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Resumo

Os mosquitos representam uma ameaga a saude publica e a economia,
especialmente em regides tropicais. O Aedes aegypti se destaca pela alta adaptabilidade e
rapida reproducdo, dificultando seu controle, tradicionalmente baseado em inseticidas
quimicos. No entanto, a resisténcia crescente do vetor exige alternativas sustentaveis,
como o uso de residuos agroindustriais com potencial larvicida. O Liquido da Casca da
Castanha de Caju técnico (LCCt), rico em compostos bioativos, surge como uma opcao
promissora, mas sua natureza oleosa exige modifica¢des quimicas para viabilizar sua
diluicao em agua, meio onde se encontram as larvas do mosquito. Este trabalho teve como
objetivo sintetizar um bioproduto sustentavel a base do LCCt com propriedades
hidrossoluveis e atividade larvicida. Inicialmente, foram avaliadas a hidrosolubilidade e
a eficacia larvicida do LCCt e de seu derivado neutralizado (LCCtNa50), em combinagdo
com diferentes surfactantes (Tween 80, Span 80, Lauril Sulfato de Sodio (LSS) e Brometo
de Cetiltrimetilamodnio). O LSS, em combina¢ao com o LCCt, foi identificado como o
surfactante mais eficiente, permitindo a sintese de uma nanoemulsao (LCCtL) soluvel e
com atividade larvicida. Visando compreender melhor as propriedades do produto, foi
realizada a caracterizagdo fisico-quimica do LCCtL, incluindo andlises de tensdo
superficial, condutividade elétrica, potencial zeta, didmetro hidrodinamico das micelas,
indice de polidispersidade (PDI), microscopia eletronica de varredura (MEV), efeito
Tyndall, absor¢ao, intensidade de fluorescéncia e infravermelho. Também foi avaliada a
sua atividade biologica por meio da determinagdo da concentragdo letal de 50% (CLso) e
90% (CLoo) das larvas de Ae. aegypti em 3° e 4° instares, tanto em condic¢des laboratoriais
quanto em campo em pequena escala. Além disso, imagens de fluorescéncia confocal e
MEV foram utilizadas para avaliar a distribui¢do do bioproduto e danos no organismo das
larvas. Os resultados demonstraram que a nanoemulsdo de LCCt e LSS resultou em um
bioproduto soluvel e ativo sobre as larvas. O potencial zeta indicou maior estabilidade do
produto diluido em 10 x, enquanto o efeito Tyndall confirmou a presenca de particulas
dispersas em solucdo coloidal. A caracterizacdo do tamanho hidrodindmico revelou
micelas nanométricas, e a fluorescéncia confirmou a emissdo em espectro da luz visivel.
Os testes de atividade larvicida evidenciaram a eficacia do produto em laboratério e em
campo, com CLso-24nh de 9,59 e 6,59 mg/L, respectivamente. As analises de microscopia
confocal revelaram que o bioproduto LCCtL se acumula nos sistemas digestorio e
excretor das larvas. Além disso, as imagens de MEV mostraram alteragdes predominantes

na zona cefalica e no tegumento das larvas, o que pode ter favorecido o crescimento de



biofilmes ao longo de todo o organismo. Esses resultados destacam a solubilidade e o
potencial do LCCtL como uma alternativa sustentavel e eficaz para o controle do Ae.

aegypti, oferecendo uma solucao inovadora para programas de combate a vetores.

Palavras-chave: Bioproduto; Controle de vetores; Nanoemulsdo; Nanotecnologia;

Hidrossolubilidade; Surfactantes.



Abstract

Mosquitoes pose a threat to public health and the economy, especially in tropical regions.
Aedes aegypti stands out for its high adaptability and rapid reproduction, making it
difficult to control, traditionally based on chemical insecticides. However, the vector's
growing resistance requires sustainable alternatives, such as the use of agro-industrial
waste with larvicidal potential. Technical cashew nut shell liquid (tCNSL), rich in
bioactive compounds, has emerged as a promising option, but its oily nature requires
chemical modifications to enable its dilution in water, the medium of mosquito larvae.
This work aimed to synthesize a sustainable bioproduct based on tCNSL with water-
soluble properties and larvicidal activity. Initially, the solubility and larvicidal efficacy of
tCNSL and its neutralized derivative (NatCNSL50) were evaluated in combination with
different surfactants (Tween 80, Span 80, Sodium Lauryl Sulphate (SLS) and
Cetyltrimethylammonium Bromide). SLS, in combination with tCNSL, was identified as
the most efficient surfactant, allowing the synthesis of a soluble nanoemulsion (LtCNSL)
with larvicidal activity. In order to better understand the properties of the product, the
physicochemical characterization of LtCNSL was carried out, including analyses of
surface tension, electrical conductivity, zeta potential, hydrodynamic diameter of the
micelles, PDI, scanning electron microscopy (SEM), Tyndall effect, absorption,
fluorescence intensity and infrared. Its biological activity was also assessed by
determining the lethal concentration of 50% (CLs0) and 90% (CLoo) of 3™ and 4™ stage
Ae. aegypti larvae, both in laboratory conditions and in the field on a small scale. In
addition, confocal fluorescence and SEM images were used to assess the distribution of
the bioproduct and damage to the larvae's bodies. The results showed that the
nanoemulsion of tCNSL and SLS resulted in a bioproduct (LtCNSL) that was soluble and
active on the larvae. The zeta potential indicated greater stability of the product diluted at
10 %, while the Tyndall effect confirmed the presence of dispersed particles in colloidal
solution. Hydrodynamic size characterization revealed nanometric micelles, and
fluorescence confirmed emission in the visible light spectrum. The larvicidal activity tests
showed the product's efficacy in the laboratory and in the field, with CLs0-24h of 9.59 and
6.59 mg/L, respectively. Confocal microscopy analyses revealed that the LtCNSL
bioproduct accumulates in the digestive and excretory systems of the larvae. In addition,
SEM images showed predominant changes in the cephalic zone and tegument of the
larvae, which may have favored the growth of biofilms throughout the organism. These

results highlight the solubility and potential of LtCNSL as a sustainable and effective



alternative for controlling Ae. aegypti, offering an innovative solution for vector control

programs.

Keywords: Bioproduct;  Vector control; Nanoemulsion;  Nanotechnology;

Hidrosolubility; Surfactants.



Capitulo 1

Introducio e Revisdo bibliografica

1. Estrutura da dissertacio

O Capitulo 1 apresenta o tema da dissertagdo e define os objetivos especificos da
pesquisa, que orientaram as investigacdes e experimentos descritos nos capitulos
subsequentes. Além disso, inclui uma revisdo de literatura que aborda as caracteristicas
gerais do Aedes aegypti, os métodos de controle convencionais e alternativos desse vetor
e o uso de residuos agroindustriais nesse contexto. Dentre esses residuos, enfatiza-se o
LCCt, destacando suas propriedades larvicidas e inseticidas. O capitulo também aborda
as propriedades de surfactantes e as metodologias utilizadas para sua caracterizagao.

O Capitulo 2 apresenta o primeiro artigo, configurado como short
communication. Esse trabalho descreve a sintese de bioprodutos a base de LCCt,
utilizando diferentes surfactantes, com o objetivo de garantir tanto a hidrossolubilidade
quanto a eficacia biologica sobre as larvas de Ae. aegypti.

O Capitulo 3 apresenta o segundo artigo, que tem por objetivo a formulagdo de
um bioproduto larvicida por meio da emulsdao do LCCt com LSS. Além disso, aborda a
caracterizagdo fisico-quimica da formulacdo e comprova sua atividade bioldgica em
larvas de Ae. aegypti, explorando seus possiveis mecanismos de agao.

O Capitulo 4 retine as conclusdes gerais da pesquisa, discutindo os principais
resultados e apresentando perspectivas futuras para o aprimoramento do bioproduto,
incluindo a aplicag@o pratica em estratégias de controle vetorial e sua viabilidade no

contexto ambiental.



2. Objetivo geral

Desenvolver um bioproduto sustentavel a base do LCCt com propriedades

hidrossoluveis e atividade larvicida.
2.1. Objetivos especificos

e Sintetizar um bioproduto por meio da emulsdo do LCCt com LSS (LCCtL);

e Caracterizar fisico-quimicamente o LCCtL utilizando técnicas especificas;

e Avaliar a eficacia larvicida do LCCtL para controle dos criadouros de Ae. aegypti;
e Investigar o mecanismo de acdo do LCCtL em larvas de Ae. aegypti por meio de

microscopia confocal e eletronica de varredura.
3. Hipoteses

e O LCCtL possui solubilidade em meio aquoso e atividade larvicida contra Ae.
aegypti;

e A nanoemulsdao do LCCt com LSS resulta na formacgao de micelas nanométricas
estaveis;

e O mecanismo de a¢cdo do LCCtL esta associado ao acimulo do produto nos

sistemas digestorio e excretor do Ae. aegypti promovendo sua mortalidade.



4. Revisao Bibliografica
4.1. Caracteristicas e Importancia do Aedes aegypti

O Ae. aegypti (L.) (Diptera: Culicidae) destaca-se como um dos principais vetores
de doengas virais ressurgentes como dengue, zika, chikungunya e febre amarela (Souza-
Neto et al., 2019). Esse cenario tem impulsionado diversas pesquisas voltadas para
compreensdo da sua biologia, distribui¢do e estratégias de controle. Geralmente
encontrado em regides tropicais e subtropicais, onde as condigdes de temperatura
favorecem sua proliferacdo, esse inseto tem demonstrado uma preocupante expansao para
areas anteriormente ndo afetadas por sua presenga e riscos epidemiologicos (Brady e Hay,
2020; Dennington et al., 2023; Kraemer et al., 2019).

Estudos recentes indicam que o aumento na temperatura global esta facilitando a
expansdo geografica dos mosquitos vetores para regides mais frias e anteriormente nao
expostas (Cazelles et al., 2023). O aumento das temperaturas, associado a outras
mudancas climédticas e a plasticidade ecofisioldgica, que ¢ a capacidade do Ae. aegypti
adaptar-se e sobreviver em diferentes condigdes ambientais, tem facilitado sua expansao
para novas areas, impactando a amplitude e a intensidade das epidemias (Dennington et
al., 2023; Kramer et al., 2021; Simon et al., 2021). Em regides de altitude, por exemplo,
o arrefecimento devido a elevagdo havia inicialmente protegido as populagdes humanas
de doencas vetoriais, mas, o aumento das temperaturas tem alterado esse padrao,
resultando em uma maior incidéncia e amplitude de surtos de doengas (Cazelles et al.,
2023; Kramer et al., 2022). Assim, essa mudanga ¢ amplamente reconhecida como uma
questdo de satde publica com impacto global (Brady e Hay, 2020; Dennington et al.,
2023). Além disso, a prevaléncia dessas doengas transmitidas pelo vetor pode estar
relacionada ndo apenas a temperatura, mas também a fatores socioecondmicos e a
densidade populacional (Simon ef al., 2021).

O ciclo de vida do Ae. aegypti e seus habitos reprodutivos sao fundamentais para
entender sua ecologia e estratégias eficazes para a erradicacdo de criadouros (Garzon et
al., 2020). Seu desenvolvimento ¢ holometabolo, que envolve quatro principais fases:

ovo, larva (1°, 2°, 3° e 4° instares), pupa e imago (mosquito) (Figura 1).



Fonte: Christophers, 1960. Adaptado por Marina S. Schibichewski

Figura 1. Principais estagios de desenvolvimento do Ae. aegypti. (A) Ovos; (B.1) Larva em 1°
instar recém eclodida; (B.2) Larva em 2° instar inicial; (B.3) Larva em 3° instar inicial; (B.4)
Larva em 4° instar inicial; (C) Pupa; (D) Fémea de Imago (mosquito). Imagem utilizada com a
devida autorizagdo para uso.

Para locais de repouso e oviposi¢ao, as fémeas adultas sdo atraidas por agua
parada em diversos substratos, como tijolos, pneus, vasos de plantas e recipientes
domésticos, demonstrando adaptabilidade ao ambiente urbano (Diallo e Diallo, 2020;
Raji et al., 2019). Além disso, a fémea realiza a oviposicdo de forma parcelada nos
criadouros para aumentar as condi¢cdes de sobrevivéncia e estabelecimento da espécie no
ecossistema (Swan et al., 2018). Os ovos tém a capacidade de permanecer desidratados
por varios meses, 0 que representa um importante mecanismo de sobrevivéncia mesmo
em condig¢des adversas (Brady e Hay, 2020; Faull e Williams, 2015).

ApOs a eclosdo, as larvas, que vivem na agua, se alimentam de matéria organica
suspensa (Murrell et al., 2011). As larvas passam por quatro estadios (instares), sendo
que nos primeiros sdo mais suscetiveis a agentes de controle, enquanto nos mais
avancados apresentam maior resisténcia devido ao desenvolvimento fisiologico. Em
seguida, transformam-se em pupas, uma fase de transicdo na qual nao se alimentam, mas
realizam uma metamorfose interna. Por isso, habitats aquaticos do Ae. aegypti
desempenham um papel crucial na taxa de sobrevivéncia de ovos e larvas (Parker et al.,
2019). Fatores como a disponibilidade de alimento, temperatura da agua, pH, e a presenca
de nutrientes como nitrogénio, fosforo e carbono influenciam diretamente a sobrevivéncia
e desenvolvimento das fases imaturas do mosquito (Li et al., 2022; Murrell et al., 2011;
Rao et al., 2011).

Finalmente, a pupa se transforma em um adulto emergente, que sai da agua e
comega o ciclo novamente. Seu desenvolvimento completo pode durar de uma a duas

semanas, dependendo das condi¢des ambientais, permitindo a espécie se proliferar
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rapidamente e se adaptar a diferentes ambientes (Li et al., 2022). Esse comportamento
demonstra a flexibilidade do mosquito em explorar e colonizar novos habitats urbanos, o
que sublinha a necessidade de vigildncia continua e medidas eficazes para erradicagdo de
habitats larvais em regides afetadas (Abbas et al., 2024).

Especificamente, a linhagem Rockefeller do Ae. aegypti ¢ uma variante
geneticamente distinta amplamente utilizada em programas de controle de mosquitos e
pesquisa cientifica (Fisher et al., 2022). Caracteriza-se por sua capacidade de gerar
grandes quantidades de mosquitos sob condi¢des controladas, o que facilita experimentos
e estudos sobre controle de vetores e dinamica populacional (Kuno, 2010). Uma das
caracteristicas da linhagem Rockefeller ¢ sua resisténcia a determinados inseticidas e sua
capacidade de sobreviver em condigdes variadas de laboratério, o que a torna uma
ferramenta valiosa para pesquisadores (Al-Amin ef al., 2020; Rahman et al., 2021). Além
disso, o estudo dessa linhagem tem proporcionado diferentes percepgdes sobre a genética
do Ae. aegypti e suas adaptagdes ao ambiente urbano, ajudando no desenvolvimento de
novas abordagens de controle e estratégias de manejo (Brady e Hay, 2020).

A adaptagdo ecologica desse inseto e sua crescente resisténcia aos inseticidas
convencionais tém desafiado as estratégias de controle desse vetor. Em resposta a alta
disseminagdo do mosquito, o Brasil tem adotado uma abordagem intensiva, com o uso
massivo de inseticidas e larvicidas quimicos para reduzir sua populacao (SVS/MS, 2019).
No entanto, a eficacia dessas medidas tem se mostrado limitada devido a resisténcia dos
mosquitos aos compostos utilizados, além de exigir estratégias integradas que considerem
os fatores socioecondmicos ¢ ambientais associados as arboviroses (Lima et al., 2024;
WHO, 2023). Nesse contexto, o desenvolvimento de alternativas sustentaveis surge como
uma abordagem promissora, como o uso de residuos agroindustriais na formulagdo de

larvicidas, contribuindo para um controle mais eficiente e ecologicamente responsavel.
4.1.1. Métodos Convencionais de Controle do vetor e Limitacoes

Ao abordar o controle do Ae. aegypti, métodos mecanicos devem ser
considerados. A vigilancia sistematica permite monitorar a presenca e densidade do
mosquito, identificar criadouros e aplicar medidas direcionadas. Entre essas medidas, a
instalacdo de telas de protecdo em pontos de acesso, conforme sugerido por Bermudi et
al. (2017), € particularmente eficaz para impedir a entrada do mosquito em ambientes
internos. A vigilancia continua € crucial para avaliar a eficacia dessas medidas e ajustar

as estratégias conforme necessario (WHO, 2023). Embora medidas mecanicas e de



vigilancia sejam cruciais, métodos quimicos ainda desempenham um papel significativo

no controle do Ae. aegypti.

A Tabela 1 apresenta os inseticidas/larvicidas mais conhecidos no Brasil, que

atuam por diferentes mecanismos de agdo de acordo com suas classes quimicas (WHO,

2017).

Tabela 1. Principais classes quimicas, principios ativos e mecanismos de acdo de larvicidas e inseticidas
comerciais utilizados no controle de Ae. aegypti.

Classes Quimicas

Benzoilureia

Eter
piridiloxipropilico

Fenil pirazol

Neonicotindide

Organofosforado

Piretroide

Principios
Ativos
Diflubenzuron

Novaluron

Piriproxifen

Fipronil

Imidacloprido
Clotianidina
Tiametoxam

Malathion

Temefds
Deltametrina

Lambda-
cialotrina

Mecanismos de Acédo

Inibem a sintese de quitina, impedindo
0 desenvolvimento adequado das
larvas, ocorrendo sua morte antes de
alcancarem a fase adulta
Atua como regulador hormonal de
crescimento, interferindo no
desenvolvimento dos insetos e
impedindo sua metamorfose
Afeta o sistema nervoso central,
inibindo receptores GABA, resultando
em morte
Agonista dos receptores de acetilcolina
nicotinicos (receptores nicotinicos da
acetilcolina)

Inibem a acetilcolinesterase, resultando
em paralisia e morte

Modulam os canais de sodio nas células
nervosas, perturbando sua fungéo e
levando ao colapso do sistema nervoso
dos insetos

Referéncias

Bellinato et al., 2016;
Fiaz et al., 2022

Harburguer et al., 2022;
Hustedt et al., 2020

Rosa et al., 2024;
Soualah et al., 2021

Ahmed e Matsumura,
2012; Che-Mendoza et
al., 2022

Corte et al., 2018; Dias
etal., 2017; Lesmana et
al., 2022

Bellinato et al., 2016;
Hossain et al., 2017;
Soderlund, 2020

Os piretrdides e organofosforados sdo inseticidas adulticidas que atuam no sistema

nervoso do mosquito, resultando na sua morte. Diferente dos outros organofosforados, o

temefos atua como larvicida, impedindo o desenvolvimento das larvas. Entretanto, essa

classe de compostos possui baixa solubilidade em agua, o que favorece sua adsor¢do em

particulas e superficies no ambiente aquético, enquanto sua degradabilidade ¢

relativamente lenta, permitindo a persisténcia por semanas (Iwuozor ef al., 2023). Ainda,

0s neonicotindides e compostos como o fipronil interferem na alimentacao das larvas e

provocam seu envenenamento. Existem também inseticidas reguladores de crescimento

(IGR) como diflubenzuron e piriproxifen, que atuam especificamente no desenvolvimento

das larvas.



Entretanto, ¢ crucial para o controle do Ae. aegypti uma estratégia de manejo de
resisténcia aos inseticidas, visto a crescente problematica que compromete a eficacia dos
métodos de controle convencionais (SVS/MS, 2019). Técnicas como o uso rotativo de
diferentes classes de inseticidas e a combinagdo de inseticidas com diferentes
mecanismos de a¢do sdo recomendadas para retardar o desenvolvimento de resisténcia
(Ahmed e Matsumura, 2012; SVSA/MS, 2023). Estudos recentes sugerem que a
integragdo de abordagens quimicas com estratégias bioldgicas e mecanicas pode
proporcionar um controle mais sustentavel e eficaz (Florentino et al., 2018). Outra
alternativa ¢ a utilizacdo de semioquimicos, substidncias quimicas que influenciam o
comportamento dos insetos, tem mostrado potencial promissor no controle de Ae. aegypti
(Triana e Melo, 2024; Wooding et al., 2020). Esses compostos podem ser usados para
atrair mosquitos para armadilhas ou repelir individuos do ambiente, reduzindo assim a
populagdo local (Mulatier ef al., 2022; Peach et al., 2019; Zwiebel e Takken, 2004).

Resisténcia aos produtos comerciais (Thanispong et al., 2024; Lesmana et al.,
2022; Al-Amin et al., 2020) intensifica a necessidade por novas estratégias de controle.
Dentre elas, destaca-se o uso de nanotecnologia (Dos Santos et al., 2023), o
desenvolvimento de produtos fotodindmicos (Garbuio et al., 2022; Lima et al., 2022) e o
método de reproducdo com individuos estéreis (Kittayapong et al., 2018). Esta
abordagem envolve a liberagdo de machos estéreis, que acasalam com fémeas selvagens,
resultando em ovos ndo viaveis e uma diminui¢do gradual da populagdo (Gato et al.,
2021). Uma variacao dessa técnica utiliza a bactéria Wolbachia, que induz esterilidade
nos mosquitos € pode também alterar a capacidade de transmissao de doencas (Zhang et
al., 2022).

Outra alternativa inovadora de controle do vetor € o uso de produtos derivados de
residuos agroindustriais (Nascimento et al., 2022). Além de reutilizar materiais que
seriam descartados, esses produtos tém mostrado potenciais propriedades
inseticidas/larvicidas, oferecendo uma alternativa sustentdvel e menos impactante ao
meio ambiente em comparagdo com pesticidas quimicos convencionais, contribuindo
para estratégias integradas de manejo e controle (Jorge et al., 2020; Jorge et al., 2022;

Nascimento et al., 2022; Nascimento et al., 2024).
4.2. Residuos agroindustriais: Potenciais e Aplicacdes

No contexto de solugdes sustentaveis, os residuos agroindustriais representam

uma matéria-prima relevante para o desenvolvimento de produtos inovadores, incluindo



larvicidas. Esses residuos sao subprodutos gerados durante o processamento de matérias-
primas agricolas e alimenticias, como cascas, sementes e polpas. Quando nao gerenciados
adequadamente, podem estar associados a problemas ambientais e de satide publica
(Gongalves et al., 2021). A gestao inadequada desses residuos pode gerar impactos
ambientais severos, como a polui¢do do ar, solo e de corpos hidricos (Leyva-Lopez et al.,
2020).

O crescimento populacional global e a consequente demanda por alimentos t€ém
impulsionado a expansdo da produ¢do agricola. Esse aumento na producio resulta em
uma maior geracao de residuos agroindustriais, que, de acordo com o Banco Mundial
(2018), até 2050 pode gerar 3,40 bilhdes de toneladas, que se nao devidamente tratados,
podem exacerbar problemas ambientais (Kaza et al, 2018). No entanto, muitos desses
residuos apresentam potencial de aproveitamento, sendo fontes de substancias bioativas
e possuindo diversas propriedades tecnoldgicas. Eles podem ser utilizados para a
producdo de bioenergia, compostagem e até como matéria-prima para novos produtos,
contribuindo para a economia circular (Devi ef al., 2022; Zuin ¢ Ramin, 2018).

A economia circular busca converter residuos em recursos proveitosos,
promovendo a reducao, reutilizagdo e reciclagem para criar um ciclo fechado que melhora
a eficiéncia dos recursos, reduz a dependéncia de fontes naturais € minimiza impactos
ambientais (Sharma et al., 2023). No contexto mundial, os residuos agroindustriais
desempenham um papel significativo na economia (Desai et al., 2023). No Brasil, a
agricultura ¢ um setor fundamental, e a correta gestdo desses residuos ndo apenas reduz
impactos ambientais, mas também pode gerar valor econdmico € impulsionar a inovagao
(Nascimento-Filho e Franco, 2015).

O gerenciamento desses residuos é regulado pela resolugao n® 313/2002 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), que estabelece diretrizes para a
gestdo integrada e o tratamento dos residuos, visando a minimizacdo de impactos
ambientais e a promocao da reciclagem e reaproveitamento.

Tecnologias emergentes, como a inteligéncia artificial (IA), podem desempenhar
um papel crucial na gestdo eficiente de residuos agroindustriais. A IA pode otimizar o
gerenciamento de residuos através da automacdo e andlise de dados, melhorando a
eficiéncia dos processos de separagdo e tratamento, e possibilitando o desenvolvimento
de novas solugdes para reaproveitamento (Andeobu et al., 2022). Algoritmos de

aprendizado de maquina podem prever a geracdo de residuos e otimizar as estratégias de



reciclagem e compostagem, aumentando a eficacia das praticas de economia circular (Rai
e Kundu, 2024).

Um exemplo pratico do reaproveitamento de residuos agroindustriais ¢ o uso
docarogo, casca e tegumento da manga, ricos em polifendis e carotenoides, na produgio
de compostos bioativos, antioxidantes e antimicrobianos, que tém aplicacdes na industria
alimenticia e farmacéutica (Garcia-Mahecha ef al., 2023). Da mesma forma, a alta
producdo de jabuticaba e uva no Brasil gera grandes volumes de residuos ricos em
compostos bioativos, com potenciais antimicrobianos e antioxidantes (Adamez et al.,
2012; Ascheri et al., 2006; Gongalves et al., 2021). A industria do caju no Nordeste do
Brasil também contribui significativamente para a producao de residuos, com produgao
anual aproximada de 4 milhdes de toneladas (FAO, 2023). Esses residuos, especialmente
o liquido extraido da casca da castanha do caju (LCC), podem ser reaproveitados em
produtos como vernizes, tintas e adesivos, representando um subproduto de alto valor
agregado (Eke et al., 2021). Além disso, o LCC, com suas propriedades bioativas,
destaca-se como alternativa sustentavel para valorizar residuos, impulsionando inovagao
e eficiéncia ambiental.

4.3. Liquido da Casca da Castanha do Caju (LCC): Obtencao, Composicao
e Aplicacoes

O cajueiro (Anacardium occidentale) ¢ uma arvore nativa do Brasil cultivada
principalmente no Nordeste e outras regides tropicais, possuindo relevante importancia
econdmica. Seus principais produtos sdo o caju e a castanha, que contém um liquido
oleoso com potencial industrial (Serrano e Pessoa, 2016). Essa espécie ¢ também
introduzida em outros continentes, sendo o Brasil ¢ a India os maiores produtores e
exportadores mundiais (UNCTAD, 2021).

A linha de producao da industria do caju é composta por diversas etapas que
incluem a coleta, a separacdo do caju e da castanha, e o processamento subsequente de
cada um (Dendena e Corsi, 2014). A comercializagdao dos seus derivados ocorre tanto no
mercado interno quanto externo, com a castanha tendo grande relevancia internacional,
enquanto o pedunculo atende principalmente o consumo regional (Ackah et al., 2020;
Dendena e Corsi, 2014). A valorizagdo integral do caju impulsiona a busca por
tecnologias que maximizem seu aproveitamento, tornando-o um recurso estratégico para
a indastria agroalimentar e quimica. O pedinculo do caju, rico em nutrientes, ¢é
amplamente utilizado na produgao de sucos, polpas, doces e até mesmo em aplicacdes na

industria de biocombustiveis e racdes animais. A castanha, por sua vez, passa por um
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rigoroso processamento que inclui secagem, torrefacdo e descascamento, etapas
essenciais para a obten¢do do produto comestivel. Durante esse processo, ocorre a
liberagcdo do LCC, um liquido denso, oleoso e de coloragdo marrom escura, originado da
camada externa da castanha. Representando cerca de 70% do peso da noz crua (FAO,
2024), esse subproduto possui propriedades quimicas exclusivas, amplamente utilizadas
em aplicacdes industriais. (Dendena e Corsi, 2014; Quirino et al., 2014).

O descarte inadequado ou a queima de cascas de castanha de caju, seja em aterros
ou em outros locais, pode liberar gases toxicos, contribuindo para problemas ambientais
significativos (De Paiva ef al., 2024). Inicialmente considerado um residuo sem valor, o
LCC passou a ser amplamente explorado na industria, principalmente quando se
identificou a presenca de compostos fenolicos que possuem alta resisténcia térmica e
capacidade antioxidante (Lomonaco ef al., 2013; Papadopoulou e Chrissafis, 2011).

Além de sua aplicagdo na industria quimica, esse subproduto vem sendo estudado
para aplicacdes nas areas farmacéutica e agricola. Na farmacologia, pesquisas revelam
seu potencial antioxidante e anti-inflamatorio, enquanto na agricultura, o LCC pode ser
utilizado como pesticida natural, devido as suas propriedades fungicidas e bactericidas
(Kyei et al., 2023; Veeramanoharan e Kim, 2024). Além disso, o LCC tem se mostrado
uma alternativa promissora no controle de vetores devido as suas propriedades inseticidas
e repelentes, resultantes de compostos fenolicos, como o acido anacardico e o cardanol

(Kyei et al., 2023; Nascimento et al., 2024).
4.3.1. Obtencao e constituicio do LCC

O LCC pode ser classificado em dois tipos principais: LCC natural (LCCn) e LCC
técnico (LCCt), cada um com caracteristicas distintas em termos de obtencao,
composi¢do quimica e aplicagdes (Lomonaco et al., 2017). E importante ressaltar as
propriedades cosurfactantes do LCC, atribuidas principalmente ao cardanol, tem a
capacidade de reduzir a tensdo superficial e melhorar a formacdo de emulsdes
(Veeramanoharan e Kim, 2024). Essa caracteristica ¢ util em diversas aplicagoes,
incluindo a formulacdo de detergentes e produtos de limpeza.

O LCCn ¢ extraido da casca da castanha de caju por uso de solventes e tratamentos
por pressao a baixa temperatura, ndo ocorrendo modificagdo quimica, ou seja, representa
os constituintes originais encontrados na natureza. Este tipo de LCC é composto por uma

mistura complexa de compostos fenolicos, como representado na Figura 2, onde hé o
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predominio de 4cido anacardico (60-70%), cardanol (10-20%), cardol (3-10%) e 2-
metilcardol (2-5%) (De Carvalho et al., 2019).

Refluxo a 180-200°C

| |

OH OH OH OH
COOH H,C
CysHap CisH; ., OH CisHan  OH CisHay
Acido anacirdico Cardanol Cardol 2-metilcardol
Lec 60-70% 10-20% 3-10% 2-5%
Lcc - 60-70%% 10-20% 2-5%

técnico
Fonte: Marina S. Schibichewski

Figura 2. Estruturas quimicas e propor¢des dos principais constituintes do LCC natural e LCC
técnico representadas em percentagem (%). Informagdes retiradas do trabalho de Carvalho et al.,
2019.

Por outro lado, quando as castanhas sdo submetidas a temperaturas em torno de
180-190 °C, como no processo de tostagem da castanha de caju, o acido anacardico
converte-se em cardanol, produzindo o LCCt, subproduto pouco valorizado na cadeia
produtiva do caju. O LCCt possui uma maior concentracao de cardanol, que pode chegar
a 60-70% do total, enquanto a concentracdo de cardol e 2-metilcardol ¢ reduzida para
aproximadamente 10-20% e 2-5%, respectivamente (Figura 2) (De Carvalho et al., 2019).
O refinamento melhora suas propriedades cosurfactantes, tornando-o mais eficiente na
formacao e estabilizagdo de emulsdes, o que ¢ particularmente valorizado em aplicacdes
industriais que requerem alta pureza e desempenho consistente (Atta et al., 2017; Bragoni

et al.,2018; Masood et al., 2022).

4.3.2. Atividade larvicida do LCCt

\

O LCCt tem sido estudado hd vérios anos devido a sua atividade larvicida
potencial, mas os resultados experimentais tém mostrado variagdes significativas em sua
eficacia. Devido a sua baixa solubilidade, modificacdes quimicas sdo necessdrias para
que se possa aplicar esse bioativo no meio aquoso. Em estudo feito por De Carvalho et
al. (2019), foi observado atividade larvicida do LCCn, LCCt e seus principais
constituintes, onde o LCCt se destaca por ser um residuo, com um CLso-24nde 19,76 mg/L.

No nosso grupo de pesquisa, varias formulagdes com LCCt foram sintetizadas

com o objetivo de otimizar a solubilidade do produto enquanto se maximiza a eficacia
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sobre larvas. Inicialmente, Jorge et al. (2020) sulfonaram o LCCt com acido sulfurico
fumegante e hidroxido de sodio, resultando na sintese do LCCt sulfonato de sédio
(LCCtSNa). No entanto, este composto ndo demonstrou atividade larvicida, o que limitou
seu uso pratico. A combinagdo do LCCtSNa com o LCCt original (mistura LCCtSNa +
LCCt) apresentou boa solubilidade, mas a¢cdo observada sobre larvas foi baixa, com uma
CLso-24 n (concentracao letal para 50% das larvas em 24 h) de 110,6 mg/L (100,8-120,4),
indicando a necessidade de ajustes na formulagao.

Diante disso, Nascimento ef al. (2022) exploraram a neutralizacao parcial (30%)
do LCCt utilizando varias substancias alcalinas, como KOH, NaOH, monoetanolamina
(MEA), dietanolamina (DEA) e trietanolamina (TEA). Esses experimentos revelaram
uma relevante atividade larvicida, sendo o LCCtNa um dos compostos mais promissores
com uma CLso-4sh de 2,65. No entanto, esse produto apresentou problemas relacionados a
solubilidade, precipitando em agua e comprometendo a sua aplicagdo pratica.

Diante desses desafios, a pesquisa prosseguiu com analises adicionais no LCCtNa
para determinar a melhor porcentagem de neutralizagdo (variando de 1% a 100%) que
maximiza a atividade larvicida enquanto utiliza a menor concentragdo possivel de sal. Os
resultados indicaram que, apesar de consideravel atividade larvicida com a neutraliza¢ao
parcial, a formulagdo final ainda precisava de ajustes para garantir uma solubilidade
adequada.

Esses estudos evidenciam a complexidade envolvida na formulacao de compostos
larvicidas eficazes e a importancia de otimizar tanto a atividade quanto a solubilidade
(Lucia et al., 2020). Assim, embora tenham sido feitos progressos significativos, o
desenvolvimento de um produto que combine alta atividade larvicida com solubilidade
adequada continua sendo um objetivo crucial para o controle eficaz de larvas de
mosquitos.

Dado que as formulagdes anteriores apresentaram limitagdes, especialmente
relacionadas a solubilidade, novas abordagens foram exploradas. Para superar esse
desafio, a pesquisa concentrou-se na utilizacdo do LSS como surfactante, formando

micelas capazes de solubilizar o LCCt e potencializar sua atividade larvicida.
4.4. Surfactantes: Papel na formulacio de Larvicidas

Os surfactantes sdo compostos que possuem em uma variedade de aplicagdes
industriais e cientificas devido a sua capacidade de alterar as propriedades superficiais e

interfaciais dos liquidos (Karsa e Houston, 2006; Kronberg et al., 2014). Estes compostos
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sdo utilizados em produtos de limpeza, cosméticos, farmac€uticos ¢ até mesmo na
industria alimenticia (Taboada et al., 2001). A estrutura quimica desses agentes
tensoativos € caracterizada por uma parte hidrofilica e outra parte hidrofébica (Figura 3a),
o que lhes permite reduzir a tensdo superficial dos liquidos em que estdo presentes

(Salager, 2002).

Cabeca hidrofilica @)

|

p—i
Cauda hidrofébica

Micela

Fonte: PSIBERG team. Adaptado por Marina S. Schibichewski

Figura 3. Ilustragdo da estrutura de surfactantes e arranjo micelar em solugdo aquosa: (a)
Representacdo esquematica de um surfactante com cabega hidrofilica e cauda hidrofobica; (b)
Organizagdo de micelas em solugdo, com as cabegas orientadas para o meio aquoso ¢ as caudas
no interior hidrofoébico. Imagem utilizada com a devida autorizacao para uso.

A tensao superficial ¢ uma medida da for¢a que atua na superficie de um liquido,
influenciando a forma como o liquido interage com outras substancias e superficies. Em
liquidos puros, essa forga resulta da atragdo intermolecular entre as moléculas na
superficie (Phan ef al., 2018). No entanto, quando surfactantes sdo adicionados a um
liquido, eles se orientam na interface entre o liquido e o ar, reduzindo a for¢a de coesdo
entre as moléculas do liquido e, consequentemente, diminuindo a tensdo superficial
(Alvarez-Silva et al., 2010). Essa reducgdo facilita processos como a formagdo de
espumas, emulsoes e a dispersao de particulas.

Os surfactantes sdo classificados em vdarias categorias, incluindo anidnicos,
cationicos, ndo-idnicos e anfotéricos, com cada tipo exibindo diferentes propriedades e
comportamentos (Kronberg et al., 2014). O LSS, um surfactante anionico, foi selecionado
por sua capacidade de formar micelas que encapsulam compostos hidrofébicos, como o
LCCt, aumentando sua solubilidade em meio aquoso. Além disso, reduz
significativamente a tensdo superficial da dgua, evidenciando sua eficacia como agente
tensoativo (Nirmala et al., 2021; Prihapsara et al., 2019). A concentragdo a qual essa

redugdo atinge o seu maximo ¢ conhecida como concentragdo micelar critica (CMC)
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(Hamed et al., 2020). Acima dessa concentragdo, a adicdo de mais surfactante nao resulta
em uma diminui¢do adicional significativa da tensao superficial, mas pode aumentar a
formagdo de micelas (Figura 3b), que sdo estruturas agregadas de surfactantes que ajudam
na solubilizacdo de substancias com baixa solubilidade em agua (Kronberg et al., 2014).

Além de sua influéncia na tensao superficial, os surfactantes também afetam a
condutividade elétrica das solugdes em que estdo presentes. Em uma solucdo, a
condutividade ¢ determinada pela presenga e mobilidade de ions. Surfactantes,
especialmente os anidnicos como o LSS, dissociam-se em ions quando dissolvidos em
agua, aumentando o numero de ions livres na solugdo (Aleiner e Us’yarov, 2010). Esse
aumento na concentracao de ions resulta em uma maior condutividade elétrica. Assim, a
medi¢do da condutividade de uma solugdo pode ser usada para monitorar a concentragao
de surfactante e avaliar a formagdo de micelas e outros fendmenos relacionados (Alvarez-
Silva et al., 2010). Portanto, a acdo dos surfactantes reduz a tensdo superficial ao alterar
interacoes moleculares e aumenta a condutividade pela dissociagdo em ions.

O potencial zeta ¢ outra medida crucial para entender a estabilidade coloidal de
dispersoes e emulsdes, pois reflete a carga elétrica superficial das particulas em suspensao
(Bhattacharjee, 2016). Valores elevados de potencial zeta indicam repulsdo entre
particulas, promovendo a estabilidade da dispersdo, enquanto valores baixos sugerem
uma tendéncia a agregagdo, o que pode comprometer a eficdcia do produto final
(Matusiak e Grzadka, 2017). Os valores do potencial zeta podem ser positivos ou
negativos, dependendo da carga elétrica das particulas em suspensdo. Particulas
carregadas positivamente apresentardo um potencial zeta positivo, enquanto particulas
carregadas negativamente terdo um potencial zeta negativo (Carneiro-da-Cunha et al.,
2011).

Além disso, propriedades relacionadas a carga superficial das particulas podem
estar associadas a fenomenos Opticos em sistemas coloidais, como o efeito Tyndall. Esse
fendmeno ¢ caracterizado pela dispersao da luz visivel quando particulas coloidais de
tamanho inferior ao comprimento de onda da luz (400 a 760 nm) interagem com a
radiagdo incidente, permitindo analises importantes sobre a natureza dessas suspensoes.
Quando essas particulas estdo presentes, a luz incidente ¢ dispersa, tornando visivel o
feixe luminoso que atravessa o meio coloidal. Em contraste, em liquidos homogéneos,
como a agua deionizada, onde ndo ha particulas dispersas, o feixe de laser permanece
invisivel (Xiao et al., 2019). Recentemente, a técnica de dispersdo baseada no efeito

Tyndall tem se mostrado uma ferramenta promissora para analises qualitativas de alta

14



sensibilidade, aliando portabilidade e baixo custo. Estudos demonstraram que € possivel
detectar diversas substancias modelo utilizando apenas uma caneta apontadora a laser
como fonte de luz (Sun et al., 2022).

Outra técnica empregada na caracterizacdo de surfactantes ¢ o espalhamento
dindmico de luz (EDL), fornecendo informacgdes detalhadas sobre o tamanho
hidrodinamico das micelas formadas em solu¢do e sobre sua distribuicdo de tamanhos
(Rahdar et al., 2019). Além disso, o EDL gera dados sobre a polidispersidade do sistema,
que reflete a distribuicdo de tamanhos das particulas, sendo um indicador crucial para
avaliar a homogeneidade de amostras (Farkas e Kramar, 2021). A técnica também pode
monitorar processos dinamicos, como agregagao, crescimento de particulas e interagdes
intermoleculares, em funcdo de variagdes de temperatura, pH ou concentragdo, sendo
eficiente na identificagdo de estados metaestaveis ou de equilibrio dindmico no sistema
analisado (Babick, 2020).

A espectroscopia de absor¢dao no UV-vis e a Fluorescéncia também sdo exploradas
no rastreamento de surfactantes em modelos bioldgicos (Li e Lee, 2019). A UV-vis
permite identificar e quantificar o surfactante por meio de sua absor¢do caracteristica
(Mabrouk et al., 2023). A fluorescéncia, com o uso de surfactantes fluorescentes ou
funcionalizados, possibilita rastrear sua distribui¢do e comportamento em organismos
vivos. Alteragdes na intensidade ou no comprimento de onda de emissdo fornecem
informacgodes sobre interagdes com membranas celulares ¢ mudangas no microambiente,
como polaridade e viscosidade, tornando essas técnicas eficientes para estudar a dindmica
do surfactante em sistemas bioldgicos (Zhang et al., 2021).

Portanto, o desenvolvimento de alternativas sustentaveis para o controle do Ae.
aegypti deve priorizar abordagens que aliem eficdcia bioldgica e responsabilidade
ambiental. A integracdo de bioprodutos naturais ou biodegradaveis com surfactantes
surge como uma estratégia promissora, minimizando impactos ambientais negativos e

promovendo solugdes ecologicamente responsaveis.
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Resumo

Este estudo avaliou o potencial larvicida do Liquido da Casca de Castanha de Caju técnico
(LCCt) e de seu derivado neutralizado (LCCtNa50) em combinacdo com diferentes
surfactantes para o controle de Aedes aegypti. Os bioprodutos foram testados em termos
de solubilidade e eficacia larvicida em solugdes contendo Tween 80, Span 80, Lauril
Sulfato de Sodio (LSS) e Brometo de Cetiltrimetilamoénio (CTAB). Os resultados
indicaram que o LSS associado ao LCCt apresentou melhor solubilidade e atividade
larvicida. Assim, o uso desse bioproduto surge como uma alternativa promissora para o
controle do vetor, embora ajustes adicionais sejam necessarios para aprimorar a

formulacao.

Palavras-chave: Produto larvicida; Aedes aegypti; Residuo agroindustrial; Solubilidade.

1. Introducao

A intensificagdo das atividades agricolas e industriais, impulsionada pelo
crescimento populacional, tem gerado grandes volumes de residuos agroindustriais, que
frequentemente sao descartados de forma inadequada ou subutilizados (Yafetto, 2023).
Em muitos casos, esses residuos sao destinados apenas a alimentagdo animal ou
simplesmente descartados, contribuindo para impactos ambientais significativos e no
subaproveitamento de seu potencial econdomico (Nigam et al., 2009; Kermani et al.,
2015).

Diante desse cendrio, alternativas inovadoras e sustentiveis para o

reaproveitamento desses residuos sdo de interesse cientifico, especialmente devido a
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presenga de compostos bioativos, como fendis e carotenoides, em sua composi¢ao
(Shirahigue et al., 2020). Esses compostos apresentam propriedades quimicas e
bioldgicas promissoras, com propriedades larvicidas naturais, que constitui uma solug¢ao
eficaz e ambientalmente sustentavel no controle de vetores de doencas (Carvalho et al.,
2019; Kala et al., 2019; Jorge et al., 2020). Além disso, essa abordagem tem o potencial
de reduzir a dependéncia de produtos quimicos sintéticos, contribuindo tanto para a satde
publica quanto para a preservacao ambiental.

O Aedes aegypti ¢ um dos principais vetores transmissores de arboviroses,
predominando em 4reas tropicais e subtropicais, onde sua elevada capacidade de
proliferagao favorece a rapida disseminagdo de virus entre a populagdo, representando
um desafio critico para a satde publica (Abdullah et al., 2024; Barradas Mores et al.,
2020; Zara et al., 2016). Diante desse cenario, estratégias de controle dessas arboviroses
concentram-se no uso de agentes quimicos, visando a reducao da populagdo em diferentes
estagios de desenvolvimento (Zara et al., 2016). No entanto, o uso desses
larvicidas/inseticidas sintéticos resultou em resisténcia nas populacdes de Ae. aegypti,
além de demonstrar toxicidade para organismos ndo-alvo e impactos ambientais adversos
(Thanispong et al., 2024; Lesmana et al., 2022).

Neste contexto, o Liquido da Casca da Castanha de Caju técnico (LCCt) vém
sendo estudado como uma alternativa promissora, associando o reaproveitamento de
residuos agroindustriais a aplicagdo pratica no controle de vetores. Esse subproduto ¢
obtido durante o processamento térmico da castanha de caju (Anacardium occidentale
L.), em temperaturas entre 180 ¢ 190 °C (Lomonaco et al., 2017). O LCCt apresenta
comprovada atividade larvicida, destacando seu potencial no combate a vetores como Ae.
aegypti. Contudo, sua elevada viscosidade e natureza hidrofébica limitam sua aplicacio
em ambientes aquaticos, tipicos dos criadouros desse mosquito. Para superar essa
limitagdao, modificagdes quimicas t€m sido exploradas, incluindo a neutralizagdo parcial
com hidroxido de s6dio (NaOH), que resulta no derivado LCCtNa50, caracterizado por
maior solubilidade em meio aquoso e potencial larvicida aprimorado.

Ainda assim, para viabilizar sua aplicagdo pratica, é necessario aprimorar sua
solubilidade em 4gua e potencializar sua eficacia larvicida. Assim, o objetivo deste estudo
foi sintetizar diferentes bioprodutos larvicidas a base do LCCt, combinando-o com

diferentes surfactantes, e avaliar sua atividade larvicida e solubilidade em meio aquoso.

2. Material e Métodos
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2.1 Sintese dos bioprodutos e teste de solubilidade

Neste estudo, foram desenvolvidos produtos a partir de dois bioativos, LCCt e sua
versdo parcialmente neutralizado com hidréxido de sodio (NaOH) denominada
LCCtNa50. O LCCt foi utilizado em sua forma pura e obtido da empresa Resibras
Industria de Castanhas Ltda. (Fortaleza-CE, Brasil).

A formulagdo das emulsdes seguiu um sistema bifasico, composto por uma fase
oleosa e uma fase aquosa. A razdo entre as fases foi mantida em 1:19 (v/v), considerando
parametros de estabilidade e eficiéncia de dispersao. A fase aquosa foi constituida de dgua
deionizada, enquanto a fase oleosa era composta por 500 mg/L de LCCt ou 200 mg/L de
LCCtNa50 em combinagdao com DMSO e os seguintes surfactantes: Tween 80, Span 80,
Brometo de Cetiltrimetilaménio (CTAB) e Lauril Sulfato de Sodio (LSS). Para as
dilui¢des de cada um dos surfactantes foram preparadas solugdes estoque a 8% (SI) e
posteriormente diluidas em 4% (S2), 2,67% (S3) e 0,4% (S20) (Anexo: Figura A1).

As emulsificagdes foram realizadas pela titulagdo das solucdes oleosas na solugao
aquosa sob constante agitacio magnética em agitador TMA 10-C (Thelga®) por 10 min.
Apoés o gotejamento, as misturas foram mantidas em agitagdo por mais 20 min. Assim,
foram obtidos nove tratamentos para cada surfactante, sendo eles: LCCt +SI; LCCt+ S2,
LCCt+ S3; LCCt + S20; LCCtNa50 +SI; LCCt Na50 + S2, LCCt Na50 + S3; LCCt Na50
+ S20. Além dos bioprodutos formulados, um controle veiculo (CV) foi preparado
utilizando os surfactantes diluidos em DMSO e 4gua deionizada, sem a adicdo dos
bioativos. Apos a preparagdo, os bioprodutos foram encaminhados para a etapa seguinte

de ensaios larvicidas.
2.2 Atividade larvicida

Para os ensaios larvicidas, foram utilizadas larvas de 3° e 4° instares (L3 e L4) de
Ae. aegypti (linhagem Rockefeller) (Anexo: Figura A2), oriundas de ovos fornecidos pela
LAFICAVE/FIOCRUZ — RJ. Esses testes foram conduzidos com uma metodologia
preliminar, visando avaliar os efeitos iniciais do composto sobre as larvas e fornecer
subsidios para experimentos futuros. As larvas foram mantidas em temperatura
controlada (25 £ 2 °C) e fotoperiodo de 12h claro/12h escuro. Com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur, 10 larvas foram transferidas para copos plasticos descartaveis contendo
50 mL de 4gua deionizada. Os experimentos foram realizados em duplicata, utilizando

concentragdes de bioativos de 25 mg/L para o LCCt e 10 mg/L para o LCCtNa50 (Anexo:
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Figura A3). E importante destacar que as concentra¢des dos bioativos permaneceram
constantes durante todo o experimento.

As variacdes nos ensaios experimentais corresponderam as diferentes
concentragdes dos surfactantes (Tween 80, Span 80, CTAB e LSS) em suas respectivas
diluicdes. Foram realizados nove tratamentos para cada surfactante, sendo eles: LCCt
+SI; LCCt+ S2, LCCt + S3; LCCt + S20; LCCtNa5S0 +SI; LCCt Na50 + S2, LCCt Na50
+ S3; LCCt Na50 + S20. Um controle veiculo (CV), correspondente aos diferentes
surfactantes utilizados, foi incluido em todos os experimentos.

A mortalidade das larvas foi realizada apos 24 e 48 h de exposigdo. A resposta
larvicida foi avaliada com base na mortalidade (%), sendo considerado morto qualquer

individuo sem resposta a estimulos mecanicos.
3. Resultados

A analise dos resultados obtidos na avaliagdo da solubilidade e atividade larvicida
dos bioprodutos formulados com diferentes surfactantes revela insights importantes sobre
a eficacia e¢ limitacoes de cada sistema. A avaliagdo inicial da solubilidade dos
bioprodutos revelou que os surfactantes Tween e LSS apresentaram excelente capacidade
de solubilidade do bioproduto, resultando em solu¢des homogéneas. O CTAB mostrou
solubilidade intermediaria, com formacao inicial de uma solu¢do aparentemente estavel,
porém observou-se a formacdo de aglomerados apos algumas horas. O Span 80 nao foi
eficaz na solubilizacdo dos bioprodutos, resultando em separagdo de fases e formacao de
aglomerados, sendo assim descartado para o ensaio larvicida. Assim sendo, os ensaios

larvicidas foram realizados com os surfactantes Tween 80, LSS e CTAB. (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de mortalidade das larvas de Ae. aegypti em diferentes tratamentos apds 24 h e 48 h.

24 h 48 h
Diluices LCCt- LCCtNa- LCCt- LCCtNa- LCCt- LCCtNa- | LCCt- LCCtNa- LCCt- LCCtNa- LCCt- LCCtNa-
Tween Tween LSS LSS CTAB CTAB Tween Tween LSS LSS CTAB CTAB
Sl 0% 0% 100% 10% 100% 100% 5% 5% 100% 15% 100% 100%
S2 0% 0% 100% 5% 100% 100% 5% 0% 100% 25% 100% 100%
S3 0% 0% 95% 15% 100% 100% 0% 5% 95% 35% 100% 100%
S20 0% 0% 30% 5% 40% 15% 5% 0% 30% 5% 60% 25%

S| - Solugéo Inicial; S2 — Sl diluida 2 X; S3 — Sl diluida 3 X; S20 — Sl diluida 20 X. Fonte: Autora.

Embora o Tween 80 tenha mostrado boa solubilidade, sua atividade larvicida foi
insignificante, com mortalidade inferior a 10% em todos os tratamentos. O CTAB, apesar
de apresentar solubilidade inicial intermediaria, observou-se mortalidade expressiva no
controle contendo apenas CTAB, indicando que a toxicidade observada estava

relacionada ao proprio surfactante e ndo aos bioprodutos. Este efeito toxico do CTAB
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limita sua aplicabilidade, pois dificulta a distingdo entre a eficacia do bioproduto e a

toxicidade do surfactante.

Por outro lado, o LSS destacou-se tanto pela solubilidade eficaz quanto pelo
desempenho larvicida superior. Nesse contexto, o LCCt combinado com o LSS
demonstrou maior eficacia em comparacdo ao LCCtNa50, alcangando 95% de
mortalidade na concentracao S3, apds 24 h (Tabela 1). Esse resultado ¢ particularmente
relevante, pois indica a viabilidade de um processo produtivo simples, aumentando a

eficiéncia do larvicida e potencializando sua aplicagdo pratica.
4. Discussao

A avaliagdo comparativa dos surfactantes demonstrou comportamentos distintos
em termos de solubilidade e atividade larvicida, refletindo diferencas nas interagdes
quimicas entre os bioativos e as propriedades dos surfactantes testados.

O Tween 80, apesar de demonstrar capacidade de solubilizacdo, observou-se uma
reducdo da atividade larvicida. Isso pode ter ocorrido porque os fendis, presentes no
LCCt, atuam como co-surfactantes (Chagi et al., 2010; Veeramanoharan ¢ Kim, 2024).
Nesse contexto, os cardandis podem ter se integrado a estrutura da micela junto com o
Tween, em vez de apenas interagir com a micela, seja na superficie ou em seu interior
(core). A baixa polaridade dos cardanois pode ter retardado sua liberagdo da micela,
resultando em uma redug¢ao da atividade larvicida (Carvalho et al., 2019).

Por outro lado, o Span 80 ndo conseguiu solubilizar adequadamente o LCCt,
resultando em separacao de fases e formagao de aglomerados. Devido ao seu baixo valor
de Balango Hidrofilico-Lipofilico (HLB), o Span 80 ¢ mais adequado para emulsdes do
tipo agua-em-oleo (water-in-oil), onde sua funcao principal ¢ estabilizar a fase oleosa.
Para garantir a estabilidade em emulsdes agua-em-o6leo, € necessario ajustar a propor¢ao
de Span 80 em relacdo aos outros componentes da formulagao, como os surfactantes da
fase aquosa e os bioativos (Najib et al., 2022).

O CTAB, apresentou solubilidade intermediaria, com formagao inicial de solugdes
homogeéneas, porém com aglomeragao apds algumas horas. Isso se deve ao fato de que,
em geral, os surfactantes cationicos tém solubilidade em agua inferior a de surfactantes
anidnicos, o que provavelmente causou sua baixa solubilidade em agua (Zakharova et al.,
2019). De acordo com Rashid (2019), a concentragao micelar critica (CMC) do CTAB ¢
fundamental para sua eficacia. Quando a concentragdo esta abaixo da CMC, as moléculas

do surfactante permanecem principalmente como mondmeros, o que dificulta a
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solubilizagdo do dleo (Al-Soufi et al., 2021). Este comportamento também sugere uma
estabilidade limitada da emulsdo ao longo do tempo, possivelmente devido a interagdes
eletrostaticas ou a natureza cationica do CTAB, que podem influenciar na estabilidade
coloidal. Além disso, a toxicidade observada no controle sugere que o CTAB possui uma
toxicidade para larvas, dificultando a distingdo entre os efeitos do surfactante e dos
bioativos.

Entre os surfactantes avaliados, o LSS destacou-se tanto pela solubilidade eficaz
quanto pela atividade larvicida. Compostos fendlicos, como o LCCt, solubilizam-se em
micelas anidnicas proximo a barreira polar, posicionando seu grupo hidroxila no ambiente
aquoso junto as cabecas polares de surfactantes anidnicos ou dentro do nucleo
hidrofébico, mas proximo a interface nicleo-adgua (Talens-Alesson et al., 2006). Além
disso, esses compostos exibem um comportamento co-surfactante, influenciando a
organizagdo e as propriedades das micelas. Assim, o LSS como surfactante anidnico,
apresentou elevada capacidade de diluicao, atribuida a conformacgao micela junto ao LCCt
(Zhang, 2024). Essa nanoencapsulacao facilitou a liberagdo do bioativo no meio aquatico,
promovendo a mortalidade das larvas. As micelas desempenham um papel crucial ao
estabilizar compostos hidrofobicos, como o LCCt, em solugdo aquosa, aumentando sua
biodisponibilidade e intensificando sua agdo larvicida (Zhang, 2024). Além disso, a
interacao entre o LSS e o LCCt pode ter promovido uma liberagdo mais controlada do
principio ativo, otimizando a eficécia do bioproduto no controle do vetor.

Ainda, deve-se considerar o potencial de aplicacdo desse bioproduto em outras
localidades, como as regides tropicais e subtropicais, com o objetivo de controlar os
vetores dessas doencas (Oliveira et al., 2021). Esses paises enfrentam desafios
semelhantes no manejo de residuos agroindustriais € na necessidade urgente de solucdes
sustentaveis para o controle de vetores (Abdullah et al., 2024). Contudo, ¢ fundamental
considerar que a replicabilidade em diferentes contextos exige adaptacoes, levando em
conta as variagdes locais na composicao dos residuos e as especificidades nos métodos

de produgao.
5. Conclusao

Os resultados permitiram concluir que o LSS ¢ um surfactante promissor para
diluicdo do LCCt, mantendo a atividade larvicida sobre Ae. aegypti. Especificamente, a
combinac¢do de LSS com LCCt resultou em 95 % de mortalidade larval na concentragdo

S3 das condigdes testadas. Este achado sugere que o LSS ndo apenas facilita a
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solubilizagdo do LCCt, mas também potencializa sua eficacia biologica. Estudos futuros
devem focar na otimizagdo da formulagdo, considerando tanto a eficacia quanto a

sustentabilidade ambiental.
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Resumo

O mosquito Aedes aegypti € vetor de diversas arboviroses, e tem demonstrado crescente
resisténcia a inseticidas quimicos convencionais. Nesse contexto, residuos
agroindustriais, como o Liquido da Casca da Castanha de Caju técnico (LCCt),
apresentam potencial para o desenvolvimento de larvicidas sustentaveis devido as suas
propriedades bioativas. No entanto, sua alta viscosidade e hidrofobicidade limitam sua
aplicacdo direta em ambientes aquaticos, onde as larvas se desenvolvem.Este estudo teve
como objetivo analisar as caracteristicas fisico-quimicas uma formulagdo larvicida
baseada em LCCt e avaliar sua eficacia contra Ae. aegypti. O bioproduto (LCCtL) foi
sintetizado por emulsdo de LCCt com Lauril Sulfato de Sédio (LSS) e Dimetilsulfoxido
(DMSO) visando melhorar sua solubilidade em meio aquoso. A caracterizagdo fisico-
quimica incluiu analises de tensdao superficial, condutividade elétrica, potencial zeta,
tamanho hidrodinamico das micelas, indice de polidispersidade (PDI), efeito Tyndall,
espectroscopia de absor¢do no UV-Vis e fluorescéncia. Ensaios larvicidas determinaram
os valores de CLso (abaixo de 10 mg/L) e CLo (abaixo de 17 mg/L) sob condigdes
laboratoriais € em campo, demonstrando alta eficacia. A microscopia de fluorescéncia
confocal revelou a presenga do bioproduto nos sistemas digestdrio e excretor das larvas.
Os resultados indicaram que o LCCtL € um bioproduto soluvel e eficaz, formando uma
solucao coloidal estavel na dilui¢ao de 10 x com micelas nanométricas fluorescentes. Sua
eficacia foi comprovada tanto em condi¢des controladas quanto ndo controladas,

reforcando seu potencial como ferramenta inovadora para o controle sustentavel do vetor.
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No entanto, estudos adicionais s3o necessarios para avaliar a seguranga ambiental do

bioproduto em organismos nao-alvo, visando a implementacao segura desta tecnologia.

Palavras-chave: Bioproduto; Controle de vetores; Ecossustentabilidade; Nanoemulsao.

1. Introducio

Os mosquitos e as doengas que transmitem constituem uma séria ameaca a saude
publica e um impacto econdmico global, especialmente nos paises tropicais e subtropicais
(Costa et al., 2018). O Aedes aegypti ¢ uma espécie conhecida por sua rapida capacidade
de reproducdo, onde as fémeas depositam ovos em recipientes com dgua parada. Por isso,
esse vetor ¢ altamente adaptado ao ambiente urbano, possuindo condi¢des propicias para
sua proliferagdo como vasos de plantas, pneus abandonados, recipientes descartados e até
mesmo em pogas d'dgua (Diallo e Diallo, 2020; Raji et al., 2019; Swan et al., 2018). Essa
plasticidade ecoldgica contribui para sua persisténcia e expansdo, tornando o controle do
vetor um desafio continuo e aumentando significativamente o risco de disseminagdo de
arboviroses.

Estudos populacionais indicam que o Ae. aegypti tem apresentado variagdes
genéticas associadas a mecanismos de resisténcia aos principais inseticidas quimicos
utilizados em seu controle (Brito et al., 2020; Conway et al., 2023). Embora esses
produtos tenham sido tradicionalmente empregados para reduzir as populacdes de
mosquito, ¢ importante ressaltar que eles sdo substincias toxicas capazes de causar
impactos adversos no meio ambiente (Martinez-Mercado et al., 2022). Além disso, alguns
inseticidas podem persistir no ambiente por longos periodos, causando danos a longo
prazo (Abe et al., 2019). Por isso, o desenvolvimento de estratégias inovadoras ¢ e
sustentaveis sdo fundamentais para o controle desse vetor.

Pesquisas com produtos oriundos de fontes naturais vegetais, constituem uma
alternativa viavel como larvicida (Prophiro et al., 2021; Silvério et al., 2020). Deste
modo, podemos destacar os originados de Anacardium occidentale, popularmente
conhecido como cajueiro, cujos compostos apresentam acao larvicida sobre o Ae. aegypti
(Jorge et al., 2022; Rajam et al., 2023). Da castanha do cajueiro ¢ extraido um 6leo, por
meio de solventes, denominado Liquido da Casca da Castanha de caju natural (LCCn),
constituido majoritariamente por acido anacéardico (Vani ef al. 2018). Entretanto, quando
as castanhas sdo submetidas a temperaturas elevadas ocorre uma reagdo de

descarboxilagdo do acido anacardico, convertendo-se em cardanol, formando o Liquido
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da Casca da Castanha de caju técnico (LCCt) (Eke er al, 2021). Esse residuo
agroindustrial ¢ de baixo custo e ampla disponibilidade, sendo seu uso uma promissora
alternativa aos inseticidas quimicos tradicionais, pois apresenta potencial larvicida eficaz,
sendo uma fonte renovavel e sustentdvel (Nascimento ef al., 2024).

O LCCt tem sido estudado como uma fonte potencial de biossurfactantes, atuando
como agente emulsificante e estabilizador de formulacdes (Obuebite et al., 2022). Essa
abordagem representa inovacdo tanto para a indUstria quimica quanto para a saude
publica, alinhando-se aos principios da Quimica Verde e contribuindo para solu¢des mais
seguras ¢ sustentaveis (Ventapane e Santos, 2021). Além disso, os biossurfactantes
derivados do LCCt sdo caracterizados por sua biodegradabilidade e baixa toxicidade, o
que contribui para a reducdo do impacto ambiental associados ao uso de pesticidas
convencionais (Nascimento ef al., 2022).

No entanto, utilizar o LCCt como uma opg¢do para o controle do inseto em
ambientes aquaticos apresenta desafios devido a sua alta viscosidade e baixa solubilidade
em agua (Jorge et al., 2022). Portanto, modifica¢des quimicas sao necessarias para alterar
as suas propriedades fisico-quimicas e torna-lo mais eficiente no meio aquoso. Dentre as
formas de solubilizagdo do LCCt € por meio do uso do surfactante anionico Lauril Sulfato
de Sodio (LSS), sendo seu uso comum em produtos de limpeza, como sabonetes e
detergentes. Ele atua como um agente emulsificante, promovendo a solubilizagao de 6leos
viscosos em agua por meio da formac¢do de micelas, onde as moléculas hidrofobicas sao
encapsuladas em seu interior (Prihapsara et al., 2018).

Nesse contexto, € essencial investigar a interacao entre o LCCt e o LSS, pois essa
combina¢cdo pode gerar moléculas com propriedades fisico-quimicas e biologicas
aprimoradas. Assim, este estudo propde a formulacdo e caracterizagdo do LCCtL, uma
versdo solubilizada do LCCt, explorando a acdo do surfactante para melhorar sua
solubilidade e eficacia larvicida sobre o Ae. aegypti. O objetivo desse trabalho ¢ avaliar
as caracteristicas fisico-quimicas do LCCtL e determinar sua eficacia larvicida,
contribuindo para o desenvolvimento de uma solucdo sustentavel e inovadora para o

controle do vetor.
2. Material e Métodos
2.1. Formulac¢ao do LCCtL

O LCCt ¢ um 6leo viscoso resultante da tostagem das castanhas, subproduto da

industria do caju. Para facilitar sua aplicagdo em sistemas aquosos ¢ potencializar sua
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atividade bioldgica, foi desenvolvida uma nanoemulsdo (LCCtL) utilizando o surfactante
anionico LSS e o solvente Dimetilsulfoxido (DMSO). A nanoemulsdao foi preparada
misturando a fase oleosa com a fase aquosa em uma propor¢do de 1:19 (v/v). A fase
aquosa foi constituida de 4dgua deionizada, enquanto a fase oleosa era composta por
10.000 mg/L de LCCt, 130 mM de LSS e 5% (v/v) de DMSO. A escolha dessas
concentragdes foi baseada em estudos preliminares que indicaram melhor estabilidade e
eficacia larvicida nessas condigoes.

O processo de emusificacdao foi realizado pela titulagdo da solugdo oleosa na
solucdo aquosa sob constante agitagdo mecanica modelo 715 (Fisatom Equipamentos
Cientificos Ltda) a 500 rpm durante 10 min (Anexo: Figura A4). Apos o gotejamento, a
mistura foi mantida em agitacdo por mais 20 min, resultando na formagdo de uma
nanoemulsdo estavel ao final do processo.

2.1.1. Otimizacao da Formulacio

Durante o desenvolvimento da formulagdo, foram realizados alguns
aprimoramentos prévios na formulagdo com o objetivo de contribuir para a logistica
futura do produto e seu transporte, garantindo maior estabilidade e viabilidade de
aplicagdo. Inicialmente, utilizou-se 5.000 mg/L de LCCt, 65 mM de LSS e 2,5% de
DMSO com a 500 rpm. Posteriormente, as concentracdes de LSS e DMSO foram
dobradas para 130 mM e 5%, respectivamente mantendo-se a mesma concentracdo de
LCCt. Finalmente, dobrou-se a concentragdo do LCCt para 10.000 mg/L, estabelecendo
a formulacdo final. Além disso, foram testadas diferentes rotagcdes durante a preparagao,
com 500 rpm e 1.000 rpm. Portanto, com base na atividade larvicida preliminarmente
verificada, a formulagdo mais eficiente foi alcangada utilizando 130 mM de LSS em 5%

de DMSO, 10.000 mg/L do bioativo LCCt e uma rotag@o de 500 rpm.
2.2. Caracterizacao fisico-quimica do LCCtL
2.2.1. Propriedades Superficiais e Elétricas

Para avaliar as propriedades fisico-quimicas da nanoemulsao formulada, foram
realizadas andlises de potencial zeta, condutividade elétrica e tensdo superficial em
amostras do LCCtL puro (10.000 mg/L) e em dilui¢des de 10, 100 e 1.000 x (Anexo:
Figura AS), a fim de caracterizar diferentes concentragdes do produto e observar suas
variagdes comportamentais.

As medidas de potencial zeta e condutividade elétrica nas amostras foram

realizadas utilizando o analisador de particulas Zetasizer NanoZS ZEN3600 (Malvern
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Instruments Ltda), que mede a mobilidade eletroforética das particulas dispersas para
aplicacdo da equagao de Henry.

A tensdo superficial foi determinada pelo método da gota pendente, empregando
o equipamento OCA 15 (Optical Contact Angle) da DataPhysics Instruments. Este
método permite determinar os parametros da gota e aplicar a equacao de Young-Laplace.
A Figura 1 apresenta as imagens das gotas pendentes utilizadas para o calculo da tensao
superficial, mostrando as amostras de (a) LCCtL puro e suas dilui¢des em (b) 10 X, (c)
100 x e (d) 1.000 x. Essas imagens ilustram as diferencas nas propriedades interfaciais

entre as diferentes concentragoes.

(a) . (b) ‘

(©) I ’ (d I ’
Figura 1. Imagens das gotas pendentes utilizadas para o calculo da tenséo superficial das amostras
de LCCtL em diferentes diluigdes. As imagens mostram as gotas pendentes de (a) LCCtL puro
(10.000 mg/L) e das diluicdes em (b) 10 %, (c) 100 x e (d) 1.000 x, analisadas pelo método de

Young-Laplace. As variacdes nos parametros da gota refletem diferencas nas propriedades
interfaciais das amostras. Fonte: Glenda Biasotto Porzani.

2.2.2. Avaliacao Coloidal por efeito Tyndall

O efeito Tyndall, que consiste na dispersao da luz por particulas coloidais, foi
utilizado para verificar a presenca de nanoparticulas na nanoemulsdo. O feixe de laser se
torna invisivel ao ser incidido em agua deionizada, que ndo possui particulas dispersas
(Xiao et al., 2019).

Para a realizagdo do experimento, um feixe de laser verde com comprimento de
onda de 532 nm (JD®) foi incidido sobre as amostras em ambiente escuro. O efeito
Tyndall foi empregado para verificar a presenga de nanoparticulas. Nesse contexto,

preparou-se uma solucdo de LCCtL a 25,5 mg/L, que corresponde a maior concentragao
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utilizada nos testes biologicos, além de uma amostra de agua deionizada ¢ o controle
veiculo (CV) (LSS + DMSO), acondicionadas em uma cubeta de quartzo de quatro faces
polidas. Ambas as amostras foram comparadas com o bioproduto, permitindo a realiza¢ao

de uma analise qualitativa do fendmeno de dispersao da luz.
2.2.3. Espalhamento dinimico de luz (EDL)

A amostra de LCCtL na concentragao de 25,5 mg/L foi diluida em solugao de agua
destilada com NaCl (10 mM), em propor¢ao de 1.900 pL da solugdo salina para 100 uL
de LCCtL. O espalhamento dindmico de luz (EDL) determinou a distribui¢ao de diametro
hidrodinamico (Dh) e indice de polidispersao (PDI), estabelecido por meio do
equipamento Zetasizer Nano-Zs ZEN 3600 (Malvern Instruments Ltda) com optica NIBS
(Non-Invasive Backscatter) (Anexo: Figura A6). As medi¢cdes foram realizadas em
triplicata por meio de uma cubeta de eletroforese (DTS1070), onde a temperatura foi
mantida a 25 C°. O equipamento opera com laser de 633 nm e detecta a luz espalhada nos
angulos de 90° e 173°. As analises foram conduzidas no Laboratorio de Quimica de
Superficie e Moléculas Bioativas (QSMB) da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul (UFMS).

2.2.4. Espectroscopia de absorcdo no ultravioleta/visivel (UV-vis) e

Fluorescéncia

Para as analises espectroscopicas, 2 mL da amostra de LCCtLna concentragao
25,5 mg/L foram acondicionadas em cubetas de quartzo de quatro faces polidas com 10
mm de caminho Optico. A espectroscopia de absor¢ao UV-Vis foi realizada utilizando o
espectrofotometro Lambda™ 265 UV/Vis (Anexo: Figura A7) e foi realizado o baseline
(“blank”) com o diluente e em seguida coletado o espectro de absor¢do da amostra diluida.
Posteriormente, foi realizada a medida de fluorescéncia (FluoroMate FS-2, SCINCO
Ltda.) (Anexo: Figura A8) da amostra, conforme os pardmetros da Tabela 1, e os dados
normalizados para uma escala de 0 a 1.

Tabela 1. Parametros de fluorescéncia.

Parametros Valores
Voltagem 600 V
Tempo de integragao 50 ms
Velocidade de digitalizagao 600 nm/min
Largura da fenda de excitacao 5nm
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Largura da fenda de emissao 5 nm
Excitacao 275 nm

Emissao 285-530 nm

Fonte: Autora.

2.2.5 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

O LCCtL e seus componentes foram caracterizados por espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) em um espectrometro infravermelho
Agilent Cary 630 (Santa Clara, California, EUA) (Anexo: Figura A9), com o auxilio de
um acessorio de refletancia total atenuada (ATR) com cristal de diamante. Inicialmente
foi realizado o “background” antes de coletar o espectro de cada amostra no modo
transmitancia. As amostras de CV (LSS+DMSO) e do bioproduto (concentrado a 10.000
mg/L) foram secas em estufa a 60°C por 24 h para realizag@o das analises. O CV foi obtido
em forma de po, enquanto o LCCtL e o LCCt permaneceram em estado pastoso. Os
parametros foram definidos para o CV em 12 varreduras no intervalo de 2.000 a 900 cm”
!, com resolugdio 4 cm™ com passo de 0,5 cm™. Para o LCCt puro e bioproduto foram
estabelecidos os parAmetros em resolucdo de 16 cm™!, passo de 0,5 cm™, no intervalo de
2.000 a 900 cm™ e em 12 varreduras.

2.2.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV) do bioproduto LCCtL

Para a caracterizacdo morfologica do bioproduto LCCtL foram depositadas gotas
da solucdo de LCCtL (25,5 mg/L) e do CV sobre “stub” de silicio. As amostras foram
deixadas em repouso por 24 h a temperatura ambiente para secagem e fixacao adequadas.
ApoOs a secagem os “stubs” foram colocados em uma placa de latdo (Anexo: Figura A10a)
e revestidas com uma fina camada de ouro depositada pela evaporadora (Denton Vacuum
Desk IIT) (Anexo: Figura A10b). Apds a deposi¢ao de ouro, as amostras foram levadas ao
MEYV JEOL modelo (JSM-6380LV) (Anexo: Figura A10c) e obtidas as imagens, a uma
tensao de 15 KV, distancia de trabalho de 10 mm e ampliacdes de 10.000%, 25.000% e
50.000x.

Os resultados das andlises morfologicas por MEV forneceram informagdes
detalhadas sobre as caracteristicas superficiais das amostras de LCCtL, indicando como
essas podem influenciar a interagdo do bioproduto com a larva de Ae. aegypti
contribuindo para a compreensdo de sua eficacia larvicida.

2.3. Atividade larvicida
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2.3.1. Ensaios larvicidas em condi¢oes de laboratoério

Ovos de Ae. aegypti da linhagem Rockefeller foram fornecidos pela
LAFICAVE/FIOCRUZ — RIJ disponibilizados em papéis filtro, onde permaneceram
desidratados até o momento da sua utilizagdo. Para eclosdo, os ovos foram colocados em
um recipiente plastico com dgua desclorada com ragdo triturada para peixes com 43% de
proteina bruta (JBL®), mantidos a 25+2 °C.

Os bioensaios foram realizados conforme a metodologia preconizada pela
Organizagao Mundial da Saude (WHO, 2005). Ao atingirem 3° e 4° instares (Anexo:
Figura A2), as larvas foram separadas com pipeta de Pasteur e colocadas em copos
plasticos contendo 100 ml de dgua deionizada. Inicialmente, foram conduzidos testes
preliminares para expor as larvas do mosquito a uma ampla gama de concentragdes e,
assim, determinar a faixa de atividade do material em teste. Assim, uma faixa mais estreita
com 5 concentracdes (4,5; 7; 11; 17 e 25,5 mg/L) foi utilizada para os testes definitivos.
Para cada tratamento, 4 repeticoes foram usadas com 25 larvas por réplica (n = 100).
Como controle negativo (CN) foi utilizado uma solugao de LSS e DMSO e o fipronil
(Bioinset - Insetimax®) aplicado como controle positivo (CP). As leituras de mortalidade
foram realizadas em 24 h e 48 h apds o inicio da exposicao.

As larvas foram consideradas mortas quando permaneceram imoveis na superficie
da dgua ou no fundo do copo ou ndo mostraram nenhuma reacao ao toque (Anexo: Figura
All). Os bioensaios de toxicidade foram realizados em 3 tempos diferentes. Para a
determinagdo da concentragdo letal para 50% (CLso) e 90% (CLoo) da amostra foi
utilizada a analise Probit utilizando o pacote estatistico R versdo 2023.06.0 (Equipe
RStudio, 2023) na plataforma R® Studio, com intervalo de confianca de 95%
(McLaughlin, 1991).

2.3.2. Ensaios larvicidas em condi¢oes de campo em pequena escala

O ensaio foi realizado de acordo com protocolo da Organizagao Mundial da Saude
(WHO, 2005). As concentragdes do tratamento com o bioativo para este ensaio foram
calculadas com base na quantidade de ingrediente ativo por volume de dgua e nos
resultados obtidos previamente em condigdes laboratoriais, que mostraram efeito
larvicida. Dentro os objetivos desse ensaio estd 0 monitoramento de parametros bidticos
e abiodticos que possam influenciar a eficacia do produto. Por isso, foram utilizados
recipientes plasticos com 10 L de dgua desclorada sob condi¢des nao controladas de

campo, acondicionados por 24 h (Anexo: Figura A12). Em seguida, foram inseridas 25
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larvas de Ae. aegypti nos 3° e 4° instares em cada réplica, totalizando quatro unidades
experimentais por tratamento (n=100). As larvas, criadas em laboratorio, foram
previamente aclimatadas por 3 horas. Trés diferentes concentragdes (4,5; 11 e 25,5 mg/L)
do bioativo foram avaliadas em quadriplicata, além da solugcdo de LSS e DMSO (CN) e
fipronil (Bioinset - Insetimax®) (CP). Os recipientes foram cobertos com tela de malha de
nylon e o nivel da agua mantido constante. Avaliacao da mortalidade ocorreu apos 24 h e
48 h de exposicdo, onde as larvas foram consideradas mortas quando permaneceram
imoveis na superficie da 4gua ou no fundo do balde.

As CLso e CLoo foram determinadas através de uma andlise Probit utilizando o
pacote estatistico R versao 2023.06.0 (Equipe RStudio, 2023) na plataforma R® Studio,
com intervalo de confianga de 95% (McLaughlin, 1991). Os resultados foram
comparados ao ensaio larvicida em laboratorio utilizando o software Jamovi, versao
2.3.28 (Jamovi Project, 2021). Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk e, devido a distribuicio normal, foram considerados paramétricos e
analisados por meio do teste T para amostras independentes. Além disso, a
homogeneidade das variancias foi confirmada pelo teste de Levene. Ao comparar os
resultados de laboratorio e campo, € possivel validar o uso do LCCtL, avaliando sua

eficacia em condigdes ambientais reais e garantindo sua aplicabilidade no controle do Ae.
aegypti.
2.4, Efeitos do LCCtL nas larvas observados por microscopia

2.4.1. Analise por microscopio confocal

Para investigar a distribui¢ao e penetracdo do LCCtL nas larvas de Ae. aegypti,
foram realizadas analises utilizando microscopia confocal de fluorescéncia. Assim, as
larvas de 3° e 4° instares utilizadas na andalise confocal foram expostas ao LCCtL na
concentragdo de 25,5 mg/L até a morte e fixadas em alcool etilico 96 °. Para a confecc¢io
das laminas, as larvas foram lavadas com &4gua, fixadas em Prolong Gold (Thermo
Fisher®) e cobertas por laminula.

Com a determinagao da excitagdo do LCCtL, foram obtidas imagens fluorescentes
do produto nas larvas com microscopio confocal invertido de fluorescéncia (Stellaris 5,
Leica Microsystems®) (Anexo: Figura A13) em parceria com o Laboratério de Optica e
Fotonica e a Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul
(UFMS). As imagens foram adquiridas com uma objetiva de 10 x. A excitacdo foi

realizada a 405 nm, coletando-se a emissdo no intervalo de 450 a 550 nm. Parametros
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como ganho do detector, intensidade e velocidade de varredura foram ajustados para
otimizar a relacao sinal-ruido.

2.4.2. Analise por microscépio eletronica de varredura (MEV)

Para avaliar as alteragdes morfologicas induzidas pelo LCCtL, larvas de Ae.
aegypti nos 3° e 4° instares foram expostas a concentracoes de 4,5; 7; 11; 17 e 25,5 mg/L
do LCCtL, além de controles negativo e veiculo. As amostras foram conservadas em
formalina neutralizada a 5% e fixadas em Karnovsky 2% a 4°C durante 24 h. As larvas
passaram por um processo de desidratagdo em uma série crescente de concentragdes de
etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 100%). Apos a secagem em ponto critico (EM CPD300,
Leica Microsystems®), as amostras foram depositadas em cilindros metalicos de aluminio
com adesivo condutor e submetidas ao processo de metalizacdo, sendo revestidas com
ouro-paladio por meio do equipamento sputter coater SC7640 (Quorum Technologies
Ltd). Ao término, as amostras foram armazenadas em dessecador até a observagdo no
MEV. As imagens foram obtidas a partir da tensdo de 3-5 kV e distancia de trabalho de
9,9 — 14,9 mm. As analises foram realizadas em colaboracao com os professores Joaquin
Baixeras (Entomologia) e Eduardo Vicente (Ecologia) no servigo de Microscopia

Eletronica da Universidade de Valéncia, Espanha.
3. Resultados e Discussao
3.1. Caracterizacao fisico-quimica
3.1.1. Propriedades Superficiais e Elétricas

Os valores de tensao de superficie e condutividade elétrica obtidos para as
amostras de LCCtL puro e diluido 10, 100 e 1000 % foram apresentados na Tabela 2, a
fim de abranger o comportamento da molécula nas diferentes concentragoes.

Tabela 2. Valores médios de tensdo superficial, condutividade elétrica e potencial zeta
das amostras de LCCtL em diferentes concentragdes (puro e diluido 10x, 100x e 1000x).

Tensao de superficie =~ Condutividade elétrica Potencial Zeta

Amostra (mN/m) (mS/cm) (mV)
LCCIL 1000 73,58+0,26 0,03020,00 13.9741,97
LCCEL 100 71,76+0,71 0,044+0,00 L48.931,54

LCCLL 10% 49,70+2,01 0,079+0,01 -64,97+1,50
LCCHL puro 32,1520,48 0,33120,00 8,4040,22
Agua 72,85+0,24 - ]

Fonte: Glenda Biasotto Porzani.
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Com isso, observou-se que a tensdo superficial aumentou a medida que a
concentracdo das amostras diminuiu, ocorrendo o inverso para a condutividade elétrica.
Esse aumento proporcional de tensdo de superficie conforme a dilui¢ao € consistente com
o comportamento de surfactantes (Cho et al., 2018; Prosser e Franses, 2001). A tensao
superficial minima do LCCtL foi de 32,15+0,48 mN/m, valor que estd proximo da tensdao
superficial minima do LSS, observada em cerca de 30 mN/m, o que corresponde a
concentragdo micelar critica (CMC) de 8 mM (Bahr ef al., 2019), indicando uma
compatibilidade nas propriedades entre esses surfactantes. Esse fato sugere que, apesar
das variacdes, nao houve uma diferencga das particulas de LCCtL em relacao aos valores
apresentados na literatura. E importante notar que a tensdo superficial pode variar
dependendo da concentracdo do surfactante e da temperatura da solucdo, refletindo a
complexidade das interagdes moleculares presentes (Zhang et al., 2024; Wang et al.,
2022).

Ademais, a condutividade elétrica apresenta um padrdao inverso em relagdo a
tensao de superficie. Assim, na amostra pura (10.000 mg/L), a condutividade elétrica
atingiu o valor mais alto (0,331+0,00), o que pode indicar uma maior disponibilidade de
ions na solugdo, interferindo nas propriedades da solu¢do (Shahi et al., 1999). A tensao
superficial e a condutividade elétrica sdo parametros analisados para a concentragao
micelar critica (CMC), essencial na caracterizagao de surfactantes. Assim, a partir desses
parametros ¢ possivel afirmar a estabilidade e eficiéncia da formulagdo, confirmando que
o produto esta bem formulado.

Em relagdo ao potencial zeta, foi observada maior estabilidade do produto da
diluicao de 10 x (Tabela 2), sendo que valores elevados indicam repulsao entre particulas,
promovendo a estabilidade da dispersao, enquanto valores baixos sugerem uma tendéncia
a agregacdo, o que pode comprometer a eficacia do produto final. Os valores do potencial
zeta podem ser positivos ou negativos, dependendo da carga elétrica das particulas em
suspensdo (Lunardi et al., 2021). Considerando que o LSS se trata de um surfactante
anidnico (Morais et al., 2013), observamos que as particulas do LCCtL formadas também
sdo carregadas negativamente, como representado pelo potencial zeta negativo.

O sinal do potencial zeta indica a natureza das interagdes eletrostaticas entre
particulas, influenciando a estabilidade de dispersoes e emulsdes, com valores superiores
a £30 mV sendo considerados completamente estaveis (Carneiro-da-Cunha et al., 2011;
Matusiak e Grzadka, 2017). Estudos como o de Jorge ef al. (2020) demonstraram valores
de potencial zeta entre -43,8+2,1 e -48,5+1,6 para a mistura de LCCt no LCCt sulfonato
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de s6dio, enquanto o LCCtL diluido em 100 e 10 x apresentou valores ainda mais estaveis,
de -48,93+1,54 e -64,97+1,50, respectivamente. Além disso, a estabilidade do sistema
também depende de interagdes hidrofobicas e viscosidade, caracteristicas adequadas para
aplicagdes bioldgicas de curto prazo, como acao larvicida (Sharma et al., 2020). Assim,
o LCCt formulado demonstra-se aceitavel para aplicagdo comercial como um surfactante
anionico comum, para fins domésticos ou industriais, com destaque em formulagdo de

nanoemulsdes larvicidas.
3.1.2. Avalia¢ao Coloidal por efeito Tyndall

Os resultados confirmaram a auséncia de interagao do feixe de laser com a solugao
de agua deionizada (Figura 2a), caracterizada como homogénea e nao coloidal. Em

contrapartida, as andlises das solugdes veiculo (LSS+DMSO) e do produto LCCtL

demonstraram a formagdo de sistemas coloidais, evidenciados pelo efeito Tyndall

(Figuras 2b e 2c¢).

Figura 2. Avaliacdo do efeito Tyndall nas solu¢des analisadas: (a) d4gua deionizada (controle
negativo), demonstrando auséncia de interagdo com o feixe de laser; (b) solugdo veiculo (dgua
deionizada, LSS e DMSO), confirmando a formacdo de um sistema coloidal; e (¢) LCCtL,
evidenciando dispersdo coloidal. O feixe de laser visivel nas solugdes coloidais (b e c) indica a
presenca de particulas nanométricas, essenciais para a estabilidade e eficacia do bioproduto.
Fonte: Autora.

Coloides sao misturas heterogéneas formadas por particulas dispersas em um meio
continuo, com tamanhos entre 1 ¢ 1000 nm, de modo a permanecerem suspensas € essas
particulas t€ém a capacidade de espalhar luz de maneira eficiente, o que possibilita a
visualizacdo de sua trajetéria dentro de um fluido (Ghimire e Jaroniec, 2021). Assim,
quando o feixe de luz € observado se movendo no sistema, pode-se confirmar que se trata
de um coloide. Caso contrario, esta presente um sistema homogéneo, no qual as moléculas
possuem dimensdes inferiores a 1 nm (Philipse, 2005).

Observa-se que o feixe de laser e o registro das imagens foram realizados no

escuro para garantir uma relagdo sinal-ruido favoravel, permitindo uma analise mais
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precisa da intensidade do brilho. Assim, ¢ possivel inferir que, a medida que a o brilho
torna-se mais intenso, a concentracao coloidal aumenta (Xiao et al., 2019). Dessa forma,
pode-se afirmar que o LCCtL apresenta uma maior concentragdo de coloides em
comparagdo ao CV, com base na maior intensidade luminosa observada. A formacao de
solucdes coloidais ¢ crucial para garantir a dispersdo homogénea do produto em
ambientes aquaticos, aumentando a interagao com as larvas e potencializando a agdo

bioldgica do produto (Sharma et al., 2020).
3.1.3. Espalhamento dindmico de luz (EDL) e MEV do produto

O espalhamento dinamico de luz (EDL) foi avaliado no bioproduto a fim de
caracterizar o diametro hidrodinamico (Dh) e indice de polidispersividade (PDI) das
nanoparticulas em solugdo. Na Tabela 3 esta apresentado os valores médios do Dh e PdI
do LCCtL.

Tabela 3. Valores médios do didmetro hidrodindmico (Dh) e indice de
polidispersividade (PdI) de amostras do bioproduto LCCtL.

Amostra Dh (nm) PdI

LCCtL 279,7+£27,2 0,462+0,064

Dh: diametro hidrodindmico; Pdl: indice de polidispersividade. Fonte: Autora.

Os parametros obtidos para a nanoformulacao do LCCtL caracterizam um sistema
nanométrico, cujas dimensdes variam de 1 a 1000 nm (Dos Santos et al., 2023). O valor
médio de Dh (279,7427,2 nm) sugere que o produto forma micelas ou agregados no meio
aquoso, facilitando a solubilizacdo do bioativo. Esse tamanho ¢ ideal para garantir a
dispersdo eficiente do composto, favorecendo sua biodisponibilidade e permitindo que o
produto atinja seus alvos bioldgicos de forma eficaz (Sharma et al., 2020; Yetisgin ef al.,
2020). O valor de PdI de 0,462+0,064 mostra uma dispersdo homogénea no tamanho das
particulas. Valores abaixo de 0,6 geralmente indicam sistema monodisperso, enquanto
valores maiores indicariam sistema polidisperso (Sharma et al., 2020). Essa dispersao ¢
compativel com sistemas micelares, refor¢ando a formacao de agregados estaveis.

Kala et al. (2019) relataram que ao utilizarem o LCCt com uma solugdo
surfactante de Propilenoglicol, Tween 80 e Span 20, obtiveram nanoparticulas menores,
com um tamanho médio de 52 £+ 3,9 nm e um PDI de 0,27 = 0,06. Em outro estudo, Jorge
et al. (2020) reportaram valores de didmetro em 136,7+3,9 nm e PDI de 0,5+ ,1 para uma
solugdo diluida a 103, composta por uma mistura de LCCt e LCCtSNa (LCCt sulfonado

com acido sulfurico fumegante e hidroxido de soédio). Essa diferenca consideravel
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surfactantes em relacdo ao LCCtL (com valores de Dh e PdI de 279,7+27,2 nm e
0,462+0,064, respectivamente) sugere que a formulacdo desempenha um papel crucial na
estabilizagdo e no controle das caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas. Assim,
a formacao de micelas ¢ influenciada por diversos pardmetros, como a concentraciao do
surfactante, temperatura, for¢a idnica do meio, pH, rotacdo e agitacdo da solugdo, sendo
que essas variaveis podem afetar a estabilidade, o tamanho e a forma das micelas,
modificando suas propriedades fisico-quimicas e seu comportamento em diferentes
condi¢des ambientais (Jahan ef al., 2020; Moulik et al., 2024).

Além disso, as imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV)
confirmaram a conformagao esférica das micelas presentes no bioproduto. A estrutura do
LSS foi observada no CV (Figura 3a e 3b), apresentando um brilho/intensidade mais
pronunciada, enquanto as micelas do bioproduto (Figura 3c e 3d) se destacaram por sua

menor dimensao, tonalidade mais clara e formato esférico.

18ky X5, BE8 CREE IME1/UEMS 18kU X538, 468

INF IZUFMS S B8 B, Sim THE I/ UFEMS

Figura 3. Observacdo em microscopia eletronica de varredura (MEV) das estruturas presentes no
CV e no bioproduto. (a) Estruturas do CV ampliadas a 5.000x; (b) Estruturas do CV ampliadas a
50.000x; (c¢) Micelas do bioproduto LCCtL ampliadas a 5.000x; (d) Micelas do bioproduto LCCtL
ampliadas a 50.000x.

Os resultados também mostraram que as micelas apresentam um didmetro
homogéneo, confirmado pela monodispersividade do PdI, o que demonstra a
uniformidade na distribuicdo do tamanho das particulas. Essas caracteristicas indicam
uma formulagdo bem definida e estavel, fatores que podem ser determinantes para a
eficacia bioldgica do bioproduto (Sharma et al., 2020). A uniformidade e o tamanho
controlado das nanoparticulas indicam um maior potencial de penetra¢do nos sistemas

biologicos das larvas, facilitando a interagdo com as estruturas celulares e otimizando a
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Absor¢io

absor¢ao e distribui¢ao do bioproduto (Wang et al., 2022). Isso favorece o direcionamento

da toxicidade, resultando em um controle mais eficiente das larvas.
3.1.4. Espectroscopia de absorc¢ao ultravioleta/visivel (UV-vis) e Fluorescéncia

Os resultados de absor¢ao (Figura 4a) revelaram picos localizados na regido do
ultravioleta (255 nm e 264 nm) e na faixa da banda azul (340 nm e 400 nm), que

corresponde a luz visivel.
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Figura 4. (a) Espectro de absor¢ao UV-Vis do LCCtL; (b) Mapa de excitagdo-emissdo do LCCtL;
(c) Espectro de intensidade de fluorescéncia, do CV (Controle Veiculo - LSS + DMSO) e do
LCCtL. Os dados estdo normalizados e destacam picos caracteristicos na regido do ultravioleta e
luz visivel, associados as propriedades opticas do bioproduto. Fonte: Autora.
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O mapa de excitacdo-emissdao (Figura 4b) confirma os dados de absorgao,
mostrando que a emissao maxima ocorre com excitacao entre 295 e 298 nm. Esse mapa
foi estudado em excitagdes variando de 225 a 299 nm, com intervalos de 2 nm. A analise
de UV-Vis mostrou que a excitagdo teve seu maior pico em 303 nm, encontrando-se em
regido de ultravioleta.

Este grafico evidencia que o LCCtL possui propriedades Opticas que podem ser
exploradas em diferentes contextos, como estudos de biodistribuicdo em sistemas
bioldgicos. Isso ocorre porque nem todas as moléculas possuem a capacidade de emitir
luz no comprimento de onda do espectro visivel, o que significa que elas ndo apresentam
fluorescéncia (Penner, 2017). Essa propriedade ¢ essencial para a visualizacdo de
compostos no interior de organismos, ja que, sem fluorescéncia, essas moléculas
permanecem invisiveis aos métodos dpticos baseados na emissao de luz (Sun et al., 2024).

Conforme ilustrado no mapa de excitacdo-emissao (Figura 4b), o espectro de
fluorescéncia do LCCtL, mostrado na Figura 4c, apresentou uma banda com um pico de

emissdo em 303 nm, quando excitado a 275 nm. Esse resultado, localizado na regido do
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ultravioleta, confirma os dados obtidos no mapa de excitagdo-emissdo, refor¢cando a
consisténcia das propriedades fluorescentes do material. Além disso, ha uma banda larga
entre 350 e 450 nm com menor intensidade, situada na regido da luz visivel,
correspondente ao comprimento de onda da luz azul.

Para o LCCtL, observou-se um alargamento da banda na regido da luz visivel em
comparacao ao CV. Dessa forma, € possivel afirmar que a fluorescéncia na faixa do visivel
¢ atribuida a contribuicao especifica do produto. Isso pode estar relacionado a composi¢ao
quimica do LCCt, possivelmente devido a presenga de compostos como o cardanol, que
¢ seu principal constituinte (Lomonaco ef al., 2017). Ha indicios de que o cardanol,
conhecido por suas propriedades quimicas e Opticas particulares, contribua tanto para a
emissdo de fluorescéncia quanto para a atividade bioldgica do material (Braga et al.,
2017).

3.1.5. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A analise espectroscopica por FTIR da nanoemulsdo revelou as ligagdes quimicas
presentes e sua conformagao molecular. As bandas correspondentes a deformagao axial
C=C do anel aromatico, geralmente observadas em torno de 1.587 cm™ no LCCt puro
(Jorge et al., 2020), foram detectadas a 1.591 cm™ na amostra de LCCtL (Figura 5). Esse
resultado sugere que a estrutura aromatica da nanoemulsdo permaneceu inalterada

durante o processo de formulagao.
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Figura 5. Espectros de FTIR das amostras: (a) LCCtL, (b) LCCt e (c) CV, destacando as
principais bandas caracteristicas de cada amostra. Fonte: Autora.

Além disso, as bandas na regido de 1.280—1.120 cm™, atribuidas as vibragdes de

estiramento das ligacdes C—O (Lopes e Fascio, 2004), foram identificadas a 1.270 cm™
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no bioproduto, em concordancia com o observado no LCCt puro. Em relagdo ao CV, a
banda correspondente ao estiramento da ligacdo S—O foi identificada a 1.217 cm™, valor
consistente com os dados da literatura, que reportam essa banda nas regides de 1.248 e
1.216 cm™ (Merwe et al., 2014). A andlise do LCCtL também revelou a presenga dessa
banda, embora com menor intensidade, sugerindo que as caracteristicas estruturais do
LSS também sdo preservadas. Esses resultados confirmam que a formulacdo da
nanoemulsdo preserva as principais caracteristicas estruturais dos componentes
utilizados, principalmente do LCCt puro, com pequenas variacdes que podem ser
atribuidas as interagdes entre as moléculas no sistema, mas sem indicar modificacdes

consideraveis nas estruturas quimicas dos componentes individuais.
3.2. Atividade biolégica do bioproduto

Ensaios em condi¢des de laboratorio e campo em pequena escala foram realizados
para avaliar a eficacia do bioproduto, em condi¢des favoraveis e com variaveis ambientais
e biologicas. Dessa forma, em ambas as condi¢des experimentais, o CN ndo apresentou
mortalidade, enquanto no CP (fipronil) todas as larvas morreram em menos de 24 h. Em
relagdo ao bioproduto LCCtL, foi observado a atividade larvicida em Ae. aegypti com
uma CLso menor que 10 mg/L e CLoo menor que 17 mg/L (Tabela 4), onde nao houve
diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre as condi¢des de laboratorio e em campo
em pequena escala (semi-campo).

Tabela 4. Concentrages letais 50% (CLso) e 90% (CLgo) (Mmg/L), em 24 h e 48 h de exposicdo, obtidas a partir do
LCCtL em larvas de 3° e 4° instar do Ae. aegypti (Rockfeller) em condigdes de laboratdrio e campo em pequena escala
(semi-campo).

) 24 h 48 h
Condicéo

CLso (IC 0.05) CLogo (IC 0,05) CLso (IC 0,05) CLogo (IC 0,05)

Laboratorio 9,59 (8,73~ 10,51)® 16,61 (14,71 19,61)° 6,61 (5,82—7,37)® 13,01 (11,32 15,88)°

Semi-campo 6,59 (4,57 —8,61)® 1577 (11,52 -30,69)® 5,76 (3,69~ 7,62)° 14,29 (10,37 — 29,34)"

LCCtL — LCCt + LSS; CLso — Concentragao letal para 50% dos organismos testados; CLg, - Concentragdo letal para
90% dos organismos testados; ICos— Intervalo de Confianga; “Representa auséncia de diferenga (p<0,05) entre as CLso
dos testes; " representa auséncia de diferenca (p<0,05) entre as CLgo dos testes. Fonte: Autora.

Segundo Komalamisra et al. (2005), os produtos larvicidas sdo considerados
ativos quando a CLso for menor que 50 mg/L, moderadamente ativos se os valores
estiverem em um intervalo de 50 a 100 mg/L, pouco ativo com valores de CLso entre 100
a 750 mg/L e os produtos com concentracdes acima de 750 mg/L sdo considerados
inativos. Sendo assim, o LCCtL foi considerado ativo sobre larvas do Ae. aegypti (CLso-
24n 9,59 mg/L), apresentando desempenho superior a alguns inseticidas comerciais, como
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o novalurom, cuja CLs0-24n foi estimada em 18,57 mg/L (Fiaz et al., 2021). Essa atividade
biologica pode ser atribuida a insaturagao na cauda apolar dos fendis lipidicos, o que os
torna capazes de atravessar a membrana celular e causar toxicidade nas larvas do
mosquito (Lomonaco et al. 2009; Paiva et al. 2017).

Estudos indicam que, em comparagdao ao LCCn, o LCCt pode apresentar maior
eficacia, especialmente quando modificacdes quimicas sdo realizadas para aumentar sua
solubilidade. Isso pode ocorrer devido a maior atividade bioldgica do cardol, que esta
presente em maior concentragdo em sua composicdo, o que potencializa suas
propriedades larvicidas. (Lomonaco et al., 2009; Oliveira et al., 2011; Raraswati et al.,
2014). Além disso, o uso do LCCt mostra-se uma alternativa sustentavel em comparagao
ao LCCn, principalmente por ser um residuo agroindustrial amplamente disponivel, de
baixo custo e produzido em grande escala (Attanasi et al., 2006; Dourado ef al., 2015).

Em outros estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, uma série de
modificagdes quimicas foram aplicadas ao LCCt com o objetivo de melhorar tanto sua
solubilidade quanto a atividade larvicida. No entanto, nenhum dos trabalhos anteriores
conseguiu abordar esses dois aspectos simultaneamente de maneira eficaz (Jorge ef al.,
2020; Nascimento et al., 2022). O bioproduto LCCtL ndo apenas facilitou a dilui¢do do
bioativo em agua, mas também manteve eficiente sua acao sobre as larvas de Ae. aegypti.
Sua atividade larvicida pode ser explicada pela conformagao micelar do produto, que
favorece a distribuicao eficiente do bioativo, facilitando sua interagdo com as larvas.
Assim, compostos fenolicos, como o LCCt, podem solubilizar-se em micelas anidnicas
na interface polar ou no nucleo hidrofébico proximo a dgua, onde sua estruturacao pode
aumentar a biodisponibilidade do composto, potencializando sua a¢do no organismo

(Sharma et al., 2020; Talens-Alesson et al., 2006).
3.3. Efeitos do LCCtL nas larvas observado por microscopias

As imagens de fluorescéncia do produto foram demonstradas no interior da larva
de Ae. aegypti em diferentes intensidades de emissdo, de acordo com uma escala de cores,
variando de vermelho (maior intensidade) a violeta (menor intensidade). Assim, €
possivel observar que o acumulo do LCCtL ocorre nos sistemas gastrointestinal (ceco

gastrico e intestino) e excretor (tibulos de Malpighi e reto) do organismo (Figura 6).
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Figura 6. Imagens de fluorescéncia confocal evidenciando a distribui¢ao do LCCtL (25,5 mg/L)
nos diferentes drgdos e estruturas de larvas de Ae. aegypti. (a) Visdo geral da larva; (b) detalhe da
regido da cabega; (¢) cecos gastricos; (d) intestino; (e) tibulos de Malpighi; e (f) reto. A escala de
cores representa a intensidade da fluorescéncia, variando de vermelho (maior intensidade) a
violeta (menor intensidade). Fonte: Autora.

Os padroes de fluorescéncia observados nas larvas indicam as vias de entrada do
produto, demonstrando que o bioativo ¢ ingerido e se acumula em estruturas-chave
relacionadas & metabolizagdo e excrecdo. A intensidade de fluorescéncia pode estar
associada ao aumento da concentracdo do produto, como observado para outros
compostos (Costa et al., 2021). Regides com maior intensidade de fluorescéncia podem
indicar areas de maior concentragdo do bioativo, interferindo potencialmente em
processos fisiologicos essenciais e contribuindo para a mortalidade das larvas. Esses
resultados sao fundamentais para elucidar o trajeto e o mecanismo de acdo larvicida do
LCCtL no organismo-alvo (Lopez-Molina et al., 2021).

Além disso, a fluorescéncia do produto pode ser explorada como uma ferramenta
valiosa em estudos de toxicocinética (Chen et al., 2022). Essa propriedade permite
rastrear o comportamento do composto no organismo, incluindo absorcao, distribui¢ao,
metabolizacdo e excrecdo. Isso facilita a andlise da permanéncia do composto em
diferentes tecidos e do potencial impacto em organismos ndo-alvo (Calmao ef al., 2023).
Assim, a fluorescéncia pode ser usada para desenvolver aplicagdes mais seguras e
eficazes do bioproduto, além de auxiliar no ajuste de formula¢des para maximizar sua

eficiéncia.
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A partir das imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura, também foi

possivel observar que o tegumento das larvas nos controles (CN e CV) se manteve

preservado (Figura 7a e 6b), apresentando apenas vestigios minimos de biofilme no térax

(Anexo: Figura A14).

Figura 7. Zona cefélica de larvas de de. aegypti em MEYV, expostas a diferentes concentragdes
do bioproduto. (a) Controle negativo (CN); (b) Detalhe das sedas cefalicas no controle veiculo
(CV); (c) Estruturas cefalicas ligeiramente deterioradas em 4,5 mg/L; (d) Semelhangas na
deterioragdo das estruturas em 7 mg/L; (e) Aumento do biofilme e bactérias em 11 mg/L, com
sedas e outros componentes afetados; (f) Em 17 mg/L, o biofilme endurece as sedas,
comprometendo sua independéncia; (g) Aos 25,5 mg/L, a funcionalidade das estruturas ¢
severamente afetada pelo biofilme; (h) Detalhe do biofilme em 25,5 mg/L. Fonte: Autora.

Em contraste, nas concentragdes crescentes do larvicida, observou-se uma
deterioragdo progressiva do tegumento e das estruturas cefalicas, como as sedas,
associada ao aumento na coloniza¢ao microbiana e a formacao de biofilmes (Figura 7¢ a

7h). Esse efeito pode estar relacionado a acao dos surfactantes presentes no larvicida, que,
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ao reduzirem a tensdo superficial, desestabilizam as membranas celulares e
comprometem a integridade do tegumento (Richard et al., 2025). Além disso, a interagao
entre o solvente e o composto bioativo pode reagir com lipideos, proteinas ou
polissacarideos do tegumento, provocando alteragdes estruturais que aumentam a
permeabilidade da cuticula larval e facilitam a penetracdo de compostos toxicos nas
células subjacentes (Aguirre-Ramirez et al., 2021).

Nas concentragdes mais elevadas (17 e 25,5 mg/L), os danos ao tegumento foram
mais evidentes, sugerindo que o larvicida afeta diretamente a estrutura externa das larvas,
promovendo sua desestruturagdo e expondo superficies internas. Com sua integridade
comprometida, a superficie larval pode tornar-se mais suscetivel a colonizagdo
microbiana, favorecendo a formag¢ao de biofilmes e potencialmente ampliando os efeitos
deletérios sobre as larvas (Admella e Torrentes, 2023). O tegumento de Ae. aegypti
desempenha um papel essencial como barreira fisica e quimica contra microrganismos e
agentes toxicos, € sua degradacdo pode desencadear efeitos adversos (Da Silveira et al.,
2021).

Assim, diversas técnicas de caracterizacdo confirmaram que o bioproduto
estudado ¢ uma nanoemulsdo estdvel composta por micelas coloidais, com tamanho
nanométrico e eficacia sobre larvas do Ae. aegypti. Essas caracteristicas podem indicar
que, apos sua biodistribui¢do nos sistemas gastrointestinal e excretor, o nanomaterial pode
estar induzindo efeitos internos, como o aumento de espécies reativas de oxigénio e
genotoxicidade, os quais podem explicar a morte das larvas (Dos Santos et al., 2023).
Além disso, as estruturas cefalicas das larvas, como as sedas, sofreram deterioracao
progressiva, com acimulo de biofilme e comprometimento da funcionalidade das
estruturas. No entanto, para um entendimento completo do mecanismo de a¢do do LCCtL

nas larvas do vetor, sdo necessarios estudos adicionais que aprofundem essa investigacao.
4. Conclusao

O bioproduto LCCtL revelou-se uma emulsao estavel composta por micelas
nanométricas, com um tamanho médio do didmetro hidrodindmico de 279,7 nm,
configurando-se como um sistema monodisperso, conforme o valor de PDI obtido
(0,462). Além disso, apresentou fluorescéncia no espectro visivel, o que possibilitou o
rastreamento de sua biodistribuicdo no organismo-alvo. A eficacia larvicida foi
comprovada em condi¢des laboratoriais e de campo, com CLso inferior a 10 mg/L,

destacando-se como uma alternativa promissora aos inseticidas quimicos convencionais.
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Além disso, o LCCtL foi absorvido pelas larvas, afetando os sistemas digestério e
excretor, e provocando danos nas estruturas da regido cefalica e no tegumento. Os danos
podem ter contribuido para o crescimento de biofilmes, indicando que o bioproduto
interfere em processos essenciais para a sobrevivéncia das larvas. Esses resultados
reforgam o potencial do LCCtL como uma solugdo sustentavel para o controle de Ae.
aegypti, embora sejam necessarios estudos adicionais para avaliar a seguranga ambiental

do bioproduto em organismos nao-alvo.
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Capitulo 4
Consideracoes Finais

O estudo desenvolvido revelou o potencial promissor do LCCtL como uma
alternativa eficiente aos larvicidas convencionais, apresentando dupla funcionalidade
larvicida e surfactante, direcionada ao controle do Ae. aegypti. A combinacdo dessas
propriedades possibilita uma aplicagdo pratica e acessivel, aproveitando o escoamento de
aguas residuais domésticas para atingir multiplos criadouros de maneira ampla e
integrada, o que pode facilitar a adesdo da populagdo e promover impactos positivos na
saude publica.

Apesar dos resultados encorajadores, a seguranca ambiental e a viabilidade de
producdo e aplicagdo do LCCtL em larga escala ainda requerem maior investigagao.
Ensaios ecotoxicoldgicos sdo indispensaveis para compreender os efeitos do produto
sobre organismos ndo-alvo e avaliar seu potencial risco ambiental, bem como sua
genotoxicidade. Esses estudos sdo essenciais para assegurar a conformidade com as
normas regulatdrias, viabilizando a produgdo comercial do LCCtL e sua inclusdao em
estratégias de controle de zoonoses e programas de saude publica voltados a reducdo de
arboviroses.

O uso de residuos agroindustriais como matéria-prima para o desenvolvimento do
LCCtL reforca a relevancia do estudo em um contexto socioeconéomico ¢ ambiental, ao
mesmo tempo em que atende as demandas por alternativas eficazes e menos impactantes
ao meio ambiente. O avanco de sua utilizacdo depende da execug¢do de estudos
complementares que assegurem a sua seguranca € contribuir para a reducdo das

arboviroses e fortalecimento de praticas ambientalmente responsaveis.
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Anexos

Figura Al. Amostras do LCCt e LCCtNa50 emulsionados com diferentes surfactantes. (a) LCCt
com Span 60, onde se observa separa¢dao de fases e precipitagdo do bioativo, indicando
instabilidade da emulsdo; (b) LCCtNa50 em diferentes diluicdes da solugdo estoque (SI)
utilizando o surfactante Tween 80; (¢) emulsdo de LCCtNa50 com CTAB, exibindo caracteristicas
intermediarias de solubilidade; (d) emulsdo de LCCt com Lauril Sulfato de Soédio (LSS),
destacando-se pela homogeneidade e auséncia de separagao de fases. Fonte: Autora.

Figura A2. Larva de Aedes aegypti tratada com LCCtL (25,5 mg/L) em estagio de
desenvolvimento avangado, identificada entre o 3° ¢ 4° instares. Fonte: Autora.
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Figura A3. Ensaio larvicida realizado em condigdes de laboratorio para avaliar a eficacia de
diferentes surfactantes (Tween 80, Span 80, Lauril Sulfato de Sodio - LSS e CTAB) em emulsdes
formuladas com o Liquido da Casca da Castanha de Caju técnico (LCCt) e seu derivado
parcialmente neutralizado (LCCtNa50). Cada conjunto de copos representa réplicas
experimentais para diferentes tratamentos. Fonte: Autora.

Figura A4. Processo de sintese do bioproduto LCCtL, obtido pela emulsificagdo do Liquido da
Casca da Castanha de Caju técnico (LCCt) utilizando Lauril Sulfato de Soédio (LSS) como
surfactante. A imagem destaca o gotejamento controlado do LCCt na solucdo de LSS sob agitagao
mecanica, uma etapa essencial para garantir a homogeneidade ¢ a formagdo de uma nanoemulsdo
estavel. Fonte: Autora.
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Figura AS. Amostras de LCCtL puro (10.000 mg/L) e diluidas em 10, 100 ¢ 1000 X utilizadas
para analises de tensdo superficial, condutividade elétrica e potencial zeta. Fonte: Glenda Biasotto
Porzani.

Figura A6. uiamento de Espalhamento binﬁmicodde Luz (DL) utilizado para a determinagao
do Tamanho Hidrodinamico (Dh) e do Indice de Polidispersidade (PDI) das micelas formadas nas
nanoemulsodes. Fonte: Autora.
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Figua AT. Espectrofotémétro UV-Vis utilizado para analisar o espectro de absorg¢do do
bioproduto LCCtL. Fonte: Autora.

Figura A8. Fluorimetro utilizado para medir a intensidade de fluorescéncia do bioproduto LCCtL,
permitindo a detecgdo e caracterizagdo de compostos fluorescentes presentes na formulagdo.
Fonte: Autora.
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Figura A10. Imagens de MEV do produto: (a) "stubs" fixados em uma placa de latdo, (b) amostra
na cdmara da evaporadora para metalizagdo e (c) visualizagdo no microscopio eletrdnico de
varredura (MEV). Fonte: Autora.

66



Figura All. Larvas de 3° e/ou 4° instares de Aedes aegypti submetidas ao ensaio larvicida
utilizando diferentes concentragdes do bioproduto LCCtL. As avaliagdes foram realizadas apods
24 e 48 h de exposicdo, considerando como mortas as larvas que permaneceram imoveis na
superficie ou no fundo do recipiente, sem qualquer reagdo ao estimulo tatil. Fonte: Autora.

Figura A12. Ensaio larvicida em condigdes de campo em pequena escala, conduzido para avaliar
a eficacia do bioproduto LCCtL em ambientes naturais ndo controlados. O experimento utilizou
recipientes contendo agua desclorada e larvas de Ae. aegypti, monitorando a mortalidade em
diferentes concentragdes do produto. Fonte: Autora.
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Figura A13. Microscopio confocal utilizado para analise da distribuicdo do bioproduto LCCtL
nas larvas de Aedes aegypti, com base na fluorescéncia emitida pelo composto. A técnica permitiu
visualizar a biodistribuicdo do produto nos tecidos e orgdos das larvas, contribuindo para o
entendimento de seu mecanismo de ac¢do larvicida. Fonte: Autora.

£ 5

Figura A14. Imagens do térax e abdomen das larvas de Ae. aegypti, destacando o crescimento do
biofilme e os danos ao tegumento. (a) Detalhes do tegumento e membranas intersegmentares no
controle negativo (CN), com presenca de biofilme e restos organicos; (b) Em 4,5 mg/L, depdsitos
de biofilme e elementos bacterianos visiveis no tegumento, alguns pertencentes ao grupo das
bactérias prospectadas; (c) Em 7 mg/L, sinais claros de crescimento microbiologico, tanto bacilar
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quanto prospectadas; (d) Em 11 mg/L, crescimento bacteriano nas sedas; (¢) Em 17 mg/L, as
sedas sdo afetadas pelo crescimento bacteriano, cobrindo completamente algumas areas do
tegumento; (f) Em 25,5 mg/L, quase toda a superficie do tegumento e das sedas estd
comprometida pelo crescimento bacteriano. Fonte: Autora.
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