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RESUMO

As arboviroses transmitidas por Aedes aegypti permanecem como importante
problema de saude publica, e o controle vetorial baseado em inseticidas quimicos enfrenta
limitacGes de eficacia, resisténcia e impacto ambiental. Diante dessa lacuna, torna-se
relevante desenvolver fotossensibilizadores aquosos e seletivos para o estagio larval do
vetor. Este trabalho teve como objetivo sintetizar, caracterizar e comparar pontos
quanticos de carbono puros (CQ-Dots) e carregados com curcumina (CQD-Cur) quanto
ao seu potencial para o controle fotodindmico de larvas de A. aegypti de 3° estadio. Os
CQ-Dots foram obtidos por rota bottom-up assistida por micro-ondas, utilizando dextrose
como precursor, e posteriormente funcionalizados com curcumina para obtencdo do
CQD-Cur. As amostras foram caracterizadas por UV-Vis, fluorescéncia, FTIR,
espalhamento dindmico de luz, potencial zeta e microscopia de forca atdbmica; a
internalizacdo foi avaliada por microscopia confocal em Artemia sp. e larvas de A.
aegypti. Ensaios de ecotoxicidade em Artemia sp. e testes fotodinamicos sob iluminacéo
por LEDs RGB e luz solar permitiram correlacionar propriedades fisico-quimicas,
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e mortalidade larval. Os resultados
indicam que ambos os sistemas geram EROs e se acumulam no trato digestério, mas
apenas o CQD-Cur promove fotoinativacdo significativa das larvas, sem aumento
expressivo da toxicidade no escuro. Esses achados sugerem que pontos quanticos de
carbono funcionalizados com curcumina constituem uma abordagem promissora e
potencialmente mais sustentavel para complementar o manejo integrado da populacdo de

A. aegypti.

Palavras-chave: Aedes aegypti, terapia fotodindmica, pontos quanticos de carbono;

curcumina, espécies reativas de oxigénio.
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ABTRACT
Arboviruses transmitted by Aedes aegypti remain a major public health challenge,
and vector control based on chemical insecticides faces limitations related to efficacy,
resistance, and environmental impact. In this context, it is relevant to develop aqueous
photosensitizers selective for the larval stage of the vector. This work aimed to synthesize,
characterize, and compare pristine carbon quantum dots (CQ-Dots) and curcumin-loaded
carbon quantum dots (CQD-Cur) regarding their potential for photodynamic control of
3rd-instar A. aegypti larvae. CQ-Dots were obtained via a microwave-assisted bottom-up
route using dextrose as a carbon precursor and subsequently functionalized with curcumin
to yield CQD-Cur. The samples were characterized by UV-Vis absorption, fluorescence
spectroscopy, FTIR, dynamic light scattering, zeta potential, and atomic force
microscopy; confocal microscopy in Artemia sp. and A. aegypti larvae was used to assess
internalization. Ecotoxicity assays in Artemia sp. and photodynamic tests under RGB
LED and sunlight irradiation allowed correlation of physicochemical properties, reactive
oxygen species generation (ROS), and larval mortality. Results indicate that both systems
generate ROS and accumulate in the digestive tract, but only CQD-Cur promotes
significant photoinactivation of the larvae, without a marked increase in dark toxicity.
These findings suggest that curcumin-functionalized carbon quantum dots constitute a
promising and potentially more sustainable approach to complement the integrated
management of A. aegypti populations.

Keywords: Aedes aegypti; photodynamic therapy; carbon quantum dots; curcumin;

reactive oxygen species.
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1. INTRODUCAO

As arboviroses transmitidas pelo mosquito Aedes aegypti, como dengue, Zika,
chikungunya, febre amarela e Mayaro, configuram um dos principais problemas de salde
publica, sobretudo em regides tropicais e subtropicais. Originalmente descrito na Africa,
0 A. aegypti espalhou-se globalmente, impulsionado pela urbanizacdo acelerada,
mobilidade humana e condi¢des climaticas favoraveis, estando hoje presente em mais de
uma centena de paises (BROWN et al., 2014; MUSSO; GUBLER, 2016).

A Organizacdo Mundial da Satide (OMS) estima centenas de milhdes de infecgdes
anuais por dengue, com bilhGes de pessoas vivendo em éareas de risco (“WORLD
HEALTH ORGANIZATION. Dengue bulletin, vol. 417, 2020). No Brasil, episodios
recorrentes de epidemias tém sido registrados em praticamente todos os estados, com
impacto expressivo em internagdes, 6bitos e custos diretos e indiretos ao Sistema Unico
de Salde (SUS) e a economia (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

No estado de Mato Grosso do Sul, o cenario é particularmente preocupante, com
sucessivos anos epidémicos e alta incidéncia de dengue e outras arboviroses em diversos
municipios, incluindo Campo Grande. Entre 2015 e 2022, foram notificadas centenas de
milhares de casos de dengue, com dezenas de 6bitos confirmados, além de registros de
Zika e chikungunya que reforcam a circulagdo simultanea de multiplos virus transmitidos
pelo A. aegypti (SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DO MATO GROSSO DO
SUL, 2023). Nesse contexto, o controle vetorial permanece como a principal estratégia
para reduzir a transmissao, uma vez que, para varias dessas doencas, ainda ha limitaces
na disponibilidade, eficacia ou cobertura das vacinas (RODRIGUES et al., 2019).

1.1. Vetor Aedes aegypti

O ciclo de vida do A. aegypti (Figura 1) compreende quatro estagios — ovo, larva,
pupa e adulto — com duracéo total da ordem de uma semana, dependendo de fatores como
temperatura e disponibilidade de alimento (HOSSAIN, 2022a). As formas imaturas sao

aquaticas, e as larvas apresentam corpo segmentado, com sifdo respiratorio e complexo
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aparato sensorlal além de um trato digestdrio adaptado a filtragdo de particulas em

suspensdo (CONSOLI; DE OLIVEIRA, 1995; HOSSAIN, 2022a).

Figura 1. llustracdo do ciclo de vida do mosquito A. aegypti que apresentam as quatro
fases: ovo, larva (quatro estadios larvarios, denominados L1, L2, L3 e L4), pupa e
adultos.

Aedes adulto

/

Aedes pulpa h

’ \ Ovos Aedes
Aedes larva /

L4 L3 L2 L1

Fonte: autora.

As larvas de Aedes aegypti (Figura 2) tém corpo vermiforme dividido em cabega,
torax e abdome. A cabeca traz antenas, olhos laterais (ocelos) e aparelho bucal
mastigador-raspador (epifaringe, mandibulas, maxilas, hipofaringe e labio); o térax é
globoso; o abdome, semicilindrico, possui oito segmentos, terminando em regido anal
com quatro branquias lobuladas (osmorregulacdo) e um sifdo curto e escuro usado na
respiracdo a superficie (CONSOLI; DE OLIVEIRA, 1995). Aproximadamente 222 pares

de cerdas distribuem-se simetricamente pelo corpo, atuando como sensores e auxiliando
a flutuacao.
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Figura 2. Representacdo esquematica da morfologia externa da larva de Aedes aegypti.
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Fonte: (LIMA, 2020)

O trato digestorio (meséntero) compreende intestino anterior, médio e posterior.
O anterior (ectodérmico) inclui boca, faringe, eséfago, papo e proventriculo, que tritura
o0 alimento e regula sua entrada no intestino médio, principal sitio de digestdo/absorcéo e
revestido por membrana peritrofica. Essa membrana separa o limen em espacos endo- e
ectoperitrofico, protege o epitélio contra danos mecanicos/quimicos e patdégenos e regula
o fluxo de moléculas e enzimas (CHAPMAN; SIMPSON; DOUGLAS, 1998; LIMA,
2020).

Os adultos de Aedes aegypti Sdo pequenos, escuros e apresentam escamas branco-
prateadas no térax e nas pernas, formando linhas laterais longitudinais e um desenho em
“lira” no mesonoto (CONSOLI; DE OLIVEIRA, 1995). Trata-se de espécie doméstica e
antropofilica: ambos os sexos se alimentam de seiva, porém a fémea realiza hematofagia
diurna para maturacdo dos ovos, completando o ciclo reprodutivo em locais protegidos
da luz e de predadores. O ciclo entre repasto e oviposicao dura, em média, 2-3 dias, com
postura de cerca de 50-200 ovos em depositos naturais ou artificiais de agua limpa; o
adulto vive, em média, 30 dias (MINISTERIO DA SAUDE, 2001; TAUIL, 2007). Os
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0vos resistem a dessecagdo e podem permanecer viaveis por longos periodos (até centenas

de dias) na auséncia de agua (TAUIL, 2007), o que, somado a alta plasticidade ecoldgica
da espécie, explica sua presenca desde areas de maior altitude até ambientes com agua

poluida, onde ja se observaram larvas.

Do ponto de vista do controle, o estagio larval se destaca como alvo estratégico:
nesta fase, o inseto esta confinado em criadouros relativamente bem definidos (caixas
d’agua, recipientes, pneus, residuos solidos), o que favorece intervengdes localizadas e

de menor custo em comparacao ao combate de adultos dispersos no ambiente.

Tradicionalmente, as acOes de controle larval combinam manejo ambiental
(eliminacao de criadouros, melhoria do saneamento e da infraestrutura urbana) com o uso
de agentes biologicos, como Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti), e inseticidas
quimicos, incluindo reguladores de crescimento, piretroides e carbamatos (BOYCE et al.,
2013; ZARA et al., 2016). Apesar de eficazes em curto prazo, essas estratégias enfrentam
desafios importantes: (i) desenvolvimento de resisténcia por parte das populacdes de
mosquitos, (ii) toxicidade para organismos nao alvo, (iii) bioacumulacdo e impacto em
ecossistemas aquaticos e terrestres, e (iv) dependéncia de aplicacBes repetidas para
manutencdo do efeito (RODRIGUES et al, 2019; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017). Tais limitagdes impulsionam a busca por alternativas mais
seletivas, sustentaveis e compativeis com as diretrizes internacionais de manejo integrado

de vetores.

Nesse contexto, a terapia fotodinamica (TFD) desponta como alternativa aos
inseticidas convencionais para o controle de Aedes aegypti, baseando-se na combinacao
de um fotossensibilizador, luz e oxigénio para gerar espécies reativas de oxigénio com
efeito larvicida. Diversos fotossensibilizadores ja foram avaliados em larvas de insetos,
incluindo A. aegypti, como fenotiazinas (azul de metileno, rosa bengala), furocumarinas
e demais compostos fototoxicos de origem natural, além de tiofenos e butadienos
substituidos com atividade inseticida fotoativada (MEIER; HILLYER, 2024; SILVA et
al., 2021).
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1.2. Inativagédo Fotodinamica no Controle de Vetores

A inativacdo fotodindmica (IFD) € um processo fotoquimico no qual um
fotossensibilizador (Fs), absorve fétons em um comprimento de onda especifico e transita
do estado fundamental singlete (So) para um estado excitado (S1). A partir desse estado,
o Fs pode relaxar por fluorescéncia ou sofrer cruzamento intersistema para o estado
triplete (T1), de vida mais longa, a partir do qual interage com o oxigénio molecular (O2)
gerando espécies reativas de oxigénio (EROs) por dois caminhos principais: mecanismo
Tipo |, envolvendo transferéncia de elétrons/energia e formacdo de radicais livres e
espécies peroxidicas, e mecanismo Tipo Il, baseado na transferéncia de energia para
formar oxigénio singlete ('0O2) (HAMBLIN; HASAN, 2004). Essas EROs oxidam lipidios
de membrana, proteinas e acidos nucleicos, desencadeando estresse oxidativo irreversivel
e morte celular ou larval (HAMBLIN, 2016).

Para o controle de vetores, a IFD oferece vantagens estratégicas frente a
inseticidas convencionais: o dano fototdxico € restrito as regides irradiadas (seletividade
espacial), a resposta pode ser ligada e desligada pela presenca de luz (controle temporal)
e 0 mecanismo é multialvo, pois diferentes biomoléculas sdo atacadas simultaneamente
pelas EROs, o que reduz a probabilidade de desenvolvimento de resisténcia tipica de
biocidas de alvo tnico (ARAUJO, 2020; LIMA, 2022).

Estudos em larvas de Aedes aegypti demonstram que fotossensibilizadores como
riboflavina, eosina-azul de metileno e outros corantes naturais ou sintéticos podem
promover altas taxas de mortalidade quando ativados por luz branca, LEDs ou radiacao
solar, sem toxicidade significativa no escuro (LIMA et al., 2022). A possibilidade de
ajustar o espectro de absorcdo do Fs para coincidir com fontes de luz acessiveis (por
exemplo, LEDs em 450, 525 e 625 nm) e com a janela dptica do meio aquoso dos
criadouros torna a IFD particularmente atrativa para aplicagbes em reservatorios rasos,

bandejas ou caixas d’agua.

Por outro lado, a eficacia da IFD depende de condigdes fisico-quimicas
especificas. A presenca de oxigénio molecular é indispensavel para as reagdes Tipo | e

Tipo I1; turbidez elevada, cor da &gua e maior profundidade podem atenuar a luz incidente
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e reduzir a dose Gtica efetiva. A eficiéncia fotodindmica é governada pelo casamento
espectral entre a banda de absorcéo do Fs e a emissdo da fonte de luz, pelo rendimento
quantico de geracao de 'O2/EROs e pela dose de energia entregue ao sistema (produto da
intensidade pela fluéncia temporal). Também sdo cruciais a biodisponibilidade do Fs no
alvo, sua capacidade de se acumular no trato digestorio das larvas e sua estabilidade em
meio aquoso, evitando agregacdo excessiva, fotobranqueamento rapido ou adsorcao
irreversivel em superficies, fatores que podem limitar a reprodutibilidade e o alcance da

IFD em aplicacOes reais (FANG et al., 2024; LIMA et al., 2022; OMAR et al., 2022).

Um esquema ilustrativo da inativacdo fotodindmica no organismo-alvo desse

trabalho esta representado na Figura 3.

Figura 3. Esquema representando o mecanismo geral de fotoinativacéo de larvas de
Aedes aegypti: apds a internalizacdo do fotossensibilizador, a exposicao a luz promove a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que se acumulam nos tecidos larvais e

levam a danos celulares e morte.

Fotossensibilizador

Fonte: autora.
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1.3. Pontos quanticos de carbono

Os pontos quéanticos de carbono (carbon dots, CDs ou CQ-Dots) sdo nanomateriais
carbonaceos quase esféricos, com didmetro tipico inferior a 10 nm, que, em sua grande
maioria, apresentam forte emisséo de fluorescéncia no visivel e alta solubilidade em agua.
Sua estrutura é geralmente descrita como um nucleo grafitico ou amorfo envolto por uma
camada de grupos funcionais oxigenados e/ou nitrogenados (hidroxilas, carboxilas,
carbonilas, amidas), responsaveis tanto pela boa dispersdo em meio aquoso quanto pela
possibilidade de funcionalizacdo com biomoléculas (DHARIWAL,; K. RAO; VAYA,
2024). Em comparagdo com pontos quanticos semicondutores tradicionais, como CdSe
ou PbS, os CDs nédo contém metais pesados, o que reduz a citotoxicidade e os riscos de
bioacumulacéo, tornando-os particularmente atraentes para aplicacbes em bioimagem,
sensores e terapia fotodindmica (BERDIMURODOV et al., 2025; OMAR et al., 2022).

A formacdo de CQ-Dots pode ocorrer por rotas “top-down”, que fragmentam
materiais carbonaceos maiores (grafite, nanotubos, fulerenos), ou por rotas “bottom-up”,
nas quais pequenas moléculas organicas sdo carbonizadas e se reorganizam em nucleos
nanométricos. Nas rotas bottom-up, precursores como &cidos organicos, aminas,
polimeros naturais e, especialmente, carboidratos (glicose, sacarose, amido, celulose) sdo
submetidos a processos de carbonizacdo controlada, incluindo tratamentos hidrotermais,
solvotérmicos, pirdlise suave e aquecimento assistido por micro-ondas
(BERDIMURODOQYV et al., 2025; F. KAYANI et al., 2025; SHIBATA et al., 2022).
Durante esses tratamentos, ocorrem reacOes de desidratacdo, condensacdo, ciclizacéo
aromatica e formagédo de dominios conjugados; a nucleagdo e o crescimento de “ilhas”
carbonizadas resultam em particulas com emissdes dependentes de tamanho e de defeitos

de superficie.

A sintese assistida por micro-ondas ganhou destaque por oferecer aquecimento
volumétrico rapido e homogéneo, reduzindo o tempo de reacdo de horas para poucos
minutos, com alto rendimento e menor consumo de energia. Diversos trabalhos
demonstram que carboidratos simples, como D-glicose, sacarose e derivados de amido,

podem ser convertidos em CDs altamente fluorescentes por aquecimento micro-ondas em
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meio aquoso ou em presenca de &cidos leves (CHO et al., 2024; MEDEIROS et al., 2019;

PIRES et al., 2015; SHIBATA et al., 2022).

Nesses sistemas, as etapas de desidratagdo e caramelizagdo produzem
intermediérios oligoméricos ricos em duplas ligaces, que subsequentemente sofrem
aromatizacdo e entrecruzamento, originando nucleos grafitico-amorfo revestidos por
fragmentos oxigenados. Por serem baseados em matérias-primas renovaveis (biomassa,
acucares, extratos vegetais) e dispensarem solventes organicos ou metais toxicos, esses

processos sdo frequentemente classificados como rotas “verdes” de sintese de CQ-Dots.

Além de atuarem como fluoréforos, os CQ-Dots constituem plataformas versateis
de carreamento e scaffolds cataliticos gracas a superficie ricamente funcionalizada. Essa
versatilidade tem sido explorada para incorporar corantes, farmacos e
fotossensibilizadores em CDs, resultando em sistemas capazes de combinar fungdes de
imagem, entrega controlada e geracdo de espécies reativas de oxigénio. Em particular,
nanocompositos formados por CDs e curcumina ja foram descritos como
fotossensibilizadores compostos, nos quais o CD atua como veiculo hidrofilico e, ao
mesmo tempo, participa da transferéncia de energia ou de elétrons sob excitacdo no
visivel, aumentando a producdo de EROs e, em alguns casos, somando efeitos
fototérmicos (FANG et al., 2024; YAN et al., 2021).

Trabalhos recentes mostram que sistemas CDs/Cur obtidos por rotas one-pot (em
que curcumina e precursores carbonaceos sdo processados juntos) podem apresentar
maior estabilidade da curcumina, supressdo do autoempacotamento, ligeiro deslocamento
da banda de absorgéo para o azul e emissdo ajustada pela contribuigdo simultanea dos
estados excitados da curcumina e dos defeitos de superficie dos CDs. Sob irradiacéo
adequada, esses nanocompdsitos geram EROs de forma mais eficiente do que a
curcumina livre e exibem maior biocompatibilidade e capacidade de internalizagédo
celular ou microbiana, resultando em efeitos fotodindmicos antibacterianos ou
neuroprotetores superiores (SANTIKA et al., 2025; WU et al., 2022; YAN et al., 2021).

Nesse contexto, a adaptacéo de estratégias semelhantes para o controle larval de

Aedes aegypti, usando CDs produzidos por sintese “verde” a partir de carboidratos e
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carregados com curcumina, representa um caminho promissor para desenvolver

fotossensibilizadores aquosos, estaveis e potencialmente mais eficazes na geragdo de

EROs sob fontes de luz acessiveis.

1.4. Precursores: dextrose e curcumina

A dextrose ou D-glicose (Figura 4) € um monossacarideo amplamente utilizado
nas industrias farmacéutica e de alimentos, reconhecido por sua biocompatibilidade e
baixa toxicidade, 0 que a torna um precursor atraente para rotas “verdes” de obtengdo de
nanomateriais (FANG et al., 2024).

Figura 4. Estrutura planar da D-glicose, destacando os grupos hidroxila (—OH)
responsaveis pela alta hidrossolubilidade e pela formacéo de CQ-Dots via carbonizacéao
“bottom-up” assistida por micro-ondas (precursor de carbono neste estudo).

Fonte: (PubChem, 2025a).

Sob aquecimento, moléculas de glicose sofrem desidratacdo, isomerizacdo e
condensacdo, formando intermediarios carbonizados que evoluem para nucleos
grafitico-amorfo com grupos hidroxila e carboxila na superficie, resultando em CDs
hidrofilicos e estaveis em agua. O uso de dextrose em meio aquoso, sem solventes
organicos ou metais pesados, contribui para um processo sintético simples, de baixo custo
e alinhado a quimica sustentavel (CHO et al., 2024; FOIS et al., 2024).

A curcumina (Figura 5), principal curcuminoéide extraido dos rizomas de Curcuma

longa, € um polifenol de cor amarelo-alaranjada amplamente estudado como nutracéutico

9
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e agente terapéutico, ¢ om atividades antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana e

antitumoral descritas em diversos modelos celulares e animais (NELSON et al., 2017;
UROSEVIC et al., 2022). Sua estrutura é formada por dois anéis aromaticos ligados por
uma cadeia conjugada o,B-insaturada com grupos p-dicetona, que favorece extensa
deslocalizacéo eletronica, forte absorcdo na regido azul-verde do espectro visivel e alta
eficiéncia na geracdo de oxigénio singleto e outras espécies reativas de oxigénio sob
irradiacdo (T. KAZANTZIS et al., 2020; WOLNICKA-GLUBISZ et al., 2023). Estudos
fotoquimicos indicam que a curcumina pode atuar tanto por mecanismo do tipo I, com
formagdo de O,, quanto por vias do tipo I, envolvendo transferéncia de elétrons e
producéo de radicais e perdxidos, o que contribui para sua fototoxicidade frente a células
tumorais, bactérias e fungos. o que confere forte absor¢do na regido azul-verde do
espectro visivel e elevada capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio sob
irradiacdo (AGUILERA, 2024; SANTIKA et al., 2025; YAN et al., 2021).

Figura 5. Estrutura planar da curcumina (diferuloilmetano), evidenciando os grupos
fenolicos/B-dicarbonilico (-OH/-C=0) que conferem absorcao no azul e atividade
fotossensibilizadora; molécula ancorada aos CQ-Dots para formar os CQD-Cur.

Fonte: (PubChem, 2025b).

Apesar desse amplo espectro de bioatividade, sua aplicacdo é dificultada por
propriedades fisicoquimicas desfavoraveis: a curcumina é altamente hidrofdbica,
praticamente insoltvel em agua e quimicamente instavel em pH fisioldgico, sofrendo
autoxidacdo e degradacdo rapida em tampdes neutros e levemente alcalinos (KHARAT
et al., 2017; LI et al., 2016; RAHMAN et al., 2009). Estratégias baseadas em sistemas

nanoestruturados tém sido amplamente exploradas para contornar essas limitacdes,

10
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melhorando solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade da molécula, a0 mesmo

tempo em que potencializam sua resposta fotodinamica (UROSEVIC et al., 2022; XU et
al., 2025). Nesse contexto, a incorporagdo da curcumina em pontos quanticos de carbono
(CDs) surge como abordagem promissora para aplicacbes fotodindmicas e
antimicrobianas, pois 0s CDs podem aumentar a dispersibilidade da curcumina em meio
aquoso, protegé-la parcialmente de processos de degradacdo e favorecer interacOes
eletronicas entre o fotossensibilizador e a matriz carbonacea, resultando em maior
geracdo de espécies reativas de oxigénio e, frequentemente, em efeitos sinérgicos
fotodindmicos/fototérmicos em sistemas CDs/curcumina (HENRIQUES et al., 2023;
WEN et al., 2022; YAN et al., 2021).

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial fotossensibilizador dos pontos quanticos de carbono

funcionalizados com curcumina (CQD-Cur) na fotoinativagéo de larvas de Aedes aegypti.
2.1 Objetivos especificos

e Sintetizar pontos quanticos de carbono puros (CQ-Dots) e pontos quanticos
de carbono carregados com curcumina (CQD-Cur) por método assistido por

micro-ondas;

e Caracterizar as propriedades Opticas dos CQ-Dots e CQD-Cur por
espectroscopia de absor¢cdo UV visivel, emissdo de fluorescéncia e

espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR);

e Determinar o diametro hidrodinamico dos CQ-Dots e CQD-Cur, por
espalhamento dinamico de luz (EDL) e a carga superficial por medidas de
Potencial Zeta;

e Determinar a morfologia dos CQ-Dots e CQD-Cur por microscopia de forca
atomica (AFM);

11
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e Investigar a internalizacdo e o padrdo de distribuicdo dos CQ-Dots e

CQD-Cur em néauplios de Artemia sp. e em larvas de Aedes aegypti por

microscopia confocal de fluorescéncia.

e Determinar o potencial fotoinativador dos CQ-Dots e dos CQD-Cur frente a
larvas de Aedes aegypti (3° estadio) sob irradiacdo por LEDs (luz branca) e
luz solar, comparando a eficiéncia entre as formulagOes e 0s respectivos

grupos n&o irradiados.

e Avaliar e comparar o potencial fotodinamico dos CQ-Dots e CQD-Cur a
partir da produgao de espécies reativas de oxigénio por meio de marcador
DHE (Dihidroetidio);

3. METODOLOGIA

3.1 Materiais

A Difco™ Dextrose foi adquirida comercialmente através da Becton, Dickinson
and Company — BD, (Sparks, MD) e utilizada sem purificagdo adicional. A curcumina (>
98%) foi sintetizada e cedida pelo professor Kléber T. de Oliveira, da Universidade
Federal de S&o Carlos (UFSCar).

3.2 Sintese dos Pontos Quanticos de Carbono

3.1 Pontos Quanticos puros

Os pontos quéanticos de carbono (CQ-Dots) foram sintetizados conforme
adaptacdo de (GUPTA et al., 2016), utilizando aquecimento em micro-ondas e Difco™
Dextrose (BD) como fonte de carbono. Para a sintese, 2 g de dextrose foram dissolvidos
em 2 mL de &gua desmineralizada e a mistura foi irradiada em forno de micro-ondas
convencional a 600 W por 3 min. O residuo resultante, de cor amarela (semelhante a calda
de pudim), foi entdo completado com agua desmineralizada até 100 mL e mantido sob
agitacdo magnética por 24 horas em 100 rpm para melhor diluigdo. Uma ilustragio
esquematica da preparacgéo € apresentada na Figura 6.

12
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A concentracdo dos CQ-Dots na dispersdo estoque foi determinada por método
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gravimétrico. Para isso, retirou-se uma aliquota conhecida da suspensdo para cdpsula
previamente tarada, que foi seca em estufa até massa constante. A massa do residuo seco

foi utilizada para o calculo da concentracdo em ppm, pela relacdo de massa por volume.

Figura 6. llustracdo esquematica da preparacdo de pontos
quanticos de carbono (CQ-Dots).
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Fonte: autora.

3.2.2 Pontos Quanticos carregados com curcumina

Para a sintese dos pontos quanticos de carbono com curcumina (CQD—Cur),
foram pesados 2 g de dextrose e 20 mg de curcumina (> 98%). Os solidos foram
macerados conjuntamente em almofariz de agata até obtencdo de mistura homogénea. Em
seguida, 2 mL de agua desmineralizada foram adicionados, e a suspensdo foi irradiada
em forno de micro-ondas convencional (600 W, 3 min). O residuo resultante, de cor
amarelo-ambar, foi entdo completado com agua desmineralizada até 100 mL e mantido
sob agitacdo magnética por 24h em 100 rpm para melhor dilui¢do. Por fim, a disperséo
foi centrifugada a 4.000 rpm por 10 min para precipitar toda curcumina ndo
funcionalizada no sistema dos dots; os precipitados foram descartados e, ao final, coletou-
se apenas 0s sobrenadantes, resultando em uma solucdo de aproximadamente 85 mL.

Uma ilustracdo esquematica da preparacédo € apresentada na Figura 7.

13
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Figura 7. llustracdo esquematica da preparacdo de pontos quanticos de carbono
carregados com curcumina (CQD-Cur).
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3.3 Espectroscopia de absorcdo no ultravioleta/visivel (UV-vis) e

Fluorescéncia

Para a espectrofotometria de absor¢cdo UV-Vis (LAMBDA™ 265 UV/Vis),
aliquotas de 100 pL das amostras CQ-Dots (estoque a 12.000 ppm) e CQD-Cur (estoque
formulado para 49 ppm de curcumina), foram completadas para 2 mL com &gua
desmineralizada na cubeta. Inicialmente, registrou-se a linha de base (branco) com o
diluente e, em seguida, adquiriu-se o espectro de absor¢do das amostras diluidas.
Posteriormente, a fluorescéncia foi medida (Scinco FluoroMate FS-2) utilizando os

parametros descritos na Tabela 1.

Tabela 1 : Pardmetros da medida de fluorescéncia.

Voltagem (V) 800
Tempo de integragdo (ms) 50
Velocidade de digitaliza¢cdo (nm/min) 600
Largura da fenda de excitagdo (nm) 5

14
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Largura de fenda de emissdo (nm) 5
Excitagdo (nm) 360
Emissao (nm) 370-670

Fonte: Autora

Em ambas as medicdes (UV-Vis e fluorescéncia), utilizou-se cubeta de quartzo

com quatro faces polidas e caminho 6ptico de 10 mm, contendo 2 mL da amostra diluida.

3.4 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os CQ-Dots e os CQD-Cur, bem como seus componentes, foram caracterizados
por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) em
espectrometro PerkinElmer Spectrum 100 (PerkinElmer, Waltham, MA, EUA), equipado
com acessorio de refletancia total atenuada (ATR) com cristal de germanio. Antes de cada
aquisicdo, registrou-se o background do sistema. As amostras foram analisadas na forma
de pd; para isso, as dispersdes foram previamente liofilizadas. Os espectros foram
coletados no modo ATR (saida em absorbancia) com 10 varreduras no intervalo de 4000

600 cm™, resolucdo de 4 cm™* € passo de 0,5 cm ™.

3.5 Espalhamento dinimico de luz (EDL) e Potencial Zeta ({)

As amostras CQ-Dots e CQD-Cur, a partir de estogues a 12.000 ppm e 49 ppm,
respectivamente, foram analisadas diretamente em suas concentragoes originais. O
espalhamento dinamico de luz (EDL/DLS) foi empregado para determinar a distribuicédo
de tamanho hidrodindmico e o indice de polidispersdo (PDI), enquanto o potencial zeta
(§) foi utilizado para caracterizar a carga superficial das particulas. As medi¢des foram
realizadas em um Zetasizer Nano ZS ZEN 3600 (Malvern), com éptica NIBS (Non-
Invasive Backscatter), utilizando cubeta de eletroforese DTS1070, com a temperatura
controlada a 25 °C, em triplicata. O instrumento opera com laser de 633 nm, e a luz
espalhada foi detectada nos angulos de 90° e 173°. As analises de EDL e { foram
conduzidas nas dependéncias do Grupo de Quimica de Superficie e Moléculas Bioativas
(QSMB) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS).
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3.6 Andlise por Microscopia de Forca Atémica (AFM)

Para esta analise, aliquotas de 10 pL das dispersdes CQ-Dots e CQD-Cur foram
depositadas sobre substratos de silicio. As amostras permaneceram nos substratos por
24h, a temperatura ambiente de 25 °C, em placa de Petri de vidro, para secagem. O
equipamento utilizado foi um AFM Workshop TT2 para obtencdo de imagens de
topografia destinadas ao estudo de morfologia. As medi¢cdes foram realizadas a
temperatura ambiente, no modo ndo contato (vibrating), empregando cantiléver de silicio
revestido com aluminio, constante de mola de 40 N/m e frequéncia de ressonancia de 325
kHz. As varreduras foram conduzidas em areas de 5 x 5, 10 x 10 e 50 x 50 um?, com 256
x 256 pixels e taxa de varredura de 1 Hz. O tratamento e o ajuste das imagens foram

realizados no software Gwyddion (64-bit).

3.7 Microscopia confocal de fluorescéncia para visualizagdo de pontos
quéanticos em larvas de Aedes aegypti e Artemia sp.

A distribuicéo e a internalizagdo dos CQ-Dots e dos CQD-Cur foram avaliadas
por microscopia confocal de varredura. Larvas de Aedes aegypti (3° estadio) e nauplios
de Artemia sp. foram expostos, de um dia para o outro, as dispersdes nas concentracdes
de 12.000 ppm e 49 ppm, respectivamente. Ao término da exposicdo, 0S organismos
foram submetidos a eutanasia por hipotermia em congelador, visando imobilizacdo
completa durante a aquisi¢do das imagens. As artémias foram depositadas em placas de
fundo de vidro sem pocos; as larvas foram acomodadas em placas com po¢os. Em ambos
0s casos, aplicou-se uma gota (< 10 pL) de meio de montagem antifading ProLong
(Sigma-Aldrich) para reduzir fotobranqueamento e fixar o espécime. As preparacdes
foram mantidas a temperatura ambiente, protegidas da luz, por aproximadamente 24 h

para estabilizagéo antes da aquisic&o.

As imagens foram adquiridas no STELLARIS 5 Confocal Microscope (Leica
Microsystems) com objetiva de 10x, utilizando linhas de excitacdo selecionadas entre
405-488 nm e janelas de deteccdo ajustadas para abarcar as bandas de emisséo
previamente determinadas por espectroscopia (aprox. 430—650 nm), de modo a capturar

a fluorescéncia dos CQ-Dots e da curcumina associada nos CQD-Cur. A configuracgdo de
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ganho, pinhole e velocidade de varredura foi mantida constante entre amostras e controles
para garantir comparabilidade. As imagens foram processadas no software do
equipamento (ajustes lineares de contraste/brilho, sobreposicdo de canais e extracdo de

perfis de intensidade), sem aplicacéo de filtros que alterem a morfologia.
3.8 Ensaio de ecotoxicidade em Artemia sp.

O ensaio de ecotoxicidade aguda foi realizado com cistos de Artemia sp.
adquiridos em loja especializada em aquarismo, seguindo protocolos consagrados com
base em diretrizes da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico
(OCDE). Para a eclosdo, utilizou-se solucéo salina sintética preparada com sal marinho a
36 gL', pH 8-9, sob aeracdo continua por 48 h. Os testes foram conduzidos em sistema
estatico, em triplicata, com aproximadamente 10 nauplios por réplica, a 25 + 2 °C, sob
fotoperiodo de 12 h claro e 12 h escuro, utilizando placas descartaveis de 24 pocos (Figura
8), com volume total de 2 mL por pogo.

Figura 8. Placa de 24 pocos empregada nos ensaios de ecotoxicidade com CQ-Dots e
CQD-Cur; a marcacao em vermelho indicam nauplios de Artemia sp.

100% 50% 12,5% 6,25%
- o

Fonte: autora.

Foram realizados dois bioensaios independentes: um com CQ-Dots e outro com
CQD-Cur, preparados a partir de estoques a 12.000 ppm e 26 ppm, respectivamente
(Figura 9). Como os estoques apresentaram pH aproximado de 5,0 (CQ-Dots) e 3,67
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(CQD-Cur), as solucdes de trabalho foram previamente ajustadas para pH 7,0 com
tampé&o fosfato salino (Phosphate Buffered Saline, PBS) antes das dilui¢cbes na salina.

Para cada ensaio, as amostras foram diluidas na solucao salina em séries de 100, 75, 50,

25, 12,5 e 6,25% (v/v), mantendo-se um controle negativo (somente solucdo salina)

(MIGUEL et al., 2024).

Figura 9. Esquema do ensaio de ecotoxicidade aguda com nauplios de Artemia sp.
expostos a diferentes diluicdes de CQ-Dots e CQD-Cur.

CQD-Cur
=

CQ-Dots
{m CQD-Cur - 0,026 mg'mL"' - pH = 3,67

" ) CQ-Dots - 12 mg-mL"! - pH= 5,0
Ajuste para pH 7,0 com PBS

= Ajuste para pH 7,0 com PBS E
= antes das diluigdes em salina = antes das diluigdes em salina
( v
PBS - pH 7,0 Controle negativo - [ PBS - pH 7,0 Controle negativo
somente solugio s v somente solugio
salina

salina

100% 5% 50% 25% 12,5% 6,25% (viv)

@ Exposigdo por 24 h
v

100% 5% 50% 25% 12,5% 6,25% (viv)

@ Exposigdo por 24 h

@
@, - @ 0
CLg, (24 h) - Concentragdo CEyq (24 h) — Concentracio efetiva CLq, (24 h) - Concentragao CEg (24 h) - Concentragdo efetiva
letal média - mortalidade de média - efeitos subletais
{

letal média - mortalidade de média - efeitos subletais
50% dos nauplios. izagdo, inibigdo de i 50% dos nauplios, (imobilizagdo, inibigdo de crescimento)
em 50% da populagio-teste, em 50% da populagao-teste.

Fonte: autora.

As curvas concentracao—efeito foram construidas a partir das séries de diluicao,

permitindo estimar a resposta em funcao da concentracio (MESARIC et al., 2015).

O desfecho primario considerado foi a concentracdo letal média (CLso, 24 h),
definida como a concentracdo capaz de causar mortalidade em 50% dos organismos
expostos no periodo especificado. A concentracdo efetiva média (CEsp) se refere a efeitos

subletais (como imobilizacdo ou inibicdo de crescimento) em 50% da populacéo-teste.

Como métrica complementar e comparativa, a unidade toxica (UT) foi calculada

pela Equacéo 1.

UT = (C;O) x 100 (1)
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Os parémetros de toxicidade (LCso, CEso e unidades toxicas, UT) foram estimados

por regressao Probit no software Calculadora PROBIT.

3.9 Obtencao das larvas de 3o estadio de Aedes aegypti

Os bioensaios com as larvas foram realizados a partir de ovos de A. aegypti
(linhagem Rockefeller) fornecidos pelo Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz). A metodologia
e protocolo utilizado para os bioensaios seguiu as recomendacdes da Organizagdo
Mundial da Satude (OMS) com adaptacdes (LIMA, 2016, 2020).

Para eclosdo das larvas, os ovos de A. aegypti foram depositados em papel filtro
e, em seguida, colocados em bandejas plasticas com aproximadamente 2 L de &gua
declorada. Apos a eclosdo, as larvas foram alimentadas com racdo para peixe (Alcon®)
macerada e dissolvida em agua. As bandejas foram mantidas a 28 °C em estufa de
demanda bioldgica de oxigénio (DBO) com umidade de (60 £ 5) % e fotoperiodo de 10
h no escuro e 14 h expostas a luz. As larvas de 3° estadio (L3) foram utilizadas para avaliar
o0 potencial fotodindmico dos compostos. Essas larvas foram identificadas pela mudanca

de tamanho durante o desenvolvimento dos estadios larvais.

3.10 Investigacédo da acgado fotodinamica

3.10.1 Fontes de luz e concentragdes dos compostos

Para o estudo fotodindmico em larvas de Aedes aegypti no 3° estadio, foram
empregadas duas fontes de luz: um sistema artificial de LEDs RGB (Figura 10) e a
radiacdo solar. O arranjo artificial consistiu em quatro painéis totalizando 24 LEDs RGB,
com 10 W de poténcia, possibilitando combina¢des nos comprimentos de onda de 450

nm (azul), 525 nm (verde) e 625 nm (vermelho).
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Figura 10. Sistema de iluminacéo por LEDs RGB.

Fonte: autora.

As unidades experimentais foram posicionadas sob cada painel. A intensidade de
radiacdo de cada canal e da luz “branca” (definida como a soma das intensidades nos trés
canais, Y Ire = laso + Isps + le2s) foi determinada com medidor de poténcia Optica
(Newport 1918-R) e com uma ilumin&ncia média registrada em torno de 129.000 lux. As
intensidades por canal, a soma Ircs € as doses de energia correspondentes a 1 h de
irradiacdo e calculadas a partir da Equacéo 2, estdo apresentadas na Tabela 2 (YAN et al.,
2021).

D=Lt 2)

Onde D ¢ a dose de energia (J-cm™), | ¢ a intensidade de luz (mW-cm2) et é o

tempo de irradiagéo (S).

Tabela 2. Tempo de exposicao, intensidades por canal e doses de energia (D)

A (nm) t (min) Intensidade (MW-cm™2) Dose (J-cm™)
450 60 17 61,2
525 60 7,6 27,4
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625 60 16,6 59,8
Y IrcB = laso + Is25 + l62s 60 41,4 149,1

Fonte: autora.

Sob luz branca de LEDs [ Ires (450, 525 e 625 nm)], as concentracdes testadas

foram: para os CQ-Dots, 6.000, 3.000, 1.500, 750 e 375 ppm. Para os CQD-Cur, as

seguintes concentragdes (referentes a curcumina): 2, 4, 6, 10 e 12 ppm.

3.10.2 Eficiéncia do controle fotodinamico com luz proveniente do sistema

LEDs RGB

Para avaliar a eficiéncia do controle fotodindmico da populacdo de larvas de Aedes

aegypti (3° estadio) com CQ-Dots e CQD-Cur, os ensaios foram conduzidos

separadamente para cada material, organizando-se dois grupos experimentais: um grupo
irradiado e outro ndo irradiado. As larvas foram mantidas em placas de Petri (60 x 15
mm; didmetro interno 52 mm), em triplicata, com quinze larvas por grupo (Figura 11). A
irradiacdo foi iniciada 120 min apds a imersao nas dispersdes, tempo de internalizacdo de

1 h adotado com base na literatura (LIMA, 2020).

Figura 11. Esquema do ensaio de fotoinativacdo de larvas de Aedes aegypti com CQ-
Dots e CQD-Cur sob LED RGB branco.

Ensaio com CQ-Dots

Fonte de luz LED RGB branco
S

Ensaio com CQD-Cur

Fonte de luz LED RGB branco
e

Irradiado Irradiado
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3 N\
(@ Tl 2 I G - 4
NS DUAN ) == =~ ) =)
Triplicata, n=15lavascada E Triplicata, n = 15 larvas cada
Controle C Controle (€
no escuro no escuro
(ndo irradiado) (ndo irradiado)
Triplicata, n = 15 larvas cada Triplicata, n = 15 larvas cada
t=0min 0-120 min (2 h): t=120-180 min (1 h): t=180 min 0-8h 24h 48h
I t
[ Imersdo: Larvas Periodo de Divisdo em dois grupos Inicio do 0-8 h ap6s o inicio Avaliagio de Avaliagio de
foc\Nama DS dispersdes de internalizagdo dos (Irradiado vs. Controle) i do i lidad mortalidade
{555 CQ-Dots ou CQD- compostos da mortalidade (primeiros 480 min)
Cur em 4gua
¢ .  Larvas mortas: ndo respondem ao estimul ico com pincel e/ou nio
%7 & conseguem alcangar a superficie para respirar.

Fonte: autora.
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Apos a irradiacdo, a mortalidade foi acompanhada nas primeiras 8 h (480 min) e,

subsequentemente, aos 24 h (1440 min) e 48 h (2880 min). Consideraram-se mortas as
larvas que nao responderam ao estimulo mecanico com pincel e/ou que nao alcangaram

a superficie para respirar.
3.10.3 Eficiéncia do controle fotodindmico com a luz solar

Para avaliar a eficiéncia do controle fotodindmico de larvas de Aedes aegypti (3°
estadio) com os CQD-Cur sob radiagéo solar, os ensaios foram conduzidos de maneira
analoga aos realizados com LEDs, diferindo apenas na fonte e no monitoramento da luz.
A exposicédo ocorreu ao ar livre, no campus da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul (Campo Grande — MS), em 30/09/2025, entre 14h e 15h (horario local), sob céu
nublado, com ilumindncia média de aproximadamente 49.000 lux. A intensidade
luminosa foi registrada com luximetro no inicio e em intervalos regulares, juntamente

com a temperatura ambiente e as condi¢des do céu, para rastreabilidade experimental.

O grupo controle foi mantido nas mesmas condi¢des ambientais, porém protegido
da luz (sombra/embrulho opaco). Como ndo ha distancia fonte—amostra fixa, as placas de
Petri contendo as larvas foram dispostas de modo a evitar sombras e a manter a mesma
profundidade de coluna d’agua empregada nos ensaios com LEDs. Uma fotografia
representativa da disposicdo das placas no momento da irradiacdo solar é apresentada na
Figura 12 e o arranjo experimental na Figura 13.

A avaliacdo sob radiacao solar foi conduzida apenas para CQD-Cur; os CQ-Dots

foram avaliados exclusivamente no arranjo de LEDs RGB.
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Figura 12. Placas de Petri contendo larvas de Aedes aegypti (3° estadio) expostas aos
CQD-Cur durante o ensaio fotodindmico sob luz solar direta.

Fonte: autora.

Figura 13. Arranjo experimental ao ar livre de fotoinativacdo das larvas de A. aegypti.
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Fonte: autora.

3.11 Determinacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
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A determinacdo das EROs foi conduzida com base em adaptagcdes do

procedimento descrito por Caires et al. 2020. Para isso, foram misturados 0,49 mL da
solucdo de CQD-Cur a 49 ppm com 0,07 mL de dihidroetidio (DHE) diluido em agua
destilada, na concentracdo de 5 mM. De forma analoga, 0 mesmo procedimento foi
realizado com o controle negativo, adicionou-se 0,024 mL da solugdo de curcumina a
1000 ppm (solubilizada em DMSO 1% v/v) a 0,07 mL de DHE diluido em &gua destilada

na concentracao de 5mM.

O dihidroetidio (DHE) é uma sonda fluorescente amplamente empregada para
deteccdo de espécies reativas de oxigénio, em especial o radical superdxido. No estado
reduzido, o DHE apresenta baixa fluorescéncia; na presenca de EROs, sofre oxidacgéo e é
convertido em produtos fluorescentes que emitem tipicamente na regido do vermelho,
permitindo o monitoramento da formacdo dessas espécies por espectroscopia de
fluorescéncia. Assim, 0 aumento da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo pode
ser associado, de forma indireta, a taxa de geracdo de EROs no sistema sob estudo, tanto

na auséncia de luz (fase quimica) quanto durante a irradiacdo com luz branca.

Os espectros de emissdao foram obtidos na faixa de 515 a 900 nm, com excitagdo
em 500 nm, utilizando um fluorimetro de bancada (FluoroMate FS-2, Sinco). As analises
foram realizadas em cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm e quatro faces
polidas.

Figura 14. Representacdo esquematica do ensaio de deteccdo de EROs com CQD-Cur e
curcumina utilizando a sonda DHE.

Preparagdo das amostras Leitura em espectrofluorimetro Sk

Monitoramento no escuro (fase
quimica) por 10 min, com leituras
de fluorescéncia a cada 1 min

v

Fase sob irradiagdo
(luz branca — LEDs RGB)

Médulo de
LEDs RGB
(Luz Branca)

CQD-Cur Curcumina (excitagio 500 nm;
emissdo 515-900 nm)
- 0,49 mL CQD-Cur 0,024 mL curcumina
(0,049 mg-mL"") (1 mg'mL~' em DMSO
+0,07 mL DHE 1% v/v)
(5 mM em agua) +0,07 mL DHE Exposigdo a luz branca (LEDs RGB)
(5 mM em dgua) —41,4 mW-cm™ por 10 min, com

leituras a cada 1 min

Fonte: autora.
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A producdo de EROs foi primeiramente monitorada no escuro (fase quimica)

durante 10 minutos, com aquisicdo da intensidade de fluorescéncia em intervalos de 1
minuto (Figura 14). Em seguida, as amostras foram expostas a luz branca no mesmo
sistema de LEDs RGB, com intensidade de 41,4 mW-cm™2, por 10 minutos, mantendo o
mesmo intervalo de coleta. Essa etapa permitiu avaliar a capacidade de geragédo de EROs
sob irradiag&o.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese e caracterizagdo dos CQ-Dots e CQD-Cur

Os pontos quanticos de carbono (CQ-Dots) vém sendo amplamente sintetizados
por aquecimento em forno de micro-ondas a partir de precursores agucarados, como
glicose ou dextrose em meio aquoso, em rotas descritas como simples, rapidas, de baixo
custo e alinhadas aos principios da quimica verde (PIASEK et al., 2024; ZHAO et al.,
2019). Assim, a sintese adotada neste trabalho, baseada em dextrose e &gua
desmineralizada sob aquecimento em micro-ondas, enquadra-se nesse cenario de rotas

“verdes” e escalaveis para CQ-Dots.

Apesar do amplo interesse biomédico, a curcumina apresenta baixa solubilidade
em agua em pH &cido a neutro e instabilidade acentuada em condi¢bes neutras ou
levemente alcalinas, além de suscetibilidade a fotodegradacdo, o que limita sua
biodisponibilidade e aplicacbes em meio aquoso (WANG et al., 1997; ZHENG;
MCCLEMENTS, 2020). Para contornar essas limitagdes, diferentes estratégias tém
explorado a associa¢do da curcumina a nanomateriais carbonaceos, incluindo sistemas
baseados em CDs, visando aumentar a dispersibilidade aquosa, a estabilidade e o
potencial de aplicacdo fotobiologica (YAN et al., 2021; ZHENG; MCCLEMENTS,
2020).

Em vista disso, no presente trabalho, foram preparados CQ-Dots puros a partir de
dextrose em agua desmineralizada sob irradiagdo em micro-ondas, obtendo-se uma
dispersdo aquosa translicida e estavel, adequada como plataforma fotossensibilizadora

(PIASEK et al., 2024). Em seguida, utilizando a mesma estratégia sintética, foram obtidos
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pontos quanticos carregados com curcumina (CQD—Cur), incorporando a curcumina

diretamente na etapa de aquecimento em micro-ondas, sem uso de solventes organicos.
Dessa forma, a formacdo dos CQD-Cur em meio aquoso supera parcialmente a baixa
solubilidade da curcumina livre, originando uma dispersdo estavel e mais facilmente
manuseavel para estudos fotodindmicos, em consonancia com os relatos de sistemas

curcumina—CDs que evidenciam melhor dispersibilidade e estabilidade em &gua.

A Figura 15A mostra a dispersdo de CQD-Cur, enquanto a Figura 15B apresenta
a de CQ-Dots nas concentragdes de 49 e 12.000 ppm, respectivamente.

Figura 15. A) CQD-Cur; B) CQ-Dots.

Fonte: autora.

4.2 Espectroscopia de absor¢cdo no ultravioleta/visivel (UV-vis) e

Fluorescéncia

A determinacdo da faixa de absorcdo dptica de nanomateriais é essencial para
caracterizar sua interacdo com a luz. Nesse trabalho, utilizou-se a espectroscopia de
absorcdo UV-Vis para obter o espectro dos CQ-Dots e CQD-Cur como apresentado na
Figura 16. Tanto os CQ-Dots quanto os CQD-Cur apresentam banda intensa no
ultravioleta, com méximo em ~290 nm, seguida de queda acentuada e uma “cauda” que
avanca para o visivel. Nos CQD-Cur, essa cauda é mais robusta entre ~320-500 nm,
efeito atribuido a presenca da curcumina associada aos pontos quanticos, que reforca a

absorcéo na regido azul/verde. Esse maior acoplamento dptico justifica o uso de 450 nm
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nos ensaios fotodindmicos. Nos CQ-Dots, por sua vez, a resposta permanece dominante

no UV, com cauda menos intensa acima de ~350 nm.

Figura 16. Espectros de absor¢do UV-vis dos CQ-Dots e CQD-Cur em agua
desmineralizada.
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Fonte: autora.

A Figura 17 apresenta os espectros de Fluorescéncia dos CQ-Dots e CQD-Cur em
agua desmineralizada. Ambos exibem bandas largas de emissdo na regido do visivel,
aproximadamente entre 400 e 650 nm, com maximos situados na faixa do azul, como é
tipico para pontos quéanticos de carbono obtidos por rotas similares e destinados a
aplicacdes em bioimagem e fototerapia (NAIR et al., 2020; YADAV et al., 2023).

A incorporacgdo de curcumina resulta em reducdo da intensidade de emisséo e
alteracdes no perfil espectral dos CQD-Cur, o que ¢ atribuido a transferéncia de energia
ou supressdo de fluorescéncia causada pela proximidade entre os estados excitados dos
pontos quanticos e da curcumina (SANKPAL; SUVARNA; KHUMKAR, 2025; YAN et
al., 2021). Esse comportamento espectral indica uma interagéo efetiva entre a curcumina

e a superficie dos pontos quanticos, mecanismo consistente com o observado em outros
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sistemas semelhantes desenvolvidos para aplicacGes fotobioldgicas (WANG et al., 2020;

YADAV et al., 2023).

Figura 17. Espectros de fluorescéncia dos CQ-Dots e CQD-Cur em agua
desmineralizada.
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Fonte: autora.

4.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Por espectroscopia FTIR, avaliou-se a composi¢do quimica dos CQ-Dots e dos
CQD-Cur, investigando a formulacdo e possiveis interacdes entre seus constituintes. Para
0s CQ-Dots, foram comparados os espectros do material sintetizado com o de seu
precursor (dextrose); para os CQD-Cur, foram analisados o nanomaterial e a curcumina
livre, visando identificar assinaturas espectrais indicativas de interagdo entre os pontos
quénticos e a curcumina. A Figura 18 apresenta os espectros dos CQ-Dots, dos CQD-Cur

e de seus constituintes individuais (dextrose e curcumina).
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Figura 18. Espectros FTIR (ATR) de Dextrose, CQ-Dots, Curcumina e CQD-Cur
(4000-500 cm™).
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Fonte: autora.

Os espectros de FTIR obtidos para dextrose, CQ-Dots, curcumina e CQD-Cur
evidenciam, de forma qualitativa, tanto a carbonizacdo do aglUcar quanto a posterior
associacdo da curcumina a superficie dos pontos quéanticos. A dextrose apresenta o padrdo
tipico de carboidratos, com uma banda larga na regido de 3300 cm ™ atribuida as vibragdes
de alongamento das ligacbes O—H de maultiplos grupos hidroxila, além de bandas intensas
entre aproximadamente 1000 e 1500 cm™ relacionadas as ligagdes C—O e C-O-C do

esqueleto poli-hidroxilado (FOIS et al., 2024; JING et al., 2023).

Apos o tratamento em micro-ondas, o espectro dos CQ-Dots mostra claramente a
perda desse padrdo bem definido da dextrose e o surgimento de um perfil mais amplo,
com banda ainda larga na regido de O—H (indicando grupos hidroxila e possivelmente
grupos ligados a agua superficial), mas acompanhado de bandas novas ou intensificadas
em torno de 1600 cm ™, atribuidas a ligagdes C=0 (de grupos carboxilicos ou carbonilicos

na superficie) e a ligagdes C=C em dominios mais aromaticos ou grafiticos. Ao mesmo
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tempo, as bandas de C—O entre 1000 ¢ 1500 cm™ tornam-se menos definidas, o que é

consistente com processos de desidratacdo, condensacdo e reorganizacdo da rede de
carbono reportados para CDs obtidos de acucares por aquecimento rapido (Pires et al.,
2015). Em sintese, o espectro indica que a dextrose deixou de ser um agucar molecular
para dar origem a uma matriz carbondcea amorfa, rica em grupos oxigenados na

superficie, como descrito para carbon dots derivados de glicose (FOIS et al., 2024).

A curcumina isolada, apresenta bandas caracteristicas de uma molécula aromaética
com grupos carbonilicos e fendlicos. Observa-se uma banda na regido de 1628 cm™
associada a ligacdes C=0 conjugadas com anéis aromaticos, além de bandas de C=C
aromatico e de C-O em torno de 1502 e 1285 cm™!, respectivamente, e uma banda de O—
H fendlico mais larga na regido de 3400 cm™. Esses sinais refletem, de maneira
simplificada, trés elementos estruturais principais: anéis aromaticos, grupos tipo
“carbonila” (C=0) e grupos hidroxila (~OH) fendlicos (AGUILERA et al., 2025; YAN
etal., 2021).

No espectro dos CQD-Cur, ndo se observam bandas totalmente inéditas em
relagdo aos CQ-Dots e a curcumina, mas sim modificacbes no envelope ja existente. A
regido de 1645 cm' apresenta aumento de intensidade e/ou leves deslocamentos,
sugerindo contribuicdo simultanea das ligacbes C=0 dos grupos superficiais dos CDs e
das carbonilas conjugadas da curcumina. De modo analogo, a faixa entre 1100 e 1500
cm! mostra mudancas no padrao e na intensidade das bandas, compativeis com a
sobreposicao de vibragfes C-O e C=C tanto do esqueleto carbonaceo quanto dos anéis
aromaticos e grupos fenolicos da curcumina. A banda larga de O—H mantém-se presente,
mas agora resultando da combinacdo de grupos hidroxila superficiais dos carbon dots
com as hidroxilas fendlicas da curcumina (JING et al., 2023; YAN et al., 2021).

Em conjunto com a comparacao direta entre os espectros de dextrose, CQ-Dots,
curcumina e CQD-Cur, essas modificagOes de intensidade e posic¢éo das bandas de C=0,
C=C, C-0O e O-H sustentam a conclusé@o de que a curcumina encontra-se efetivamente

incorporada/associada a superficie dos CQ-Dots no nanossistema CQD-Cur.

4.4 Espalhamento dinimico de luz (EDL) e Potencial Zeta ({)
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O espalhamento dinamico de luz (EDL) e o potencial Zeta ({) foram avaliados nos

CQ-Dots e CQD-Cur a fim de caracterizar o diametro hidrodinamico (Dh), indice de
polidispersividade (PDI) e carga superficial das nanoparticulas em solucéo. Na Tabela 3

estd apresentado os valores do Dh, PDI e { das amostras.

Tabela 3: Resultados do Dh, PDI e { dos CQ-Dots e CQD-Cur

Amostra  Diametro Hidrodinamico (nm) PDI Potencial Zeta (mV)
CQ-Dots 70+ 22 0,24 £ 0,05 -13,40 + 4,40
CQD-Cur 213 +5 0,37 £0,08 -12,80 + 0,01

Observa-se que os CQ-Dots apresentam Dh médio de aproximadamente 70 nm,
enquanto os CQD-Cur exibem Dh em torno de 213 nm, ambos fora do padréo de Dh de
pontos quanticos. Esses valores podem refletir o tamanho hidrodindmico de entidades
dispersas, sensivel a camada de solvatagio e a eventual presenca de
associacfes/aglomerados em solucdo (BHATTACHARJEE, 2016). No caso do CQD-
Cur, o aumento de Dh é compativel com a formacgdo de estruturas maiores ou mais

hidratadas ap06s a associacao de curcumina.

O PDI dos CQ-Dots (= 0,24) indica distribuicdo de tamanhos relativamente
estreita, sugerindo populacdo moderadamente homogénea. Para os CQD-Cur, o PDI (=
0,37) aponta maior heterogeneidade e tendéncia a associacdo/aglomerados apds a
incorporacdo de uma molécula hidrofébica (curcumina). Em termos gerais, PDI < 0,20 é
tipico de sistemas préximos ao monodisperso, enquanto PDI > 0,30 sugere distribuicdes
mais amplas e possiveis subpopula¢es (LEUNG; SHEN, 2018).

Em relagéo a carga superficial, os CQ-Dots apresentaram potencial Zeta médio de
aproximadamente —13,4 mV, enquanto os CQD-Cur exibiram valor proximo de —12,8
mV, indicando que ambos os sistemas mantém carga negativa moderada em meio aquoso.
Em geral, potenciais zeta com mddulo inferior a cerca de 30 mV tendem a indicar

estabilidade coloidal, porém, limitada.
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4.5 Anédlise por Microscopia de Forca Atbmica (AFM)

A caracterizacdo por microscopia de forca atbmica (AFM) de ambos CQ-Dots e
CQD-Cur, foi realizada em um AFM Workshop TT-2 SPM, operando no modo néo
contato (vibrating). Empregaram-se cantiléveres de silicio (AFM Workshop) com
constante de mola de 40 N/m e raio de curvatura da ponta de aproximadamente 3 nm. As
imagens foram processadas no software Gwyddion. As micrografias representativas

encontram-se nas Figuras 19 e 20.

Figura 19. Imagem de AFM dos pontos quanticos de carbono (CQ-Dots), (A)
mostrando o perfil topografico das particulas e (B) em 3D; (C) O tamanho de um CQ-
Dots observado.
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Fonte: autora.

As Figuras 19A e 19B mostram uma superficie com distribuicdo relativamente
homogénea, na qual a maioria dos perfis de altura permanece abaixo de aproximadamente
11,5 nm, com poucas ilhas isoladas de maior brilho. Na regido ampliada da Figura 19C,
0 pico analisado apresenta altura em torno de 3,8 nm, compativel com pontos quanticos

de dimensdo nanométrica.

Para o CQD-Cur, observa-se morfologia igualmente granular, porem com relevo

mais pronunciado. Nas Figuras 20A e 20B aparecem feicGes cuja altura atinge cerca de
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7,6 nm e, na Figura 20C (zoom 2 x 2 um), pico em torno de 4,9 nm. O aumento global de
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altura/rugosidade em relacdo aos CQ-Dots sugere a formagdo de dominios mais espessos
apos a incorporacao de curcumina, possivelmente decorrentes de agregacao superficial

ou empilhamento das estruturas hibridas.

Figura 20. Imagem de AFM dos pontos quanticos de carbono carregados com
curcumina (CQD-Cur), (A) mostrando o perfil topografico das particulas e (B) em 3D;
(C) O tamanho de um CQD-Cur observado.
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Fonte: autora.

4.6 Microscopia confocal de fluorescéncia para visualizacdo de pontos

guanticos em larvas de Aedes aegypti e Artemia sp.

A visualizacdo por microscopia confocal de fluorescéncia foi empregada para
investigar a distribuicdo dos CQ-Dots e CQD-Cur em nauplios de Artemia sp. e em larvas
de A. aegypti. As imagens foram adquiridas no microscépio confocal STELLARIS 5
(Leica Microsystems) com objetiva de 10x.

4.6.1 Microscopia confocal de fluorescéncia em Artemia sp.

A Figura 21A mostra o grupo controle de Artemia sp. mantido apenas em agua,

no qual se observa apenas autofluorescéncia fraca e difusa da carapaca e de algumas
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estruturas internas, sem pontos brilhantes definidos ao longo do trato digestério ou em

outras regides do corpo.

Na Figura 21B, correspondente aos nduplios expostos aos CQ-Dots, surgem focos
pontuais de fluorescéncia distribuidos predominantemente ao longo do tubo digestivo,
sugerindo ingestdo e retencdo de agregados de pontos quanticos no lIimen intestinal. O
mesmo pode ser dito para 0s nauplios expostos aos CQD-Cur (Figura 21C), a emissdo é
intensa e praticamente continua ao longo de todo o nauplio, com regides de maior brilho
em suas extremidades. Essa interpretacdo é reforcada pelo corte Optico apresentado na
Figura 22, no qual o perfil de fluorescéncia em seccao transversal confirma que o sinal
dos CQD-Cur se encontra localizado no interior do corpo da artemia, e ndo apenas aderido

a superficie externa, evidenciando internalizacdo efetiva do nanomaterial.

Figura 21. Imagens confocais de nauplios de Artemia sp.: (A) controle em agua;
(B) exposigédo a CQ-Dots; (C) exposi¢do a CQD-Cur.

Fonte: autora.
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Figura 22. Corte dptico confocal de nauplio de Artemia sp. exposto a CQD-Cur,
evidenciando fluorescéncia localizada no interior do corpo, ao longo do trato digestorio.

Fonte: autora.

4.6.2 Microscopia confocal de fluorescéncia em larvas de A. aegypti

A Figura 23 apresenta o controle das larvas de Aedes aegypti, nas quais se observa
apenas o contorno do corpo e uma autofluorescéncia interna fraca e difusa, sem pontos

fluorescentes bem definidos ao longo do organismo.

Figura 23. Imagem confocal de larva de A. aegypti do grupo controle em agua.

Fonte: autora.

Na Figura 24A, correspondente as larvas expostas aos CQ-Dots, surgem focos de
fluorescéncia principalmente na regido do trato digestério e em alguns pontos da

superficie, sugerindo ingestdo e deposi¢éo localizada dos pontos quénticos; o corte dptico
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da Figura 24B confirma que esses sinais se concentram em planos internos associados ao

[umen intestinal, com pouca penetracdo para além dessa regiao.

Figura 24. Imagens confocais de larvas de Aedes aegypti expostas a CQ-Dots: (A)
visdo geral da larva; (B) corte dptico evidenciando sinal fluorescente
predominantemente no Iimen intestinal.

Fonte: autora.

Figura 25. Imagem confocal de larva de Aedes aegypti exposta a CQD-Cur.

Fonte: autora.
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Quando tratadas com CQD-Cur (Figura 25), as larvas exibem fluorescéncia

intensa e quase continua ao longo do eixo corporal, com acimulo evidente no interior do
trato digestorio e em areas segmentares adjacentes, indicando internalizacao efetiva do

nanossistema.

4.7 Investigacéo da acao fotodinamica
4.7.1 Eficiéncia do controle fotodinamico usando CQ-Dots

Os ensaios fotodindmicos com CQ-Dots sob iluminacdo por LEDs RGB néo
resultaram em mortalidade larval significativa de A. aegypti ao longo de 48 h de
acompanhamento, em nenhuma das concentragdes avaliadas (6.000; 3.000; 1.500; 750 e

375 ppm), quando comparadas ao controle negativo (H20).

A Figura 26 mostra que as curvas de mortalidade permaneceram proximas de 0%
durante todo o periodo experimental, com pequenas oscilacdes dentro do erro
experimental, indicando auséncia de efeito fototoxico relevante nas condicdes de dose de
luz e concentracdo de CQ-Dots empregadas. Esse comportamento foi observado tanto
durante o periodo imediatamente ap06s a irradiacdo quanto nas leituras tardias (24 e 48 h),
sugerindo que os CQ-Dots, isoladamente, ndo atuam como fotossensibilizadores eficazes

para controle larval nas condicGes deste estudo.

37



Ministério da Educacgao

Servigo Publico Federal
Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Figura 266. Mortalidade larval de A. aegypti em funcéo do tempo apos a irradiagao
com luz branca na presenca de diferentes concentracdes de CQ-Dots (6.000; 3.000;
1.500; 750 e 375 ppm) e do controle em &gua, ao longo de 48 h de acompanhamento.
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Fonte: autora.

Os grupos mantidos sem irradiacdo também ndo apresentaram aumento de
mortalidade em relacdo ao controle em agua, o que reforca a auséncia de toxicidade aguda

intrinseca dos CQ-Dots nas concentracdes testadas.

Dessa forma, pode-se inferir que, apesar de apresentarem boa fotoluminescéncia
em meio aquoso, 0s CQ-Dots ndo geraram quantidade suficiente de espécies reativas de
oxigénio para desencadear mortalidade larval mensuravel sob o regime de iluminagdo
adotado, configurando-se como materiais  fotofisicamente  ativos, porém

fotodinamicamente ineficazes para o controle de A. aegypti nas condicdes avaliadas.

4.7.2 Eficiéncia do controle fotodinamico usando CQD-Cur

A irradiacdo de larvas de Aedes aegypti (3° estadio) na presenca de CQD-Cur
levou a mortalidade elevada e claramente dependente da concentragdo, em contraste com

0 comportamento observado para os CQ-Dots. Nas maiores concentragdes de curcumina

38



Servigo Publico Federal
Ministério da Educagao
Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
et UFMS
(10 e 12 ppm), os percentuais de mortalidade aproximaram-se de 100% ja nos primeiros

tempos de avaliacdo e permaneceram proximos desse valor até 48 h.

As concentracOes intermediarias (4 e 6 ppm) também resultaram em mortalidade
acentuada, em geral superior a 80% ao final do periodo de acompanhamento, enquanto a
menor concentracdo testada (2 ppm) produziu mortalidade sistematicamente maior que a
do controle em agua, embora com maior variabilidade entre réplicas. O grupo controle
em agua manteve mortalidade nula durante todo o experimento, confirmando que a dose

de luz empregada, isoladamente, ndo é suficiente para causar letalidade larval.

Nos ensaios realizados na auséncia de irradiacdo, as larvas de Aedes aegypti
expostas aos CQD-Cur nas diferentes concentracdes testadas (2-12 ppm em termos de
curcumina) apresentaram mortalidade muito baixa ao longo de 48 h, com valores
préximos de 0% e sobrepostos ao controle em agua. Apenas na maior concentracao (12
ppm) observou-se discreto aumento de mortalidade nas Ultimas avaliagcdes, ainda assim
com ampla variacao entre as réplicas e sem diferenca consistente em relacdo aos demais
grupos. Esses resultados indicam que, nas condi¢bes experimentais adotadas, 0s
CQD-Cur ndo exibem toxicidade aguda relevante na auséncia de luz, reforcando que o
efeito larvicida observado nos ensaios fotodindmicos estd diretamente associado ao
processo de irradiacdo. Os resultados dos grupos irradiados e ndo irradiados estdo

apresentados nas Figuras 27A e 27B.
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Figura 277. Mortalidade larval em funcdo do tempo, nos ensaios fotodindmicos
realizados com CQD-Cur sob diferentes condicGes: (A) grupos irradiados com luz
branca (concentracdes de 2, 4, 6, 10 e 12 ppm) e controle negativo em agua; (B) grupos
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Fonte: autora.

—@— 1,0
@2 ppm
4 ppm
&6 ppm
@10 ppm
—@— 12 ppm

—@—1,0
@ 2ppm
4 ppm
&6 ppm
—&— 10 ppm
—@— 12 ppm

40



Servigo Publico Federal
Ministério da Educagao
Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
2 .ﬁthw
2 UFMS
Quando esses resultados sdo comparados a auséncia de efeito fotodindAmico dos

CQ-Dots nas mesmas condic¢des de concentracao e iluminacao, observa-se que apenas o
sistema contendo curcumina foi capaz de promover fotoinativacdo significativa das
larvas, evidenciando o papel essencial desse fotossensibilizador no nanossistema
CQD-Cur.

4.7.3 Eficiéncia do controle fotodindmico dos CQD-Cur empregando luz

solar

Nos ensaios realizados sob radiacdo solar direta, os CQD-Cur promoveram
mortalidade larval expressiva de Aedes aegypti, com comportamento dependente da
concentracdo e do tempo de acompanhamento. A irradiacdo foi conduzida entre 14h e
15h (horéario de Mato Grosso do Sul), no campus da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, em Campo Grande, em dia de céu nublado, com ilumin&ncia média registrada em
torno de 49.000 lux, valor inferior ao observado no sistema de LEDs RGB utilizado nos

ensaios anteriores (=120.000 lux), mas ainda caracteristico de radiac¢do solar intensa.

Sob essas condigdes, as concentragdes mais elevadas de CQD-Cur (10 e 12 ppm,
em termos de curcumina) apresentaram mortalidade inicial ja& na faixa de 70-80%,
evoluindo para valores proximos ou superiores a 90% ao final de 48 h. As concentracdes
intermediarias (4 e 6 ppm) mantiveram mortalidade entre aproximadamente 60 e 80% ao
longo do periodo, enquanto a menor concentragdo (2 ppm) resultou em mortalidade mais
discreta, porém consistentemente acima do controle em agua. O grupo controle, mantido
em agua nas mesmas condicGes ambientais porém protegido da incidéncia direta de luz,
permaneceu com mortalidade praticamente nula, bem como o grupo ndo irradiado,
indicando que a letalidade observada decorre da combinagdo entre o nanossistema

CQD-Cur e a radiagéo solar. Esses resultados estéo apresentados na Figura 28.
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Figura 288. Mortalidade larval de A. aegypti em funcéo do tempo apos a irradiagao
solar na presenca de diferentes concentracdes de CQD-Cur (2, 4, 6, 10 e 12 ppm) e do
controle em &gua, ao longo de 48 h de acompanhamento.
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Fonte: autora.
Em conjunto, esses resultados demonstram que o CQD-Cur € capaz de exercer
efeito fotodindmico relevante mesmo sob espectro amplo e intensidades moderadamente

inferiores as do sistema de LEDs, o que sustenta o potencial de aplicacdo do

fotossensibilizador em cenérios reais de campo.
4.8 Ensaio de ecotoxicidade em Artemia sp.

A andlise PROBIT para os CQD-Cur em 24 h no escuro, realizada utilizando o
método Gaddum Probit Model, resultou em um valor de CLso/CEso de 337,6100 % (v/v)
e uma Unidade Toxica (UT) de 0,2962. O modelo demonstrou um bom ajuste aos dados,

com um coeficiente de determinagéo (R?) de 0,9897 (Figura 29).
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Figura 29. Curva dose-resposta (Gaddum Probit Model) e CLso/CEso dos CQD-Cur.
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Fonte: autora.

Ja a analise PROBIT para os CQD-Cur em 24h no claro, realizada utilizando o
método Heteroscedastic Probit, resultou em um valor de CLso/CEso de 47,9984 % (v/Vv) e
uma Unidade Toéxica (UT) de 2,0834. O modelo demonstrou um bom ajuste aos dados,

com um coeficiente de determinacao (R?) de 0,9719 (Figura 30).
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Figura 290. Curva dose-resposta (Heteroscedastic Probit) e CLso/CEso dos CQD-Cur.
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Segundo a classificacdo de Persoone et al. 2003, os CQD-Cur enquadram-se na
Classe | (sem toxicidade aguda) quando ndo irradiado, indicando auséncia de efeitos
adversos relevantes nas condicOes testadas. Sob irradiacdo, enquadram-se na Classe 111
(toxicidade aguda), configurando efeito fototoxico — um nivel de toxicidade que requer

atencdo e medidas de controle para mitigar impactos ambientais.

Para os CQ-Dots, ndo foi possivel aplicar a analise PROBIT, uma vez que nao se
observaram efeitos letais em Artemia sp. apos 24 h de exposicdo em todas as condi¢des
avaliadas, resultando em unidade toxica (UT) < 0,4. De acordo com a classificacdo de
Persoone et al. 2003, esse desempenho enquadra o material na Classe | (sem toxicidade
aguda), indicando auséncia de efeitos adversos significativos nas condicdes

experimentais testadas.

A Tabela 4 apresenta as amostras testadas, suas UT e CLso monitoradas no escuro
e expostas a luz e a classificagao de toxicidade correspondente.
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Tabela 4. Toxicidade aguda para Artemia sp. apos 48 h de exposic¢ao as amostras.

Amostra LCso uT Toxicidade

CQ-Dots - claro - <04 Sem toxicidade aguda
CQ-Dots - escuro - <04 Sem toxicidade aguda
CQD-Cur - claro 47,99 2,08 Toxicidade aguda

CQD-Cur -escuro 337,61 0,29 Sem toxicidade aguda

Fonte: autora.

Esses resultados sdo particularmente favoraveis para aplicagdes ambientais no
controle de larvas de Aedes aegypti, demonstrando perfil de seguranca dos nanomateriais

em ecossistemas aquaticos.
4.9 Determinacdo da producédo de espécies reativas de oxigénio (EROS)

Para investigar o mecanismo de fotoinativagdo, foram realizados ensaios de
deteccdo de EROs para os CQD-Cur monitorando, por fluorescéncia, a cinética de
formacdo do etidio (produto da oxidacdo do DHE) a partir do DHE) (Figura 31). As
curvas foram registradas por 10 min no escuro seguidos de 10 min sob luz branca dos
LEDs RGB, permitindo estimar a constante aparente de producdo de EROs (keros) a partir
da variacdo temporal da intensidade. Como controles, utilizou-se DHE com curcumina
livre nas mesmas condi¢fes de iluminacdo e DHE em &gua (sem amostra), para verificar

fotdlise e resposta basal do marcador. Modelo cinético adotado (via marcador):

k
DHE + EROs — F ©)

Assumindo que a fluorescéncia é proporcional a concentracdo do produto F e que

[DHE] permanece efetivamente constante (excesso/saturagéo), tem-se:
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= Kgros [DHE ][EROs] 4)

d[EROs]
dt

Onde keros é a constante da taxa aparente de producdo de EROs. Portanto, a
Equacdo 4 pode ser reescrita como:
dF

o = KeF (5)

Onde ks = keros [DHE]:
F=a(l—ekb (6)

Com base na Equacao 6, ajustou-se a cinética de formacgéo do produto fluorescente
para os CQD-Cur, originando as curvas apresentadas na Figura 31B. Nesse ajuste, 0
parametro a foi mantido fixo, permitindo que apenas a constante de velocidade aparente
ks variasse. O valor de keros foi entdo obtido pela razdo entre ks e a concentracéo constante
de DHE empregada (175 uM). A partir das curvas ajustadas e dos respectivos valores de
Keros, foi possivel comparar a taxa de producdo de EROs dos CQD-Cur com os controles

(H20 e curcumina), evidenciando as contribui¢des especificas de cada sistema.
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Figura 30. Deteccdo de EROs por fluorescéncia do dihidroetidio (DHE) na presenca de
CQD-Cur e curcumina livre: (A) Intensidade em 605 nm ao longo do experimento: 10
min no escuro seguidos de 10 min sob luz branca de LEDs RGB; (B) produgéo de
EROs das amostras ao longo do tempo de irradiacdo e fitting da cinética de producao de

EROs; (C) espectros de emissdo do dihidroetidio gerado pelo CQD-Cur.
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A geracdo de EROs sob irradiacdo visivel encontra-se na Figura 31B,

evidenciando que o CQD-Cur apresenta incremento rapido e sustentado do sinal de DHE

em 605 nm, superior ao controle de curcumina nas mesmas condi¢cdes experimentais, o

que confirma efeito fotoquimico relevante do nanossistema pela interacdo com a luz

branca do LED RGB (Figura 31A). Esse comportamento é consistente com a literatura

que descreve curcumina como fotossensibilizador eficiente e com nanocompdsitos

curcumina—carbon dots capazes de manter alta fotogeragdo de EROs em meio aquoso
(KAZANTZIS et al., 2020; PRIYADARSINI, 2009; YAN et al., 2021).

A constante aparente de producdo de EROs, ks, foi estimada pelo ajuste da

Equacéo 6 e encontra-se apresentada na Tabela 5.
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Tabela 5. Amostras avaliadas e constantes cinéticas obtidas: kr e keros. Incertezas
correspondem ao erro do ajuste ndo linear.

Amostra ks (103 1) Keros (M1 s1)
CQD-Cur 13,2+0,5 75,4+3,0
Curcumina 28+0,2 157+11
H20 5,2+0,6 29,9+3,2

Fonte: autora.

A partir dos dados cinéticos, o keros obtido para 0 CQD-Cur é aproximadamente
4,8 vezes maior que o da curcumina livre, indicando que, quando ancorada nos pontos
quanticos, a molécula passa a gerar EROs de forma muito mais eficiente em meio aquoso.
Esse ganho de desempenho estd relacionado tanto ao papel fotossensibilizador da
curcumina quanto & capacidade dos dots de melhorar sua solubilidade, estabilidade e

interacdo com os alvos bioldgicos.

A curcumina é reconhecida como fotossensibilizador versatil, capaz de produzir
espécies reativas por mecanismos majoritariamente do tipo I, com formacao de radicais
e produtos oxidativos (fendis, alcoois, aldeidos e acidos carboxilicos) durante sua
fotodegradacgdo, fendmenos diretamente ligados a geracdo de EROs e ao dano celular.
Diversos estudos relatam que essa fotogeracdo de EROs sustenta a inibicdo de fungos
patogénicos e de bactérias de importancia clinica e alimentar, tanto com curcumina livre
quanto incorporada em sistemas nanoestruturados, reforgando seu potencial em terapia
fotodindmica antimicrobiana (AGUILERA, 2024; KAZANTZIS et al., 2020; SEIDI
DAMYEH et al., 2020).

Por fim, quando a curcumina € associada a matrizes poliméricas ou a
transportadores catidnicos, observa-se, em geral, aumento da eficiéncia de fotoinativagéo,
atribuido & combinacéo entre interacdo eletrostatica com membranas e manutencdo da

capacidade de gerar EROs sob luz visivel (YAN et al., 2021). No presente trabalho, o
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CQD-Cur segue essa mesma ldgica: a curcumina contribui decisivamente para a

fotogeracdo de EROs, enquanto os carbon dots atuam como plataforma de entrega e
estabilizacdo, favorecendo a internalizacdo nas larvas de Aedes aegypti e a expressdo do
efeito fotodindmico. O fato de o CQD-Cur apresentar keros muito superior ao da
curcumina livre e ser o Unico sistema capaz de promover mortalidade larval significativa
indica que essa arquitetura nanoestruturada é particularmente eficiente para aplicaces

larvicidas baseadas em ROS.

5. CONCLUSAO

Esse trabalho comparou, CQ-Dots “puros” e CQD-Cur (pontos quéanticos
carregados com curcumina) quanto a estrutura, fotofisica, geracdo de EROs e resposta
bioldgica em organismos-modelo. Ambos os materiais formam filmes homogéneos e
ilhas nanométricas por AFM; contudo, a presenca de curcumina nos CQD-Cur gera
dominios ligeiramente mais espessos, compativeis com a camada organica funcional,

porém, mantendo dimensdes dentro da faixa tipica de pontos quanticos.

Do ponto de vista Optico e reativo, a diferenca se mostrou decisiva: os CQ-Dots
apresentam absor¢do dominante no UV e cauda fraca no visivel, gerando EROs
insuficiente para produzir mortalidade larval nas condicGes testadas, apesar da boa
internalizacdo e do perfil de baixa toxicidade. J& os CQD-Cur exibem absor¢do mais
ampla no azul/verde (janela de excitacdo dos LEDs), maior taxa aparente de producéo de
EROs (keros) € cinéticas com subida rapida e plat6 estavel sob irradiacdo, todavia, mais
estudos sao necessarios para elucidar os processos de rotas (mecanismos tipo I e tipo I1),
bem como para avaliar a taxa de mortalidade no escuro e otimizar as condigdes de

aplicacdo ambiental.

Em sintese, a curcumina ancorada aos pontos quanticos potencializa a estabilidade
em meio aquoso, amplia a absorcdo util no visivel e eleva a eficiéncia global de geracéo
de EROs, traduzindo-se em maior eficicia na fotoinativacdo de larvas de Aedes aegypti.
Assim, 0os CQD-Cur se destacam como plataforma promissora para controle fotodindmico
de vetores, aliando preparo simples em agua, insumos de base bioldgica e aderéncia aos

principios de quimica verde.
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