 mg/mL) (Cesar et al.,
2021) e extrato metanolico bruto de Calpurnia aurea (CLso de 84,85 mg/mL) (Eukubay et al.,
2020).

7.4.2 Atividade larvicida e investigacdo da persisténcia em aplicacdo de campo simulado
A avaliacdo dos efeitos residuais da formulacdo de curcumina a persisténcia da acgdo

fotolarvicida foi ao longo dos dias, com a CLg de 16 mg/L (Figura 40). Nos resultados de eficacia,

observou-se que permaneceu por 20 dias com 100% de mortalidade, do dia 21 ao 24 se manteve
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80% e até o 35° dia os valores de mortalidade foram em torno de 60% e perdeu por completo sua

eficacia depois de 45 dias.
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Figura 40. Atividade residual das pastilhas de curcumina microencapsulada em caixas d'agua de 100 L expostas a luz
solar.

Ao compararmos com a literatura a respeito da persisténcia de compostos a base de plantas,
vemos que compostos derivados da casca de castanha de caju natural (Occidentale anacardium).
Esses compostos apresentaram um tempo médio de atividade residual de 3,5 dias em 100 mg/L
contra larvas de 4e. aegypti (De Carvalho et al., 2019).

Ja Duchemin e seus colaboradores utilizaram formula¢des de madeira Sextonia rubra no
controle de cepas Ae. aegypti e em relacdo a campo simulado, a mortalidade larval em 100% foi
de 24 dias na estacdo seca ou chuvosa a uma dose teste de 102 pg/ml, com atividade residual
mantida durante as 5 semanas de teste(Jean-Bernard Duchemin et al., 2024).

Em comparagdo a outros fotolarvicidas, o efeito residual da formulagdo de curcumina
microencapsulada de 45 dias ¢ considerado relativamente bom, uma vez que as essas moléculas
em exposi¢ao direta a luz ndo possuem agao residual, perdendo completamente a atividade em 48

h e 72 h como a porfirina (Fabris et al., 2012).
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7.4.3 Toxicidade aguda em peixes (Danio rerio)

Estudos anteriores nao relataram toxicidade aguda da curcumina livre para Danio rerio
(macho e fémea) em concentragdes de at¢ 100 mg/L (OECD, 1992). Da mesma forma, nos ensaios
realizados com as curcumina microencapsuladas, ndo apresentaram mortalidade, nem alteracdes
morfoldgicas em peixes expostos por 96 h, corroborando com resultados de outros estudos que

utilizaram a curcumina como ingrediente ativo (Garbuio et al., 2022; Venturini et al., 2020).

7.4.4 Toxicidade Allium cepa

Os resultados da toxicidade para indice de germinagdo e de crescimento com o modelo

vegetal A. cepa sao mostrados na Figura 41.
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Figura 41. Indice de germinagdo e indice de crescimento do modelo A/lium cepa. CN) Controle negativo, CP) Controle
positivo, Formulagdo das microcépsulas de curcumina nas concentragdes de 1, 10 e 100 mg/L. Letras diferentes
indicam diferengas significativas (p < 0,05).
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Apenas os indices de germinacdo e crescimento das sementes de A. cepa do CP demonstrou
diferenca estatistica significante (p<0,05) em relagdao aos demais grupos. Isso se justifica pois, a
trifluralina ¢ um herbicida utilizado para indicador de problemas no desenvolvimento das plantas,
como um indice baixo de germinagdo e crescimentos das raizes (Fernandes; Mazzeo; Marin-
Morales, 2007). Esse resultado nos indica que os excipientes da pastilha de curcumina
microencapsulada: amido, D-manitol e pectina ndo interferiram na germinagao e crescimento das
sementes de A. cepa. Além disso, a propria curcumina ¢ at€¢ a concentracao de 100 mg/L das
microcéapsulas de curcumina ndo apresentaram citotoxicidade

Para as andlises microscopicas foi utilizado o indice mitético e de alteracdes celulares para

identificar toxicidade no modelo 4. cepa (Figura 42).
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Figura 42. indice mitotico e indice de alteragdes celulares do modelo Allium cepa. CN) Controle negativo, CP)
Controle positivo, Formulagdo das microcapsulas de curcumina nas concentragdes de 1, 10 e 100 mg/L. Letras
diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05).
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Os resultados demonstram diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) entre o CP e
os demais grupos no indice mitotico e de alteracdes celulares. Sendo o indice de alteragdes celulares
apenas encontrado em maiores nimeros no grupo CP. Os grupos de D-manitol e curcumina,
também apresentaram a diferenca significativa (p < 0,05), com uma porcentagem de divisao celular
maior que os demais grupos (indice mitético) e inclusive o CN, o que indica que eles ndo inibiram
a divisao celular.

Esses resultados corroboram com outros estudos que avaliaram a toxicidade da curcumina
como Acar e seus colaboradores que avaliaram os efeitos toxicos do herbicida pendimetalina, na
concentragdo de 12 mg/L sobre 4. cepa. Nesse estudo o herbicida apresentou efeitos citotdxicos e
genotdxicos significativos como, reducdo no crescimento das raizes, baixo indice mitdtico,
aumento de aberracdes cromossdmicas € danos ao DNA. Porém, administrado junto a curcumina
houve uma agdo protetiva restaurando paradmetros fisiolodgicos e citogenéticos e ndo causando
efeitos citotoxicos (Acar; Singh; Srivastava, 2022).

Silva de Sa e outros pesquisadores avaliaram as propriedades biologicas e toxicoldgicas de
curcumina nanoencapsulada em dispersdes solidas (CurSD) no modelo 4. cepa. Os resultados
mostraram que a curcumina e a encapsulacdo ndo comprometeu a atividade bioldgica da 4. cepa,
pois ndo foram observados efeitos genotdxicos ou citotoxicos (Silva de Sa et al., 2019).

Em nenhum dos grupos avaliados foram detectados micronucleos, o que sugere auséncia

de efeitos mutagénicos sob as condi¢des experimentais empregadas.

7.4.5 Toxicidade Galleria mellonella

Os resultados da avaliagdo da toxicidade das microcapsulas de curcumina nas larvas de G.
mellonella nas concentragdes de 500, 1000 e 2000 mg/L, e dos excipientes que compdem as
microcapsulas, isoladamente mostraram que depois de 7 dias ndo houve mortalidade de nenhum

grupo experimental, como indicado na Figura 43.
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Figura 43. Curva de sobrevivéncia de larvas G. mellonella submetidas a microcapsula de curcumina e aos seus
excipientes ao longo de 7 dias- analise de Kaplan-Meier. Concentra¢des de 500, 1000 e 2000 mg/L da microcapsula
de curcumina.

Os resultados indicam que, as larvas de G. mellonella toleram a concentragdao de 2000 mg/L
das microcapsulas de curcumina, uma concentragao considerada extremamente alta, indicando que
ndo houve toxicidade nesse organismo. Além disso, todos os excipientes (amido, D-manitol,
pectina e a curcumina livre) usados também nao apresentaram toxicidade para o organismo alvo.

A Figura 44, mostra os atributos avaliados no indice da saude das larvas de G. mellonella
(atividade locomotora, formacao de casulo, melanizagdo e o indice de saude total) frente as
microcapsulas de curcumina e seus excipientes, grupo controle e PBS. A andlise desses atributos,
complementa os dados encontrados na curva de sobrevivéncia larval. Na Figura 44A, observou-
se que a atividade locomotora das larvas se manteve constante em 100% para todos os grupos
experimentais ao longo dos 7 dias, indicando auséncia de comprometimento dessa atividade

mesmo na maior concentragdo de microcapsulas de curcumina (2000 mg/L).
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Figura 44. Atividades que desempenha para o indice de satde das larvas de G. mellonella. (A) Atividade locomotora.
(B) Formagéo de casulo. (C) Porcentagem de melanizagdo. (D) Indice total de saude.

Na Figura 44B observou-se redu¢do nos percentuais de formacgdo de casulo ao longo do

tempo para todos os grupos, com variagdes entre os grupos. Os grupos com pectina e amido

apresentaram os maiores percentuais inicialmente, enquanto o grupo controle e o0 PBS mostraram

valores mais baixos. As microcdpsulas apresentaram desempenho intermediario, com pouca

variacao entre as concentracoes testadas. Porém, ndo houve diferenca estatisticamente significativa

(p <0,05) entre os grupos experimentais.

Na Figura 44C, a preseng¢a de melanizagdo, relacionada a resposta imunologica de estresse

ou infecgdo, foi observada apenas no grupo pectina (10%), porcentagem extremamente baixa, os

demais grupos ndo apresentaram melanizacdo, sugerindo que as demais substancias testadas nao

induziram resposta imune larval.
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O indice de saude total (Figura 44D) se manteve entre 90-100% entre todos os grupos,
indicando que no geral, os grupos experimentais ndo comprometeram significativamente a
vitalidade das larvas (p < 0,05).

Os resultados encontrados corroboram com os resultados do estudo realizado por Ignasiak
e seus colaboradores (Ignasiak; Maxwell, 2017).Esse estudo testou diversos compostos no modelo
de G. mellonella. Dentre eles a ciprofloxacina, a glicose, o cloreto de sddio e a tetraciclina, que nao
se mostraram toxicos as larvas, mesmo em concentragdes de 2000 mg/L. Ja outros compostos
resultaram toxicidade larval moderada, como a estreptomicina com uso de concentragdes acima de
300 mg/L e a cloroquina em 125 mg/L. Além de compostos considerados com toxicidade elevada
no modelo, como novobiocina e DMSO com uso de concentragdes abaixo de 100 mg/L, amsacrina

em 40 mg/L e doxorrubicina em concentragdes acima de 5,5 mg/L (Ignasiak; Maxwell, 2017).

7.5 Conclusoes parciais

Os resultados obtidos reforcam a viabilidade do uso da IFD com curcumina
microencapsulada em ambientes mais proximos das condigdes reais de campo. A persisténcia da
formulacao e sua eficacia larvicida sob diferentes condigdes ambientais mostraram-se promissoras,
com impactos minimos sobre organismos nao-alvo. Visto que, os modelos de toxicidade utilizados
indicam seguranga ambiental, pois a curcumina microencapsulada ndo resultou em nenhum indicio
de toxicidade a nivel aquatico nos exemplares de Danio rerio, a nivel vegetal (4. cepa) € em grupos
da mesma Classe (Insecta) no modelo de G. mellanella, favorecendo a ado¢do desse método em
programas de controle vetorial. O avango para testes em campo aberto (Etapa 3) e ajustes na
formulacao sdo passos naturais para consolidar a IFD como alternativa eficaz e sustentavel aos
métodos convencionais de controle do Ae. aegypti para superar os desafios atuais e proteger a saude

publica global.
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8 CAPITULO - Conclusdes Gerais
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8.1 Conclusoes Finais

Os resultados obtidos nesta tese contribuem para ampliar o conhecimento sobre os efeitos
da temperatura e da aplicag¢ao de formulagdes de curcumina microencapsulada no desenvolvimento
e controle do Ae. aegypti. Por meio de experimentos laboratoriais e de campo simulado, foi possivel
avaliar aspectos bioldgicos do vetor, bem como caracterizar detalhadamente a formulagao
desenvolvida e testar sua eficacia larvicida, perfil de liberagdo, fotoestabilidade e seguranga
ambiental.

A porcentagem de viabilidade de ovos teve diferenca significativa (p < 0,05) entre as
diferentes temperaturas utilizadas (aproximadamente 30% (20 °C); 45% (25 °C) 78% (30 °C) e
65% (35 °C), sendo a 30 °C, a temperatura que apresentou o melhor resultado. No desenvolvimento
larval, as larvas sobreviventes a IFD apresentaram diferenga estatisticamente significativa em
relacdo as larvas controle. Essa diferenca estda demonstrada a seguir pelo tempo total de
desenvolvimento em dias (controle/IFD): 20 °C (21,3 = 1,3/24 £ 1,15), 25 °C (10 £2/14,3 + 1,45),
30 °C (9 + 1,15/11,33 £ 0,85) e 35 °C (10 = 1,15/12,3 + 0,88). Além disso, o tempo de
desenvolvimento larval apresentou diferenga entre as temperaturas testadas. Sendo apresentadas a
seguir em ordem crescente de tempo: 30, 35, 25 ¢ 20 °C. As CLso-24n encontradas nesse trabalho:
0,044 (20 °C), 0,027 (25 °C), 0,019 (30 °C) e 0,013 (35 °C) mg/L. 30 °C foi a melhor temperatura
para o tempo de desenvolvimento das larvas.

Em relacdo a proporcao sexual dos mosquitos, foi possivel identificar que quanto maior a
temperatura, maior foi a porcentagem de fémeas encontradas no grupo controle. A propor¢ao de
fémeas ficou 22% (20 °C), 34% (25 °C), 47% (30 °C) e 68% (35 °C). Em contrapartida, ensaios de
IFD, houve uma inversdo, onde nas maiores temperaturas, as porcentagens de mosquitos machos
se mostraram maiores, aumentando gradativamente em 38, 41, 51 e 78% respectivamente.

Segundo os resultados de longevidade dos adultos: fémeas controle sobreviveram entre 26
e 70 dias, fémeas IFD sobreviveram de 18 a 54 dias. Ja os machos controle sobreviveram entre 20
e 60 dias e os machos IFD sobreviveram entre 14 e 50 dias.

Em relagdo a massa corporal, as fémeas apresentam um peso maior em relagdo aos machos
nos dois grupos (controle e IFD). J4& no mesmo género, as fémeas apresentaram diferencas

significativas entre os grupos controle e IFD. Em contrapartida, os machos nao apresentaram.
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A microencapsulacdo da curcumina com D-manitol, amido e pectina resultou em uma
formulagdo com melhor solubilidade, estabilidade e perfil de liberacdo controlada. A
caracterizacao fisico-quimica confirmou a integridade estrutural da curcumina e seu potencial para
aplicacoes.

Segundo a caracterizagdo Optica: a absor¢do das formulagdes de curcumina
microencapsulada apresentaram pico de absor¢ao em 440 nm; a distribuicdo do das microcépsulas
resultou em tamanho médio de 11,1 + 3,1 um; os espectros de FTIR ndo mostraram deslocamentos
significativos nas posigdes das bandas caracteristicas da curcumina e seus excipientes mas houve
uma variacao na intensidade relativa dos picos, diretamente relacionada a propor¢ao de excipientes,
especialmente amido e pectina, regides de 3555 cm™! (alongamento OH), 1630 cm ™! (alongamento
assimétrico C=0 dos carboxilatos) e 1050 cm™!' (CO e COC) e os espectros de fluorescéncia das
microcapsulas de curcumina mostraram que os centros apresentam baixa intensidade de
fluorescéncia, indicando uma maior contribui¢ao de curcumina na camada superficial da capsula.

O perfil de liberagdo das microcapsulas de curcumina ¢ bifasico com uma fase inicial de
liberacdo rapida nos primeiros 15 min e em seguida, uma liberagdo lenta. J4 para as pastilhas de
microcapsulas de curcumina ocorreu uma liberagcdo mais rapida no pH 11, seguida no pH 7 e mais
lenta foi no pH 3.

A analise de fotoestabilidade da formulagdo apresentou um processo de fotodegradagao da
curcumina de aproximadamente 47% apods 30 dias.

Os resultados dos ensaios de eficidcia da formulagdo de curcumina microencapsulada
apresentados pela CLso e CLog laboratoriais foram 0,27 mg/L e 1,6 mg/L respectivamente e para os
ensaios de campo simulado as concentragdes encontradas foram para 50%, 2,3 mg/L e para 90%
8,7 mg/L. Para a persisténcia laboratorial, os resultados foram de 100% de mortalidade larval até
10 dias de estudo e seu efeito residual termina no dia 27.

A avaliacdo de reaplicac@o da curcumina: a cada 3 dias 100% da mortalidade larvas até o
dia 15 e com 30 dias ndo houve mais mortalidade mesmo adicionando a curcumina. A cada 15 dias
houve mortalidade de 100% das larvas até o dia 15 e a cada aplicagdo da curcumina, foi possivel
observar um aumento na mortalidade das larvas no dia seguinte e o efeito residual durou 70 dias.
Vale ressaltar que a reaplicagdo a cada3 dias continuo apresentando mortalidade larval apos as 2
diluicdes, podendo estar relacionado aos efeitos de atenuacao da luz, fotodegragdo e liberacao

controlada da curcumina em meio aquoso.
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A persisténcia da curcumina em campo simulado, resultado na eficicia em 100%
permanecendo até o dia 20 e perdeu por completa sua eficacia depois de 45 dias.

A avaliagdo ecotoxicologica com D. rerio, A. cepa ¢ G. mellonella indicou auséncia de
efeitos toxicos significativos. Para D. rerio nao foi observado mortalidade em exemplares expostos
por 96 h as microcapsulas de curcumina até 100 mg/L, 4. cepa ndo apresentaram fitoxicidade em
nenhum dos parametros avaliados (citoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade) até 100 mg/L
das microcépsulas de curcumina. Ja a G. mellonella nao apresentou mortalidade nas larvas e
nenhuma alteracao no indice e saude larval até 2000 mg/L. Esses resultados reforcam a seguranca
ambiental da formulagdo e sua viabilidade para aplicacdes reais.

A TFD representa uma abordagem promissora para o controle do Ae. aegypti. Suas
vantagens em termos de eficdcia contra mosquitos resistentes, baixo impacto ambiental e seguranca
para humanos destacam seu potencial como uma ferramenta valiosa no controle as doencas

transmitidas por esse vetor.

8.2 Perspectivas futuras

o Avaliar a viabilidade do método em populagdes de larvas de Ae. aegypti selvagens
cedidas pela Vigilancia Epidemioldgica de Sdo Carlos. Os resultados preliminares sdao
otimistas, indicam que até o momento ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre
os resultados de larvas de laboratorio da cepa Rockefeller e larvas selvagens.

. Realizar ensaio, em campo etapa 3 de acordo com a OMS para a avaliacdo de
eficacia do larvicida. Sera avaliada a aplicacdo de FS em areas abertas como criadouros
naturais e artificias.

. A etapa 3 sugere o impacto a longo prazo na populacdo de mosquitos, entdo também
serdo realizados ensaios de resisténcia perante as larvas sobreviventes da IFD. Estudos do
monitoramento da resisténcia das microcapsulas de curcumina estao sendo realizados. Com
a geragao 3 (F3) de mosquitos Ae. aegypti ja existem evidéncias com diferengas
significativas entre o grupo controle e os que foram submetidos a IFD. O tempo de
desenvolvimento de larvas submetidas a IFD estd maior que controle, pois as larvas que
sobrevivem a concentragdes subletais da IFD precisam gastar energia para se recuperarem

dos danos causados pelo estresse oxidativo para depois completaram sua metamorfose.
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Outra questdo ja observada ¢ a emersdo dos mosquitos, alguns ao tentarem emergir, ficam
presos no exoesqueleto e acabando morrendo, outros parecem mais frageis, pois apos o
emergir apresentam menores quantidades de pernas do que o natural. O numero de
mosquitos machos esta superior ao das fémeas. Esse resultado também pode impactar na
reducdo na transmissdao de arboviroses, diminuindo o nimero de fémeas, e a proliferacao

das doencas.
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