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RESUMO

A dengue é doenga viral transmitida pela picada de fémeas de Aedes aegypti. Os virus
DENV 1 a 4 tem como vetores os culicideos e 0 mosquito Aedes aegypti é vetor da doenga no
Brasil. A dengue é o mais grave problema de saude publica mundial. O controle do inseto é
realizado por utilizagdo de inseticidas sintéticos efou bioldgicos. Entretanto, esta forma de
controle pressiona a populacdo dos insetos e induzem resisténcia, tornando os produtos
ineficazes para o controle do inseto. Os metalo-inseticidas possuem sua bioatividade nos ions
Cu(ll) e Fe(lll), estes podem ser veiculados na forma de complexos para controle das formas
imaturas (ovos e larvas) do A. aegypti. Apesar de serem essenciais para 0s organismos, 0s ions
metéalicos possuem estreito intervalo de toxicidade “in vivo”. A indugédo de reagao redox “in situ”
(estresse oxidativo) utilizando o metabolismo do inseto e mediada por ions e/ou complexos
metalicos induz a formagéo de radicais livres e espécies oxidantes (EROs) para exercicio da
toxicidade/inviabilizagdo das formas imaturas do A. aegypti. Os compostos de coordenagédo de
Cu(ll) e Fe(lll) com é&cido L-Glutdmico e acido L-Aspartico foram sintetizados, isolados,
caracterizados e sua atividade biologica (atividade larvicida e bactericida) avaliadas. Os
resultados mostraram que o L-Glutamato-Cu(ll), L-Glutamato-Fe(lll), L-Aspartato-Cu(ll) e L-
Asparto-Fe(lll) possuem atividade bioldgica diferenciada para larvas (forma imatura) do A.
aegypti, com as seguintes CL’s respectivamente, CL10 (6,75 ppm, 392,00 ppm, 31,42 ppm,
1.199,61 ppm), CL50 (53,40 ppm, 1.247,42 ppm, 100,25 ppm, 3.415,48ppm) e CL90 (423,50
ppm, 3.780,06 ppm, 319,82 ppm, 9.724,42 ppm). Os estudos mostraram a atividade bactericida
do L-Glutamato-Cu(ll), L-Glutamato-Fe(lll), L-Aspartato-Cu(ll) e L-Asparto-Fe(lll) para bactérias
Gram-negativas (Escherichia coli) com o MIC respectivamente (2000 ppm, ndo inibe, 2000 ppm,
nao inibe) Gram-positivas (Staphylococcus aureus) com os MIC's respectivamente (500 ppm,
nao inibe, 1000 ppm, ndo inibe) . Os complexos metélicos (metalo-inseticidas) podem ser
utilizados para o manejo do A. aegypti sobre tudo os complexos de Cu(ll) visto que estes podem
afetar as formas imaturas dos insetos e microrganismos presentes nos criadouros, que
participam da cadeia alimentar do inseto.

Palavras chaves: radicais livres, metalo-inseticidas, Cu, Fe, microrganismos, manejo.



ABSTRACT

Dengue is a viral disease transmitted by the bite of female Aedes aegypti. DENV 1-4
have mosquitoes as vectors and the Aedes aegypti mosquito is a vector of the disease in Brazil.
Dengue is the most serious public health problem worldwide. The insect control is accomplished
by use of synthetic insecticides and / or biological. However, this form of control pushes the
population of insects and induce resistance, making them ineffective products for insect control.
The metallo-insecticides possess its bioactivity in the Cu (Il) and Fe (lll), these can be conveyed
in the form of complexes for control of immature (eggs and larvae) A. aegypti. Although they are
essential for the organisms, the metal ions have narrow range of toxicity "in vivo". The induction
of redox reaction "in situ" (oxidative stress) using the insect and metabolism mediated by ions
and / or metal complexes induces the formation of free radicals and oxidant species (ROS) to
exercise toxicity / non-viability of the immature forms of A . aegypti. The compounds of
coordination of Cu (II) and Fe (lll) L-Glutamic acid and L-aspartic acid were synthesized, isolated,
characterized, and their biological activity (larvicidal activity and bactericidal) evaluated. The
results showed that L-Glutamate-Cu (1), L-Glutamate-Fe (lll), L-Aspartate-Cu (1) and L-Asparto-
Fe (lll) have different biological activity to larvae (immature) A. aegypti with the following CL's
respectively CL10 (6.75 ppm, 392.00 ppm, 31.42 ppm 1199.61 ppm) LC50 (53.40 ppm 1247.42
ppm, 100.25 ppm, 3415, 48ppm) and LC0 (ppm 423.50, 3780.06 ppm 319.82 ppm 9724.42
ppm). Studies have shown bactericidal activity of L-glutamate-Cu (ll), L-Glutamate-Fe (lll), L-
Aspartate-Cu (Il) and L-Asparto-Fe (lll) to Gram-negative bacteria (Escherichia coli ) respectively
with the MIC (2000 ppm does not inhibit 2000 ppm does not inhibit) Gram-positive
(Staphylococcus aureus) respectively with the MIC's (500 ppm does not inhibit, 1000 ppm does
not inhibit). Metal complexes (metallo-insecticide) can be used for the management of A. aegypti
on all the complexes of Cu (Il) as these can affect the immature forms of insects and

microorganisms present in the breeding, participating in the food chain of the insect.

Keywords: free radicals, metal-insecticides, Cu, Fe, microorganisms, management.
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1. INTRODUGAO

A dengue € uma doenca infecciosa viral transmitida pela picada da fémeas de Aedes
aegypti durante a hematofagia para viabilizagdo dos ovos e continuidade do processo
reprodutivo. O virus € um arbovirus, isto significa que ele é transmitido apenas por artropodes,
género Flavivirus, sendo atualmente conhecidos quatro sorotipos, antigenéticamente distintos:
DENV 1a4.

Os virus DENV 1 a 4 possuem como principal inseto vetor os culicideos, mosquitos
pertencentes a familia Culicidae[1]. Dentre eles, 0 mosquito da dengue (Aedes aegypti) que é o
principal vetor de transmissdo da dengue no Brasil. O inseto esta disseminado por todas as
regides tropicais. O Aedes aegypti foi primeiramente descrito no Egito. Ele tem uma ampla
distribuicdo que vai da latitude 45° norte até 35° sul. A disseminacao, plasticidade, adaptacao e
persisténcia da espécie no ambiente constituem um sério problema de saude publica, e tem
estimulado pesquisas para as novas propostas, estratégias e inseticidas para o seu controle
populacional [2]. O mosquito é encontrado, geralmente, em altitudes inferiores a 1.000 metros de
altitude, contudo sua presenca ja foi relatada em altitudes até 1800 metros [3].

O Aedes aegypti adaptou-se de maneira peculiar ao ambiente urbano. No Brasil, ndo
estando restrito somente as areas rurais, vilas e cidades, mas, presentes nos domicilios e
peridomicilios. Entretanto, tem sido raramente encontrado em ambientes semi-silvestres visto
que ndo ha uma densidade demografica relativamente alta para seu estabelecimento. Pode-se
dizer que o mosquito antropofilizou, estando presente e convivendo com 0 homem nos espagos
publicos e domicilios. O mosquito no processo de reprodugdo, principalmente, durante a
oviposicao e fase larval utiliza recipientes artificiais, como: pneus, latas, vidros, cacos de garrafa,
pratos de xaxins, entre outros, inclusive, pouco frequentes, desde que os recipientes possam
conter agua limpa, pobre em matéria organica em decomposi¢do e/ou sais, além de locais
sombreados com fundos sombreados ou escuros.

O inseto vetor esta presente em uma ampla faixa do globo nas &reas tropicais e
subtropicais. A dengue tornou-se um grave problema de saude publica mundial, estima-se que
até 3,5 bilhdes de pessoas estejam em constante risco de contrair a infecgdo [4], e que de 80 a
100 milhdes de pessoas sdo infectadas por ano, com até 25 mil dbitos anuais decorrentes da
infeccdo elou complicagbes decorrentes da doenga [5]. No Brasil ha registros de
aproximadamente 204 mil casos de dengue registrados nos trés primeiros meses de 2013 [6], no

estado de Mato grasso do sul foram notificados cerca de 87 mil casos [7].
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Figura 1: Distribuicdo do Aedes aegypti e dengue no mundo (Fonte: WHO, 2006)

O controle do inseto adulto e no estagio de larvas é, normalmente, realizado com
inseticidas sintéticos (organofosforados, piretroides, carbamatos, neonicotinbides e outros
disponiveis). A maior parte dos inseticidas tem como alvo o sistema nervoso central e/ou
periférico e/ou inibicdo enzimatica alterando o metabolismo do inseto[8],[9],[10]. Os inseticidas
biologicos, baseados em toxinas de microorganismos (bactérias e fungos) que possuem
atividade, principalmente, para o sistema digestério (SD), além do sistema nervoso do inseto;
adulticidas e outros ativos s&o utilizados para o controle do inseto, principalmente, na forma
imatura e/ou atraso no processo de reproducado do inseto e/ou biossintese de quitina [8],[11],[12].
H& também proposta de novas estratégias para controle populacional do inseto, a partir da
esterizacdo de machos para o a inviabilizagao do processo reprodutivo e controle da densidade
populacional do inseto em determinada area e minimizagéo da incidéncia da doenga [13].

Os trabalhos mais recentes sugerem o uso de ions metélicos de transicdo, Cu(ll) e
Fe(lll) veiculados na forma de complexos para controle de formas imaturas (ovos e larvas) de A.
aegypti [2],[14]. O Cu(ll) e Fe(lll) sdo ions de transicdo e também micronutrientes para os
organismos vivos, entretanto, apesar de serem essenciais a0 metabolismo, possuem estreito
intervalo de toxicidade “in vivo”. O mecanismo de toxicidade é baseado na utilizagdo de reagéo
redox (estresse oxidativo) mediada por ions metélicos para formag&o de radicais livres e
especies oxidantes (EROs) para o controle de formas imaturas do A. aegypti e até de outros
insetos de ciclo reprodutivo similares. A toxicidade dos complexos metélicos de Cu(ll) e Fe(lll)
esta relacionada a indugéo de estresse oxidativo (reagdo Haber-Weiss (Cu(ll) ou Fenton e/ou

Foto-Fenton (Fe(ll)/Fe(lll)), com a produgé@o de radicais livres e espécies oxidantes “in situ”



utilizando o proprio metabolismo do inseto para desencadear e manter a produgdo de radicais
livres e espécies oxidantes “in loco”. As reagdes ocorrem nas células do sistema digestdrio (SD)
do inseto (principalmente no intestino médio no intervalo de pH 7,5 a 10 (meséntero)), apds
destruicdo da matriz peritréfica (MP) (primeira linha de defesa dos insetos), os radicais livres
espécies oxidantes atacam as células com extensos danos teciduais [2]. Os complexos
metalicos com Cu(ll) apresentam maior atividade biolégica em relagéo aos ligantes livres com ou
sem atividade biologica. Neste contexto, a sintese, caracterizacdo e estudo da atividade
inseticida/larvicida e bioatividade (atividade bactericida) dos complexos L-Glutamato-Cu(ll), L-
Aspartato-Cu(ll) s@o propostas para analise da atividade inseticida/biologica com
viabilidade/abrangéncia para o controle das formas imaturas de A. aegypti e redugdo da

incidéncia da doenga, principalmente, nas residéncias.



2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVOS GERAIS

Sintetizar, caracterizar e avaliar a atividade inseticida e biolégica de complexos de Cu(ll)
baseados em aminoacidos (ligantes do metal e considerados neurotransmissores dos insetos)
como moléculas inseticidas para o controle e manejo do A. aegypti e redugdo da incidéncia de
dengue.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar os complexos de aminoacidos de Cu(ll) com os ligantes o &cido L-
Glutamico e acido L-Aspartico por analise dos espectros de Infravermelho (IV), Ultravioleta e
Visivel (UVNVis.), Difragdo de Raio-X, Anélise Elementar de CHN, Anédlise Térmica e outras
propriedades fisicas.

Realizar experimentos de biotoxicidade para determinag&o das concentragbes letais
(CLs) utilizando larvas de terceiro estadio (3°) de A. aegypti analise de efeito residual e propor a
continuidade dos estudos propondo formas de liberagéo lenta para controle prolongado dos
imaturos por ciclos de reprodugao;

Analisar a atividade bioldgica por antibiogramas com bactérias Staphylococcus aureus
ATCC-25923 (Gram-positiva) e Escherichia coli ATCC-25922 (Gram-negativa) para analise da
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) em acordo com os métodos WHO [15] e NCCLSI (National

Committe for Clinical Laboratory Standards) [16], respectivamente.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Dengue
3.1.1 Virus

Os virus responsaveis pela dengue DENV 1 a 4 pertencem a familia dos Flavivirus e séo
classificados como arbovirus. O genoma consiste de uma fita simples de RNA, revestida por
uma capsula protéica (nucleocapsideo) no formato icosaédrico [17]. Os quatro sorotipos
conhecidos DENV 1 a 4, podem causar a infecgao sem sintomas aparentes, com sinais claros da
infec¢éo e até com quadros graves e severos da doenca, podendo levar a 6bito o doente que €
seu reservatorio.

A transmisséo do agente etioldgico ocorre quando o inseto vetor faz o repasto sanguineo
(hematofagia) em uma pessoa infectada. Apds esta etapa de contaminagéo do inseto o virus ira
se multiplicar em seu intestino médio (meséntero), e ao longo do tempo, o virus se espalhara por
todo o organismo do inseto, até atingir suas glandulas salivares, onde por sua vez ao fazer novo

repasto sanguineo fara a transmisséo do virus da pessoa doente para uma pessoa sadia [18].
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Figura 2: Modelo de uma particula do virus da dengue (fonte: Ministério da Saude, 2010)



3.1.2 Insetos vetores

Os vetores da dengue fazem parte do género Aedes, sendo que entre as varias espécies
vetoras do subgénero Stegomyia encontra-se o Aedes aegypti, Aedes albopictus e Aedes
polymesiensis, e também outras espécies. Todas estas espécies mostram apresentam
susceptibilidade ao virus e podem ser potenciais vetores da doenca [19].

No Brasil o vetor da dengue é o Aedes aegypti, cuja origem é a Africa, mas foi
originalmente descrito no Egito, mas devido ao fato das permanentes migra¢des do homem o
inseto disseminou pelo mundo [20]. A espécie esta distribuida ao redor do mundo entre as
latitudes 35° norte e 45° sul e até mesmo fora desses limites, onde ha isotermas de temperatura
de 20°C [21].

3.1.3 Aedes aegypti

Pertence ao Reino Animalia, Filo Arthropoda, Classe Insecta, Ordem Diptera, Subordem
Nematocera, Familia Culicidae, Subfamilia Culicinae, Género Aedes, Subgénero Stegomyia, e
Espécie Aedes aegypti.

O A. aegypti € um mosquito bem adaptado ao ambiente urbano (antropofilizado),
espalhou-se pelo mundo através das migragbes humanas. Os insetos utilizam recipientes
contendo agua, normalmente agua limpa, tais como; caixas de d’'agua, latas, garrafas, vasos de
plantas, pneus, tambores e outros recipientes que possam acumular agua [22]. Estudos mais
recentes mostram que a fémea do mosquito tem preferéncia por locais para a oviposigdo em
recipientes onde a agua apresenta uma relativa variedade de bactérias as quais, possivelmente,
indicam pela emisséo de substancias volateis se o local de oviposicdo € adequado para a

postura e posterior eclosdo dos ovos para a continuidade do ciclo reprodutivo [23].

Figura 3: Imagem Aedes aegypti adulto (inseto alado) realizando hematofagia em humano (Fonte: Ministério da
Saude, 2006)



3.1.3.1 Ciclo de vida do Aedes aegypti

O A. aegypti possui o ciclo de vida dividido em quatro estagios; ovo, larva, pupa e inseto
adulto/vetor (inseto alado).

Os ovos sao depositados pela fémea externo ao contato do meio liquido, mas proximo a
superficie d’ &gua. A umidade e o contato dos ovos com a agua € o indicador para a eclosdo dos
ovos. Ap6s a eclosdo que pode ocorrer em dois a trés dias, a depender da temperatura e
condigdes do criadouro. Os ovos atingirédo o desenvolvimento embrionério e estardo prontos para
eclodir, entretanto, para tal desenvolvimento é exigido condi¢des elevadas de umidade e uma
temperatura entre 26°C a 36°C, na natureza os ovos desidratados podem resistir até 450 dias
[24]. Na fase larval ha quatro estddios de desenvolvimento, este estdgio € totalmente
dependente da &gua (meio aquético). As larvas se alimentam de detritos organicos, fungos,
protozoarios, bactérias e até outros microorganismos presentes e que compde sua cadeia
alimentar. A larva possui térax com espinhos laterais, apresentam oito segmentos no meso e
metatorax sendo que no 8° possui o0 pécten por onde respira [24] na superficie do liquido.

A pupa possui formato de virgula, ndo requer alimento, possui movimentos rapidos e
caracteristicos, passa a maior parte do tempo respirando na superficie d'agua e seu periodo de
desenvolvimento dura de um a trés dias. Tem preferéncia por local com pouca iluminagéo e
auséncia de vento para que o inseto possa emergir € ndo entrar em contato com a agua [24].

O inseto alado ou adulto fica em repouso horizontal por até 15 minutos e apds cerca de
uma hora estara pronto para voar, apds este processo 0 mosquito ira alimentar-se em fontes que
possuam carboidratos; todavia, somente a fémea ira se alimentar de sangue para a maturagéo
do seus ovos para amadurecimento e continuidade do ciclo reprodutivo. O ciclo se completa em
ambiente escuro e protegido de predadores naturais e dura de dois a trés dias em seguida ela

fara a oviposigéo entre 300 a 400 ovos, depositando-os em varios criadouros [24].

Figura 4: Estagios de desenvolvimento do Aedes aegypti ( Fonte: Ministério da Saude, 2006)



3.2 Estresse Oxidativo
3.2.1 Estresse Oxidativo

Define-se estresse oxidativo como processo metabdlico induzido por ions metalicos e
quebra da homoestase que produz espécies radicais e oxidantes fazendo com que o sistema de
desintoxicagdo do organismo em questdo néo consiga eliminar estas espécies reativas (radicais
livres e espécies oxidantes), com o acimulo e o excesso de radicais livres, estes provocam
oxidacdes ndo especificas nas células causando oxidagdes e destruicdo celular, tecidos e
intensas alteragdes no sistema metabdlico [25]. A reacao de estresse oxidativo pode ser aplicada
a modelo de toxicidade que utiliza o préprio metabolismo para a continuidade da espécie toxica;
pode se também exemplificar a partir do metabolismo de larvas de A. aegypti que em contato
com metais produzem estas espécies toxicas. As reagbes redox ocorrem ‘“in situ” com a
destrui¢do inicial da matriz peritrofica e com extensos danos ao sistema digestorio do inseto a
partir das alteragdes celulares, teciduais e em ultimo caso a destrui¢do do sistema digestorio,
ocasionando a morte do inseto [14]. Na Figura 5 mostra-se os danos metabdlicos no sistema
digestorio (meséntero) de larvas de terceiro (3°) estadio de A. aegypti induzidos por complexo de
EDTA-Cu(ll) a 500 ppm em pH 7,5-8,0 no periodo de 24 horas de exposigéo [2].
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Figura 5: Células do sistema digestério de larvas de terceiro estadio de A. aegypti. A) células normais com

microvilosidades, € B) células deformadas e destruidas. Ampliagdo 500x (Fonte: Gaban, 2009)

3.2.2 Espécies radicais e oxidantes - EROS



As espécies oxidantes ou também chamadas de espécies reativas tém como principais
representantes, as espécies reativas de oxigénio EROs, de nitrogénio ERN, de enxofre ERS, de
cloro ERCI, do carbono ERC e espécies reativas de metais de transicio ERM™?. As principais
espécies radicalares e oxidantes de importancia biologica dos grupos supracitados estdo

descritas/mostradas na Tabela 1.

Tabela 1: Principais espécies radicalares e oxidantes (EROs) de importancia bioldgica.

Espécies reativas Espécies radicalares

ERRO 0;, H;0,, 'OH, RO, RO’, '0;, 05
ERN NO’, NO,, ONOO

ERCI HOCI, Cloraminas

ERS RS

ERC R

ERM™ Fe, Cu, Mn, efc.

Espécies radicalares de maior importancia [26].

3.3 Cobre
3.3.1 Cobre

O cobre possui configuragéo eletrénica 3d'4s’, possui duas formas idnicas Cu(l) com
configuragéo 3d"™ e Cu(ll) com configuragéo 3d°, sendo que o cobre bivalente, Cu(ll), é o que
possui 0 estado de oxidagdo mais estavel. E componente importante para o desempenho
biol6gico, visto que € parte de um grande numero de proteinas e enzimas, além de possuir um
elevado potencial redox tornando-se essencial nas reagOes de fotossintese, respiragéo,
formagao de tecido conjuntivo, metabolismo do ferro, erradicagdo de radicais livres e na fungéo
neuroldgica [27].

3.3.2 Toxidade do Cobre

A toxicidade do cobre no homem, afeta diretamente o figado, visto que é o primeiro local
de armazenamento do metal. Os danos manifestam-se através de cirrose hepatica aguda, além
de apresentar hemdlise, danos aos tubulos renais, danos cerebrais, podendo haver evolugdo
para estados de coma, necrose hepatica colapso vascular e morte, sendo que a dose letal em
um individuo adulto é cerca de até 10 gramas [28].

Em relagéo as doengas relacionadas ao cobre temos a Sindrome de Menkes e a doenga
de Wilson. A sindrome de Menkes é hereditaria e afeta os niveis de concentragéo de cobre no
organismo, &€ mais comum em homens e tem seu surgimento na infancia, causa deterioragéo do

sistema nervoso, fraqueza muscular e atraso mental [29]. A doenca de Wilson € de origem



hereditaria autossdmica recessiva, ha o acumulo excessivo de cobre nos tecidos e,
principalmente, no figado e cérebro, um dos sintomas é o aparecimento do anel de Kayser-
Fleisher [30].

3.3.3 Dano oxidativo causado pelo ion cobre

Vérios estudos foram propostos para explicar a presenga de cobre nas células, sendo
tais teorias fundamentadas na capacidade deste metal na formagdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs). Tanto o ion cuprico, Cu(ll), como o ion cuproso, Cu(l), podem atuar em
reagbes de redox, na presenga de superdxido ‘O, ou de agentes redutores como o &cido
ascérbico e 0 GSH (glutationa) o ion clprico pode ser reduzido ao ion cuproso o qual é capaz de
catalisar a formagéo de radicais hidroxila (OH*) a partir do peréxido de hidrogénio via a reagéo

de Haber-Weiss nas equagdes 1 e 2 [31].

10, + 1Cu¥ — 10, + 1Cu™ (1)
1Cu™ + 1H0, — 1Cu* +10H + 1OH* 2)

O radical hidroxila € o mais potente oxidante bioldgico, é capaz de reagir com todos as
moléculas bioldgicas. Ele age fazendo a abstragao do hidrogénio de um aminoacido ou de um
acido graxo insaturado [32], fazendo com que estes apresentem um radical carboxilico R*.
Outros estudos confirmaram a capacidade do Cu(ll) de induzir a quebra do DNA e a oxidagao de
bases através de radicais livres de oxigénio (EROs).

3.4 Ferro
3.4.1 Ferro

O Ferro € 0 elemento 26° da Tabela Periddica, ele é o quarto elemento mais abundante
na Terra. Possui distribuigdo eletronica 3d° 4s? tem duas formas idnicas predominantes e de sua
importancia para organismos vivos [33], Fe(ll) 3d° e o Fe(lll) 3d°.

Devido a sua configuragdo eletronica, o ferro tem capacidade para reagbes redox as
quais irdo culminar na produgao de radicais livres e espécies oxidantes. Nos sistemas biol6gicos
o ferro € geralmente encontrado em dois estados de oxidagéo: Fe(ll), Fe (lll) [34]. Enquanto o
Fe(lll) forma polimeros de oxihidroxidos o que consequentemente gera precipitados, o Fe(ll) em
pH fisiologico € soluvel. Todavia o Fe(ll) em meios aquosos é instavel e tende a reagir com o
oxigénio molecular para formar Fe(lll) e superdxido [35].



3.4.2 Importancia do ion Ferro

O ferro € um elemento essencial, necessario para o crescimento e sobrevivéncia de
quase todos os organismos. O ser humano normal contém aproximadamente 4 a 5 gramas de
ferro no organismo [36]. Nos seres humanos, o ferro tem importéncia crucial no transporte do
oxigénio, ele faz parte de uma metaloproteina conhecida como hemoglobina [37]. No processo
da cadeia respiratdria o ion Cu(ll) tem fung&o vital para a funcionalidade do ion Fe(lll), isto pode
ser vislumbrado no conhecimento bioquimico de um quadro de privagao de ferro pelo organismo,
.e anemia ferro privativa.

A deficiéncia de ferro pode ocasionar anemia e retardo mental em criangas em
crescimento [38]. Sendo que o excesso de ferro é menos freqiente e envolve defeitos de
absorgéo de ferro e transporte. A toxicidade do ferro pode ser associada a hemocromatose
priméria. A hemocromatose é causada por um defeito nos genes que controlam a quantidade de
ferro absorvida dos alimentos, a ingestao elevada de ferro dietético e transfusdes de sangue
frequentes [39].

Elevadas concentragdes de ferro tem sido associadas a varias condigbes patoldgicas,
incluindo alteragbes no figado e doengas do coragdo, cancer, doengas neurodegenerativas,

diabetes, anormalidades hormonais, e anormalidades no sistema imunoldgico [40].

3.4.3 Dano oxidativo causado pelo ion Ferro no Aedes aegypti

A hemoglobina é a proteina mais abundante no sangue dos mamiferos chegando em
alguns casos até 60% do total de proteinas [41]. Sendo assim, a fémea do A. aegypti ao fazer a
ingestao de sangue (hematofagia) estara ingerindo uma grande quantidade de hemoglobina, a
hemoglobina provém da quebra das hemécias. No intestino do A. aegypti a hemoglobina é
digerida e grandes quantidades de grupos heme (complexo de ferro) séo liberadas [42], onde ele
ira ser degradado formando a biliverdina biglutaminada, além da producao de ions ferroso, Fe(ll)
[43]. Devido ao fato do grupo heme transitar entre dois estados de oxidagdo (heme-Fe(ll) e
heme-Fe(lll)), ele se torna um potencial catalisador para reagdes redox [41]. O grupo heme pode
ser utilizado como referéncia para explicacdo e entendimento dos mecanismos envolvidos a
partir de complexos metélicos de Cu(ll) e Fe(lll) na toxicidade para larvas de A. aegypti [13].

Sendo assim através de varios experimentos “in vitro” confirmam a formagé&o de radicais

hidroxila OH*, como € mostrado nas equagdes das reacles redox 3 e 4 [44];



Fe? + HO, — Fe® + OH* + OH (4)
A molécula de heme sofre as reagdes redox como mostrado nas equagdes 5 e 6 [45];

Heme-Fe? + ROOH — Heme-Fe® + OH + RO* (5)
Heme-Fe® + ROOH — Heme-Fe* + H* + ROO* (6)

Pode-se ter uma idéia melhor do dano causado pela heme através da Figura 6 que
esquematiza um modelo como a degradagéo da heme e a produgdo de espécies reativas, como

radicais livres e espécies oxidantes.

FENTON REACTION
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Figura 6: Modelo geral de formagao de radicais livres induzidas por heme e ferro (Fonte: Graga-Souza A.V., 2006)

3.5 Aminoacidos
3.5.1 A Importancia dos aminoacidos, AA

Os aminoacidos (AA) sdo moléculas carbbnicas formadas pela jun¢do de um grupo
amina e um grupo carboxilico, do ponto nutricional, temos os aminoacidos essenciais que s&o
aqueles os quais o corpo ndo produz 0s aminoacidos ndo-essenciais que o corpo sintetiza. Eles
sd0 essenciais na composicdo do corpo humano, visto que através destes sdo formadas as
proteinas e as enzimas, através de ligagbes peptidicas que sdo as unidades béasicas de

constitui¢do e funcionamento metabdlico dos organismos vivos [46].



3.5.2 Acido Glutamico

O acido glutdmico € um aminoacido polar de natureza acida, pois possui mais de um
grupo carboxila, tem massa molecular 147,13 g/mol, possui atividade dptica. Sendo que o &cido
L-glutdmico é um dos 20 aminoacidos encontrados em nossa alimentag&o diaria [47].

No corpo humano a parte onde héa a maior concentragéo de glutamato é o cérebro, ele é
formado a partir do ciclo de Krebs, onde é armazenado nas vesiculas sinapticas.

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio no sistema nervoso central (SNC),
sendo que dele se originam inumeros receptores. O receptor AMPA (&cido a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolepropionic) faz a transmissdo sinaptica excitatoria no sistema nervoso central
rapido e através de receptores NMDA (acido (2R)-2-(metilamino) butandico), faz a resposta
excitatoria lenta [48].

Nos insetos, mais especificamente na jun¢do neuro-muscular h& dois principais
neurotransmissores o L-glutamato (excitador) e o y-aminobutirico (inibidor), essa jungéo &
chamada de glutaminérgica, através dela ¢ feito o controle dos ions cloro. A alteragdo desta
juncdo pode prejudicar a permeabilidade dos ions cloro (CI), a qual pode originar dois
problemas, o primeiro € 0 aumento da permeabilidade dos ions CI" fazendo com que haja um
bloqueio no estimulo nervoso; o segundo é a diminui¢do desta permeabilidade que ird levar ao
aumento do estimulo nervoso, isto é, uma hiperexcitagdo [49]. Esta hiperexcitacdo podera
contribuir para intensificar o quadro de estresse oxidativo no metabolismo do inseto, e
potencializar a atividade inseticida/toxicidade que esta baseada em reacédo de estresse oxidativo

induzida por ions metéalicos via reagéo redox.

3.5.3 Acido Aspartico
O acido aspartico € um aminoacido polar de natureza acida, pois possui mais de um
grupo carboxila, tem massa molecular 133,1 g/mol, possui atividade optica. Sendo que o &cido L-
aspartico € um dos 20 amino&cidos também encontrados em nossa alimentagao diéria [50].
Juntamente com o acido glutdmico desempenha papel importante para sintese dos
demais aminoacidos, dentre estes quatro sdo essenciais como o0 metionina, treonina, isoleucina
e lisina. Funciona como um estimulador dos receptores NMDA, entretanto, seu estimulo ndo é

mais intenso que o glutamato [51].



4. MATERIAL e METODOS
4.1 Sintese dos complexos de L-Glutamato-Cu(ll) e L-Aspartato-Cu(ll)

A sintese do complexo de L-Glutamato-Cu(ll) foi feita através da mistura das solugdes
aquosas do acido L-glutdmico 19,7mmol e nitrato de cobre(ll) 19,7mmol a uma temperatura de
+ 80°C, sob agitagdo moderada durante uma hora, em seguida a solu¢do foi deixada em
repouso por 24 horas e posteriormente, foi adicionado etanol absoluto até que houvesse
precipitacdo dos complexos; o precipitado foi filtrado e lavado com etanol absoluto e posto para
secar em um dessecador a vacuo para as caracterizagdes e bioensaios de toxicidade. O mesmo
procedimento foi utilizado para sintese do L-Aspartato-Cu(ll), 10,2mmol de acido L-aspartico e
10,2mmol de nitrato de cobre(ll). Os rendimentos das reacdes foram; de 70,2% para L-
Glutamato-Cu(ll) e 80,5% para o L-Aspartato-Cu(ll).

4.2 Sintese dos complexos de L-Glutamato-Fe(lll) e L-Aspartato-Fe(lll)

A sintese do complexo de L-Glutamato-Fe(lll), foi realizada com a mistura de uma
solugdo aquosa de acido L-glutdmico 9,8mmol, no qual foram adicionadas quatro gotas de
trietilamina para a desprotonagéo do acido glutamico, adicionou-se apds a completa dissolugao
do acido & solugdo aquosa de nitrato de ferro(lll) 9,8mmol. A mistura foi mantida sob agitagéo
moderada a uma temperatura de * 80°C, durante uma hora e em seguida deixada em repouso
durante 24 horas; o precipitado foi filtrado e lavado com uma solugdo de agualetanol 1:1 e
guardado em um dessecador a vacuo para caracterizagdes e bioensaios de toxicidade. O
mesmo procedimento foi utilizado para sintese do L-Aspartato-Fe(lll), 10,6mmol de &cido L-
aspartico e 10,6mmol de nitrato de ferro(lll). Os rendimentos das reacdes foram; 65,2% para o L-
Glutamato-Fe(lll) e 75,8% para o L-Aspartato-Fe(lll).

4.3 Ovos de Aedes aegypti linhagem Rockfeller

Para estabelecimento da col6nia do A. aegypti linhagem Rockefeller no insetario do
Laboratdrio de Pesquisa (Laboratério de Insetos Vetores (LIV) da Pds-Graduagéo da Faculdade
de Ciéncias Bioldgicas (FCBA)/UFGD utilizou-se ovos de Aedes aegypti linhagem Rockfeller,
fornecidos pelo Departamento de Biologia Animal — UNICAMP, Campinas, SP. O insetario é
climatizado (temperatura £ 27°C) e umidade relativa + 60% e com controle de fotoperiodo (10
horas de escuro e 14 horas de luz).

Os ovos foram colocados para eclosdo das larvas em uma bandeja plastica na qual se
adicionou agua destilada e ragao para peixe na propor¢do de 1 grama por litro devidamente

macerada com o auxilio de almofariz e pistilo. A temperatura interna do insetario de 27°C e



umidade relativa de 60%. As larvas foram transferidas individualmente com auxilio de uma pipeta
Pasteur de plastico com a ponta cortada para néo haver lesdo das mesmas, para outra bandeja
de plastico, contendo agua destilada e ragdo para peixe macerada (como alimento; marca
Alcon). O procedimento foi repetido diariamente até que o desenvolvimento larval atingisse o
terceiro (3°) estadio para realizagdo dos bioensaios. Na Figura 7 mostra as larvas de A. aegypti

linhagem Rockfeller (susceptivel; ndo resistentes).

Figura 7: Larvas de Aedes aegypti utilizadas para os bioensaios de toxicidade

4.4 Teste de susceptibilidade de larvas de Aedes aegypti linhagem Rockfeller
4.41 Teste de susceptibilidade de larvas de Aedes aegypti linhagem Rockfeller para o
complexo L-Glutamato-Cu(ll)

O teste de susceptibilidade foi realizado com larvas de terceiro (3°) estadio de A. aegypti
linhagem Rockfeller (ndo resistentes).

O complexo L-Glutamato-Cu(ll) foi diluido em agua destilada e avolumado em um baldo
de 100 mL, com concentragdo de 6.000 ppm (solugdo estoque). Foram feitas a partir desta
solugéo estoque, trés concentragdes de diluicdo, 50 ppm, 200 ppm e 600 ppm. Para cada uma
das concentragdes foram realizadas repeticdes em octuplicata (8x). Em cada concentragao
foram usadas 20 larvas em copos descartaveis de 50 mL contendo 20 mL de solucdo do
complexo e ap6s vinte quatro horas foi contado o nimero de larvas mortas por copo.

Os dados de mortalidade das larvas foram submetidos & andlise de Probit através do

programa Polo-PC (LeOra Software 1987), para obtengéo das concentragdes letais (CLs), CL10,



CL50 e CL90. Na Figura 8 mostram-se 0s copos descartaveis com a solu¢do do complexo
metalico e larvas de A. aegypti (Bioensaio de toxicidade ou Susceptibilidade).

Figura 8: Teste de susceptibilidade de larvas Aedes aegypti com L-Glutamato-Cu(ll).

4.4.2 Teste de susceptibilidade de larvas de Aedes aegypti linhagem Rockfeller para o
complexo L-Glutamato-Fe(lll)

O teste de susceptibilidade foi realizado com larvas de terceiro (3°) estadio de A. aegypti
linhagem Rockfeller.

O complexo L-Glutamato-Fe(lll) foi diluido em &gua destilada e avolumado em um bal&o
de 100 mL, com concentragao de 10.000 ppm (Solugéo Estoque). Foram feitas a partir desta trés
concentragdes, 5.000 ppm, 1.750 ppm e 500 ppm. Para cada uma das concentragdes foram
realizadas repeticdes em octuplicata (8x). Em cada concentragdo foram usadas 20 larvas em
copos descartaveis de 50 mL contendo 20 mL do complexo metalico e apés 24 horas de
exposicao foi contado o numero de larvas mortas por copo.

Os dados de mortalidade das larvas foram submetidos & analise de Probit através do
programa Polo-PC (LeOra Software, 1987), para obtengéo das concentragdes letais (CLs), CL10,
CL50 e CL90. Na Figura 9 mostram-se 0s copos descartaveis com a solu¢do do complexo

metalico e larvas de A. aegypti (Bioensaio de toxicidade ou Susceptibilidade).



Figura 9: Teste de susceptibilidade de larvas Aedes aegypti com L-Glutamato-Fe(lll)

4.4.3 Teste de susceptibilidade de larvas de Aedes aegypti linhagem Rockfeller para o
complexo L-Aspartato-Cu(ll)

O teste de susceptibilidade foi realizado com larvas de terceiro (3°) estadio de A. aegypti
linhagem Rockfeller.

O complexo L-Aspartato-Cu(ll) foi diluido em &gua destilada e avolumado em um baldo
de 100 mL, com concentragao de 2.000 ppm (estoque). Foram feitas a partir da solugéo estoque,
trés concentragdes diluidas, 1.000 ppm, 500 ppm e 200 ppm. Para cada uma das concentracdes
foram realizadas repeticdes em octuplicata (8x). Em cada concentragdo foram usadas 20 larvas
em copos descartaveis de 50 mL contendo 20 mL do complexo e apds 24 horas de exposicao foi
contado o0 nimero de larvas mortas por copo.

Os dados de mortalidade foram submetidos & analise de Probit através do programa
Polo-PC (LeOra Software 1987), para obtengéo das concentragdes letais(CL), CL10, CL50 e
CL90.

4.4.4 Teste de susceptibilidade de larvas de Aedes aegypti linhagem Rockfeller para o
complexo L-Aspartato-Fe(lll)

O teste de susceptibilidade foi realizado com larvas de terceiro (3°) estadio de A. aegypti
linhagem Rockfeller.

O complexo L-Aspartato-Fe(lll) foi diluido em agua destilada e avolumado em um baldo
de 100 mL, com concentragao de 6.000 ppm (estoque). Foram feitas a partir da solugéo estoque,
trés concentragdes diluidas, 2.100 ppm, 900 ppm e 450 ppm. Para cada uma das concentragdes

foram realizadas repetigdes em octuplicata (8x). Em cada concentragdo foram usadas 20 larvas



em copos descartaveis de 50 mL contendo 20 mL do complexo e apds 24 horas foi contado o
numero de larvas mortas por copo.

Os dados de mortalidade foram submetidos & analise de Probit através do programa
Polo-PC (LeOra Software 1987), para obtencdo das concentragdes letais(CLs), CL10, CL50 e
CL90.

4.5 Concentragao inibitéria minima (CIM) para as bactérias Staphylococcus aureus ATCC-
25923 Gram-positiva, Escherichia coli ATCC-25922 Gram-negativa

A concentragéo inibitoria minima foi determinada utilizando—se o método de macro
diluicdo em caldo, conforme recomendado pelo NCCLSI (National Committe for Clinical
Laboratory Standards) [15]. Foi utilizado o caldo Mueller-Hinton suplementado com cations
divalentes calcio (100 mg/mL) e magnésio (50 mg/mL). Foram feita diluicbes seriadas de base
dois, obtendo concentragdes seriadas de antimicrobianos nos pogos. Os isolados testados serdo
repicados em Agar Nutriente e incubados a 37°C por 24 horas. A densidade da suspenséo
bacteriana sera ajustada para aproximadamente 10° UFC/mL comparando com a escala 0,5 de
MacFarland. Esta suspensdo sera diluida 1:100 em solugdo salina estéril 0,85% e,
posteriormente, uma aliquota de 20uL sera inoculada em cada pogo (10* UFC/pogo). A leitura
sera realizada apds o periodo de incubagdo de 24 horas a 37°C. O valor da concentragdo
inibitoria minima foi @ menor concentragdo de composto capaz de inibir visualmente o

crescimento bacteriano.

4.6 Cristais
As fotos dos cristais formados foram obtidas com auxilio de um microscopio Nikon

modelo ECLIPSE E200, com uma camera acoplada da marca Motic modelo MoticCam 2300.

4.7 Analise de espectro Infravermelho

A analise de espectro infravermelho foi realizada no espectrofotdmetro Jasco modelo FT/
IR 4100, usando pastilha de KBr, com intervalo de varredura 400cm™ a 4000cm™.

4.8 Titulagcao potenciométrica

A titulagdo potenciométrica foi realizada com o auxilio do pHmetro da marca
INSTRUTHERME modelo PH2000 e os dados coletados foram plotados no programa Microcal
Origin 6.0.



Foi utilizado como ftitulante a solu¢do de hidroxido de sodio 0,3 mol/L (NaOH
padronizada). As solugdes tituladas foram, acido L-aspartico 0,05 mol/L (Dinamica 99%), acido
L-glutdmico 0,05 mol/L (VETEC 99%), L-Aspartato-Cu(ll) 0,05 mol/L e L-Glutamato-Cu(ll) 0,05

mol/L.

4.9 Medidas espectrofotométricas

Os espectros foram realizados no espectrofotdmetro Varian Cary 50 Conc, em uma
cubeta de quartzo com caminho ético de 10 mm, com intervalo de varredura 900nm a 350nm.

As amostras utilizadas foram preparadas com auxilio de uma micro pipeta de 1000uL, as
medidas foram realizadas em pH 5, pH 6, pH 7, pH 8, pH 9 e pH 10, para elevagdo do pH
utilizou-se uma solugao de hidréxido de sddio 0,3 mol/L, para cada pH foi utilizada sete solugdes

diferentes conforme tabela 2.

Tabela 2: Solugdes utilizadas para medidas espectrofotométricas com diferentes razdes entre o
acido L-glutdmico (VETEC/SIGMA-ALDRICH 99%) e nitrato de cobre |l ftri-hidratado
Cu(NO;)..3H;0 (Dinédmica 99%), sendo que para cada pH houve a adigdo de hidréxido de sédio

0,3 mol/L, com o intuito de elevar o pH.

Solugao Volume Acido L- Volume de Volume total
glutamico Cu(NOs),.3H,0
1 2000 uL 8000 uL 10000 pL
2 3000 pL 7000 pL 10000 pL
3 4000 pL 6000 pL 10000 pL
4 5000 uL 5000 uL 10000 pL
5 6000 uL 4000 pL 10000 pL
6 7000 pL 3000 pL 10000 pL
7 8000 pL 2000 pL 10000 pL

Preparo das solugdes para medidas espectrofotométricas.

4.10 Analises Termogravimétricas

Esta caracterizagdo foi realizada na Universidade Federal do Mato Grosso do sul pelo
Prof. Dr. Lincoln Carlos Silva de Oliveira, as amostra foram colocadas em recipientes de aluminio
e aqueceu-se 25-900°C, a uma taxa de aquecimento de 10°C/minuto. Atmosfera inerte de
nitrogénio, com um fluxo de 100 mL/minuto. A calibragdo foi realizada com indio e zinco. As
curvas termogravimétricas obtidos foram processados com o software Tasys.
4.11 Analise Elementar C, H, N



A analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram realizadas no Analisador
Elementar de Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio da marca Perkin Elmer modelo 2400 do
IQ/UNICAMP, para os complexos L-Glutamato-Cu(ll), L-Aspartato-Cu(ll), L-Glutamato-Fe(lll) e L-
Aspartato-Fe(lll).

4.12 Difragao de Raios-X

Esta caracterizagao foi realizada com a colaboragao e parceria do Prof. Dr. Emani D.
Vieira da Universidade Federal de Goias (UFG) e o refinamento dos dados coletados foram
realizados com a colaboragéo do Prof. Dr. Gleison Antonio Casagrande da Universidade Federal
da Grande Dourados (UFGD) e Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). Para
realizar coletar as medidas foi utilizado um difratdmetro de raios-x Bruker com detector APEX II
CCD. A estrutura cristalina do cluster foi resolvida por método direto utilizando o pacote
SHELXS.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizagdo dos complexos
5.1.1 Cristais
Fotos dos cristais obtidos da sintese do L-Glutamato-Cu(ll), figura 10, os cristais foram
obtidos da solugéo ja devidamente purificado do L-Glutamato-Cu(ll), esta solugdo ficou em

repouso em temperatura ambiente devidamente protegida para evaporagédo do solvente (agua).
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Figura 10: Fotos dos cristais de L-Glutamato-Cu(ll) feitas com objetiva de 4X. Foto: Thiago A.D. Rodrigues, 2013
5.1.2 Espectros Infravermelho para os complexos e seus respectivos ligantes



Para os espectros de infravermelho foi utilizado pastilha de KBr previamente seca em
estufa, a faixa de varredura utilizada foi 400cm™ a 4000cm, foi feita a corregdo de linha de base,
bem como a retirada de bandas de di6xido de carbono e agua. A figura 11 esta o espectro de
infravermelho do acido L-aspartico(1), L-Aspartato-Fe(l11)(2) e L-Aspartato-Cu(ll).
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Figura 11: Espectros de infravermelho; 1 acido L-aspartico, 2 L-Aspartato-Fe(lll), 3 L-Aspartato-Cu(ll).

Espectro de infravermelho do é&cido L-glutdmico(1), L-Glutamato-Fe(lll)(2) e L-
Glutamato-Cu(l1)(3), figura 12.
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Figura 12: Espectros de infravermelho; 1 acido L-glutamico, 2 L-Glutamato-Fe(lll), 3 L-Glutamato-Cu(ll).

As bandas de maior importancia a serem analisadas nesses espectros das figuras 11 e
12, séo a (COO’) do grupo carboxilato. De acordo com os espectros a banda (COO’) mostra

deslocamento significativo nos espectros, quando se compara separadamente o espectro do



ligante e do complexo, isso indica que este grupo funcional participou efetivamente na ligagéo
quimica do metal - ligante [52], conforme mostrado na tabela 3.

Tabela 3: Mostra os deslocamentos de banda da carboxila encontrados para os acidos L-
glutamico, L-aspartico e os complexos L-Glutamato-Cu(ll), L-Glutamato-Fe(lll) e L-
Aspartato-Cu(ll), L-Aspartato-Fe(lll), os deslocamentos foram comparados conforme
descrito por Baran [52].

Amostra V.s(CO0) V,(CO0)
Acido L-aspartico 1607, 1560 1421

Acido L-glutamico 1665, 1639 1436, 1419
L-Aspartato-Cu(ll) 1667, 1585 1407
L-Aspartato-Fe(lll) 1632, 1600 1384
L-Glutamato-Cu(ll) 1588 1400, 1384
L-Glutamato-Fe(lll) 1638, 1560 1385

Comparacg&o das bandas tipicas carboxilato de alongamento do aminoacido livre e os respectivos complexos com

Cu (I e Fe(lll) (complexos de dados de infravermelhos, os valores cm-1).

5.1.3 Titulagdo potenciométrica

A titulagdo potenciométrica foi realizada com o intuito de verificar a desprotonagéo dos
ligantes e dos complexos a fim de obter suas constantes. Sendo que a partir de tais dados
podemos saber melhor o comportamento do complexo no trato digestivo do inseto, visto que em
determinados pH's teremos uma coordenagéo entre ligante e metal diferenciada fazendo com
que 0 mesmo tenha carga elétrica também diferenciada de acordo com o pH [53].

Grafico da titulagdo potenciométrica do acido L-aspartico 0,05 mol/L (1) juntamente com
o complexo L-Aspartato-Cu(ll) 0,05 mol/L (2). Os pKas foram obtidos através da primeira
derivada, para o acido L-aspartico foram 4,18, 4,95 e 10,47, para o L-Aspartato-Cu(ll) 3,49, 3,83
e 8,31, figura 13.
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Figura 13: Titulag&o potenciométrica do acido L-aspartico 0,05 mol/L (1), complexo L-Aspartato-Cu(ll) 0,05 mol/L (2).

Os valores de pK, encontrados foram diferentes para ligante e complexo, mostrando que
a desprotonacéo é diferenciada quando o aminoacido esta coordenado ao cobre, a figura 14

mostra como ocorre as desprotonagdes envolvidas no ligante.

10 OH 0 o} 0 o} o) o}
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Figura 14: Acido L-aspartico e suas desprotonacdes em meio aquoso.

Com os dados obtidos pela titulagédo potenciométrica pode-se ter uma idéia de como o
complexo de L-Aspartato-Cu(ll) comportar-se em diferentes pH'’s, figura 15.
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Figura 15: Formas estruturais para o L-Aspartato-Cu(ll).

Sendo assim as provaveis estruturas do bio-ativo no intestino da larva s&o as envolvidas

no pK;, visto que o pH ao longo do intestino varia de 7 a 10 [54].



Titulagdo potenciométrica do acido L-glutamico 0,05 mol/L (1) juntamente com o
complexo L-Glutamato-Cu(ll) 0,05 mol/L (2). Os pKas foram obtidos através da primeira derivada,
para o acido L-glutamico foram 4,53, 5,42 e 10,42, para o L-Glutamato-Cu(ll) 5,30, 6,37 e 9,76,
figura 16.
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Figura 16: Grafico da titulagdo potenciométrica do acido L-glutamico 0,05 mol/L (1), complexo L-Glutamato-Cu(ll)
0,05 moliL (2).

Desprotonagdes envolvidas no ligante, com o intuito de melhor entender como se da a

coordenag&o entre metal e ligante, figura 17.
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Figura 17: Acido L-glutamico e suas desprotonagdes em meio aquoso.

Com base na titulagdo potenciométrica e no comportamento do ligante pode-se ter as
possiveis estruturas do complexo em diferentes pH's, observando assim suas desprotonacgdes,

figura 18.
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Figura 18: Formas estruturais para o L-Glutamato-Cu(ll) em diferentes pH's.

5.1.4 Medidas espectrofotométricas

As medidas espectrofotométricas foram realizadas em pH 7, pH 8, pH 9 e pH 10 com o
intuito de verificar o comportamento dos complexos no trato digestivo do Aedes aegypti visto que
tal variagdo de pH ocorre no intervalo de 7 a 10 [54]. O espectro visivel para 0 Cu(NOs), e &cido

L-glutdmico em meio aquoso, figura 19.
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Figura 19: Espectro de solugbes de Cu(NOs), 0,05 mol/L e acido L-glutdmico 0,05 mol/L, gréfico obtido através do

programa Microcal Origin 6.0.

A obten¢éo dos dados da figura 19 é de suma importancia para que se selecionar o
comprimento A de maxima absorbéncia para o Cu(NOs), e para o ligante e assim realizar
comparagdes com 0s comprimentos N's de maxima absorgdo para as solucdes avaliadas,
mostrando desta forma a formacdo do complexo metalico, a tabela 4 mostra os comprimentos A's

de méxima absor¢do bem como o valor de suas absorbancias.



Tabela 4: Medidas espectrofotométricas de absorbancia e comprimentos A de maxima

absorbéncia em nanémetros para o Cu(NOs), 0,05 mol/L e acido L-glutdmico 0,05 mol/L.

Solucao Absorbéancia, Abs A (nm’) de Maxima Abs.
Acido L-glutamico 0,0000 000 nm
Cu(NOs), 0,5871 805 nm’

Espectros obtidos no espectrofotdmetro Varian Cary 50 Conc, em uma cubeta de quartzo com caminho ético de 10
mm, intervalo de varredura 900nm a 350nm. As solugdes de &cido L-glutdmico e de Cu(NO;),, estdo em uma

concentragao de 0,05 mol/L.

O espectro formado pelas solugdes anteriormente descritas. O pH no qual foi realizado
a leitura foi pH 6, figura 20, visto que neste pH o excesso de cobre ndo foi precipitado o que

ocorrera em pH em torno de 7 a 8 [55].
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Figura 20: Espectro de solugdes em pH 6, grafico obtido através do programa Microcal Origin 6.0.

Com base no espectro visivel, obtido em pH 6, pode-se encontra 0o comprimento A de
méaxima absorbancia e o valor da absorbancia para as solugdes contendo a mistura entre o

ligante e nitrato de cobre(ll), conforme tabela 5.

Tabela 5: Medidas espectrofotométricas de absorbancia e A de maxima absorbancia em

nandmetros para solugdes de L-Glutamato-Cu(ll).



Solucao Absorbancia, Abs A (nm’) de Maxima Abs.

1 0,6605 760 nm
2 0,6541 745 nm
3 0,7070 724 nm
4 0,7749 705 nm
5 0,7164 661 nm’
6 0,6251 630 nm’
7 0,4574 624 nm’

Espectros obtidos no espectrofotdmetro Varian Cary 50 Conc, em uma cubeta de quartzo com caminho ético de 10

mm, intervalo de varredura 900nm a 350nm.

Espectro formado pelas solugdes anteriormente descritas. O pH no qual foi realizado as

leituras foi pH 7, ver figura 21.
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Figura 21: Espectro de solugbes em pH 7, grafico obtido através do programa Microcal Origin 6.0.

Com base no espectro visivel, obtido em pH, pode-se encontra 0 comprimento A de
maxima absorbancia e a absorbancia para as solu¢des contendo a mistura entre o ligante e
nitrato de cobre(ll). Pode-se também observar que entre o pH 6 para o pH 7 houve um
deslocamento hipsocrémico dos comprimentos A's de maxima absorbancia bem como

diminuigdo da absorbancia das solugdes 1, 2, 3 e 4, como mostrado na tabela 6.

Tabela 6: Medidas espectrofotométricas de absorbancia e A de maxima absorbancia em

nandmetros para solugdes de L-Glutamato-Cu(ll).

Solucao Absorbancia, Abs A (nm’) de Maxima Abs.
1 0,0780 689 nm’
2 0,1965 681 nm’



3 0,3679 668 nm’
4 0,5730 664 nm’
5 0,7316 641 nm’
6 0,7065 618 nm
7 0,4911 618 nm

Espectros obtidos no espectrofotdmetro Varian Cary 50 Conc, em uma cubeta de quartzo com caminho ético de 10

mm, intervalo de varredura 900nm a 350nm.

Espectro formado pelas solugdes anteriormente descritas com a variagéo de pH’s. O pH

no qual foi feito as leituras foi pH 8, figura 22.
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Figura 22: Espectro de solugdes em pH 8, grafico obtido através do programa Microcal Origin 6.0.

Com base no espectro visivel, obtido em pH 8, pode-se encontra o comprimento A de
maxima absorbancia e a absorbancia para as solu¢des contendo a mistura entre o ligante e
nitrato de cobre(ll). Pode-se observar que entre o pH 7 para o pH 8 houve um deslocamento
hipsocromico dos comprimentos A's de maxima absorbéncia, contudo as solugdes 6 e 7 nédo
houve mudanga indicando que ndo ha mais uma efetiva contribui¢do do nitrato de cobre(ll), no
que se refere absorbancia das solu¢des ndo ha uma mudanga drastica, conforme mostra a
tabela 7.

Tabela 7: Medidas espectrofotométricas de absorbéncia e A de maxima absorbancia em

nandmetros para solugdes de L-Glutamato-Cu(ll).

Solugéo Absorbancia, Abs A (nm’) de Maxima Abs.
1 0,1194 635 nm’



2 0,1989 631 nm’
3 0,3345 626 nm’
4 0,5266 624 nm’
5 0,7243 624 nm’
6 0,6977 618 nm’
7 0,4932 618 nm

Espectros obtidos no espectrofotdmetro Varian Cary 50 Conc, em uma cubeta de quartzo com caminho ético de 10

mm, intervalo de varredura 900nm a 350nm.

Espectro formado pelas solugdes anteriormente descritas. O pH no qual foi feito as

leituras foi pH 9, figura 23.
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Figura 23: Espectro de solugdes em pH 9, grafico obtido através do programa Microcal Origin 6.0.

Com base no espectro visivel, obtido em pH, pode-se encontra o comprimento A de
méaxima absorbancia e a absorbancia para as solu¢des contendo a mistura entre o ligante e
nitrato de cobre(ll), observa-se que entre o pH 8 para o pH 9 houve um deslocamento
hipsocromico dos comprimentos N's de maxima absorbancia para 618 nm indicando que ndo ha
mais a contribuicdo do nitrato de cobre(ll) na absorbéncia, indica-se assim que somente o

complexo esta absorvendo, conforme é mostrado na tabela 8.

Tabela 8: Medidas espectrofotométricas de absorbancia e A de maxima absorbancia em

nandmetros para solugdes de L-Glutamato-Cu(ll).

Solucao Absorbancia, Abs A (nm’) de Maxima Abs.
1 0,1477 618 nm



2 0,2367 618 nm’
3 0,3809 618 nm
4 0,5543 618 nm
5 0,8011 618 nm
6 0,6980 618 nm
7 0,4876 618 nm

Espectros obtidos no espectrofotdmetro Varian Cary 50 Conc, em uma cubeta de quartzo com caminho ético de 10

mm, intervalo de varredura 900nm a 350nm.

Espectro formado pelas solugdes anteriormente descritas. O pH no qual foi feito as

leituras foi pH 10, figura 24.
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Figura 24: Espectro de solugbes em pH 10, gréfico obtido através do programa Microcal Origin 6.0.

Com base no espectro visivel, obtido em pH, pode-se encontra o comprimento A de
méaxima absorbancia e a absorbancia para as solu¢des contendo a mistura entre o ligante e
nitrato de cobre(ll). Pode-se observar neste pH que o complexo ndo altera sua conformagéo de
formacdo, nem sua formula estrutural, isto pode ser observado pelos comprimentos A's de
maxima absorbancia bem como pelo valor da absorbancia, conforme mostrado na tabela 9.

Tabela 9: Medidas espectrofotométricas de absorbancia e comprimento A de maxima

absorbancia em nandémetros para solugdes de L-glutamato-Cu(ll).

Solugéo Absorbancia, Abs A (nm’) de Maxima Abs.
1 0,1832 618 nm
2 0,3197 618 nm’

3 0,4415 618 nm



4 0,6143 618 nm’
5 0,7831 618 nm’
6 0,6941 618 nm
7 0,4802 618 nm’

Espectros obtidos no espectrofotdmetro Varian Cary 50 Conc, em uma cubeta de quartzo com caminho ético de 10

mm, intervalo de varredura 900nm a 350nm.

O entendimento do comportamento do metalo-inseticida (complexo bioativo) no meio
biolégico (metabolismo do inseto; pH 5 a 10/11) em que este serd aplicado é de suma
importancia para entendimento do mecanismo de toxicidade, visto que este meio € aquoso,
sendo que em ambientes naturais a agua tem um pH entorno de 6,5; mas o inseto possui um
gradiente que varia de pH 5 a 10/11. Além do fato de como este complexo bioativo ira comporta-
se no trato digestdrio do inseto onde o pH varia de 5/7 a 10/11 [54], desta maneira pode-se
deduzir o local onde o composto ira ter maior permeabilidade no intestino do inseto.

Com o dados obtidos através das medidas espectrofotométricas do complexo em varias
razdes entre metal e ligante e 0 aumento do pH, pode notar-se primeiramente que o excesso de
cobre foi precipitado fazendo com que 0 mesmo diminuisse sua influencia na banda de maxima
absorbancia, além de diminuir significativamente a absorbancia nas solugbes 1, 2 e 3. Outro
efeito foi o deslocamento hipsocrémico de todas as solugdes, bem como um aumento de
absorbancia nas solu¢des as quais ndo havia excesso de metal, tal aumento pode ser justificado
devido a coordenacg&o do grupo amina ao cobre [56].

5.1.5 Analise termogravimétrica

A analise termogravimétrica foi realizada com o intuito de identificar como o composto se
porta com a temperatura, sua degradacdo térmica, etapas de degradagdo bem como sua
estequiometria a partir dos residuos Oxidos. Grafico da termoanalise do L-Glutamato-Cu(ll),
figura 25.
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Figura 25: Gréfico da termo analise do L-Glutamato-Cu(ll).

A massa utilizada foi de 7,810 mg, pode notar-se primeiramente uma perda de 1,152 mg
(14,80%) referente a massa total entre as temperaturas 154°C e 204°C indicando uma provéavel
perda de &gua, a segunda perda refere-se a degradagéo do ligante (acido L-glutamico) perda de
4,192 mg (53,88%), o residuo € o metal na forma de oxido de cobre 2,437mg (31,32%). Sendo
assim pode-se realizar a estequiometria entre metal e ligante, em uma razdo de 1:1, além de
obter-se um dado valioso quanto a estabilidade térmica do complexo bioativo que é entorno de
204°C, sendo assim pode se dizer que a temperatura ambiente no qual o complexo é aplicado
nao ira degradar 0 mesmo; e que este podera ser incluido em polimeros ou argilas com

tratamento térmico até 200°C com vistas a um dispositivo de liberagéo lenta.

5.1.6 Difracao de Raios-X

Um monocristal prismatico de cor azul-esverdeado foi selecionado para as medidas de difragéo
de raios X. A coleta de dados foi realizada utilizando o difratbmetro Kappa Apex Il Duo operando
com radiagdo Mo-Ka a temperatura ambiente (293 K), 3479 reflexdes foram medidas das quais
1612 s&o independentes por simetria (Rix = 0.014). O complexo cristaliza no grupo espacial
ortordmbico P2;2,2;, com 4 moléculas por célula untitaria. A estrutura foi resolvida com Direct
Methods implementado no programa SHELXS e o refinamento do modelo foi feito com o método
dos minimos quadrados de matriz completa utilizando os valores F?, implementado no programa
SHELXL. Os fatores residuais de ajuste foram R1 = 0.016, wR2 = 0.041 for as reflexbes
observadas com 1>20(l), e R1 = 0.016, com todos os dados. A completeza dos dados e a
redundancia das medidas permitiram a definicdo quantitativa da quiralidade, com o parametro de



Flack obtido 0.03(1). O empacotamento cristalino € mediado pela formagédo ligacbes de
hidrogénio intermoleculares da molécula de agua coordenada e uma segunda molécula de dgua
presente no intersticio. Um cadeia polimérica tridimensional é formada com a coordenagéo dos
grupos amina e dos acidos carboxilicos, nas trés diregdes: [100], [010] e [001], a tabela 10

vislumbra os dados de refinamento para o complexo.

Tabela 10: Dados de refinamento obtidos por cristalografia.

Formula empirica
Massa molecular
Temperatura
Comprimento de onda
Sistema cristalino
Grupo espacial

Dimensao das celas unitarias

Volume

4

Densidade (calculada)

Coeficiente de absorgao
F(000)
Tamanho do cristal

Gama theta para coleta de dados
Indice de variagao

Reflex6es coletadas

Refelexdes indepedentes
Integralidade de theta = 26.46°

Max. E min. transmissao
Método de refinamento

Dados / Restrigoes / Parametros
Adequacao do ajuste em F2

Indices finais R [I>2sigma(l)]
Indices R

C5H11 CuN 06

244,69

293K

0.71073 A

Orthorhombic

P2(1)2(1)2(1)

a=7.2326(2) A 0= 90°.
b =10.3120(3) A B=90°.
c=11.0631(3) A y =90°.
825.11(4) A3

4

1.970 Mg/m3

2.646 mm-1
500

0.73x0.20 x 0.19 mm3

2.70 to 26.46°.

-9<=h<=8, -12<=k<=8, -13<=I<=10
3479

1612 [R(int) = 0.0137]

99.0 %

0.6333 and 0.2482

Full-matrix least-squares on F2
1612/4 /135
1.073

R1=0.0156, wR2 = 0.0409
R1=0.0161, wR2 = 0.0411




Parametro estrutural absoluto 0.026(12)
Coeficiente de extingao 0.0015(9)

Pico de maior diferenga 0.234 and -0.182 e.A-3

A geometria da molécula é listada a seguir, nas tabelas 11 a 13, e as geometrias das ligagbes de
hidrogénio intermoleculares est&o listadas na tabela 14.

Tabela 11: Coordenadas atdmicas (x10%) e parametros de deslocamento isotropico equivalente
(A?X 10°%) para o L-Glutamato-Cu(ll).

Atomos X y z U(eq)
Cu(1) -1004(1) 5667(1) 4709(1) 18(1)
0(18) 4844(2) 3461(2) 5943(1) 27(1)
o(1) 186(2) 7378(2) 4828(1) 24(1)
o(1w) -1867(2) 3843(2) 4812(2) 32(1)
N(1) -1908(2) 6085(2) 6369(2) 21(1)
C(1) 288(2) 7843(2) 5900(2) 19(1)
C(2) -798(3) 7158(2) 6890(2) 18(1)
0(2) 1245(2) 8793(1) 6190(1) 26(1)
C(3) 515(2) 6679(2) 7878(2) 21(1)
C(4) 2077(3) 5818(2) 7436(2) 24(1)
C(5) 3261(3) 5324(2) 8455(2) 21(1)
0(3) 2847(2) 5507(2) 9534(1) 32(1)
0(4) 4751(2) 4712(2) 8160(1) 24(1)

U(eq) é definido como um terco do trago do tensor U' ortogonalizadas.

Tabela 12: Comprimentos de ligagdo entre os atomos (A).

Cu(1)-0(1) 1.9670(15)
Cu(1)-0(4)#1 1.9781(14)
Cu(1)-0(1W) 1.9854(16)
Cu(1)-N(1) 1.9963(16)
Cu(1)-0(2)#2 2.2932(13)
0(1S)-H(1S) 0.9180(5)
0(1S)-H(2S) 0.9150(5)
0(1)-C(1) 1.2810(2)




O(1W)-H(1W) 0.9110(5)

O(1W)-H(2W) 0.9140(5)
N(1)-C(2) 1.4840(3)
N(1)-H(1A) 0.9000
N(1)-H(1B) 0.9000
C(1)-0(2) 1.2410(2)
Cc(1)-C(2) 15220(3)
C(2)-C(3) 1,5300(3)
C(2)-H(2) 0.9800
0(2)-Cu(1)#3 2.2932(13)
C(3)-C(4) 15170(3)
C(3)-H(3A) 0.9700
C(3)-H(3B) 0.9700
C(4)-C(5) 1.5040(3)
C(4)-H(4A) 0.9700
C(4)-H(4B) 0.9700
C(5)-0(3) 1.2450(2)
C(5)-0(4) 1.2900(2)
0(4)-Cu(1)#4 1.9781(14)

Transformagdes de simetria para atomos equivalentes: #1 -x+1/2,-y+1,z-1/2, #2 x-1/2,-y+3/2,-z+1, #3 x+1/2,-y+3/2,-
zZ+1, #4 -x+1/2,-y+1,z+1/2

Tabela 13: Angulos de torsdo para o L-Glutamato-Cu(ll).

Relagao entre atomos Angulo
O(4)#1-Cu(1)-0(1)-C(1) -157.21(14)
O(1W)-Cu(1)-0(1)-C(1) -54.2(4)
N(1)-Cu(1)-0(1)-C(1) 15.91(14)
O(2)#2-Cu(1)-0(1)-C(1) 108.31(14)
O(1)-Cu(1)-N(1)-C(2) -16.95(12)
O(4)#1-Cu(1)-N(1)-C(2) 40.7(5)
O(1W)-Cu(1)-N(1)-C(2) 153.22(13)
O(2)#2-Cu(1)-N(1)-C(2) -117.66(12)
Cu(1)-0(1)-C(1)-0(2) 167.55(15)

Cu(1)-0(1)-C(1)-C(2) 10.7(2)



Cu(1)-N(1)-C(2)-C(1) 15.69(18)

Cu(1)-N(1)-C(2)-C(3) -107.12(15)
0(2)-C(1)-C(2)-N(1) 177.85(16)
0(1)-C(1)-C(2)-N(1) -3.8(2)
0(2)-C(1)-C(2)-C(3) 58.3(2)
0(1)-C(1)-C(2)-C(3) 120.06(19)
0(1)-C(1)-0(2)-Cu(1)#3 31.7(3)
C(2)-C(1)-0(2)-Cu(1)#3 146. 67.9(2)
N(1)-C(2)-C(3)-C(4) 54(14)
C(1)-C(2)-C(3)-C(4) 55.0(2)
C(2)-C(3)-C(4)-C(5) 177.05(17)
C(3)-C(4)-C(5)-0(3) 7.1(3)
C(3)-C(4)-C(5)-0(4) -171.94(18)
0(3)-C(5)-0(4)-Cu(1)#4 -3.0(2)
C(4)-C(5)-0(4)-Cu(1)#4 176.09(16)

Transformagdes de simetria para atomos equivalentes: #1 -x+1/2,-y+1,z-1/2, #2 x-1/2,-y+3/2,-z+1, #3 x+1/2,-y+3/2,-
zZ+1, #4 -x+1/2,-y+1,z+1/2

Tabela14: Bandas de hidrogénio

D-H..A dDH)  d(H.A) d(D..A) <(DHA)
0(1S)-H(28)...0(4) 0.915(5)  1.863(6) 2.772(2) 172(2)
0(1S)-H(1S)...0(3)#1 0.918(5)  1.812(9) 2.711(2) 166(3)
O(IW)-H(1W)..O(1S}#5  0.911(5)  1.868(12) 2.716(2) 154(2)
O(1IW)-H(2W)..0(1S)}#6  0.914(5)  1.932(11) 2.807(2) 159(2)
N(1)-H(1A)...0(1)#2 0.90 2.24 2.947(2) 135.7

Transforgdes de simetria para atomos equivalentes: #1 -x+1/2,-y+1,z-1/2, #2 x-1/2,-y+3/2,-z+1, #3 x+1/2,-y+3/2,-z+1
#4 -x+1/2,-y+1,z2+112, #5 x-1,y, Z, #6 x-1/2, -y+1/2,-z+1

As ligagdes longas e interagdes intermoleculares estdo representadas com linhas
pontilhadas. O ion cobre estd em coordenacdo piramidal quadrada, com o atomo de oxigénio 02
na posigéo apical da piramide.
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Figura 26: Representagdo Ortep do complexo com elipséides de deslocamento atdbmico representando 30% de
probabilidade.

5.1.7 Analise elementar C, H, N
5.1.7.1 Complexo L-Glutamato-Cu(ll)

A analise elementar para C (carbono), H (hidrogénio) e N (nitrogénio) foi realizada em
duplicata, sendo que para a primeira anélise utilizou-se 2,903mg e a segunda 1,714mg os
resultados e calculos para a formula minima sdo mostrados nas tabelas 10 e 11,

respectivamente.

Tabela 15: Analise elementar de C, H e N para o composto L-Glutamato-Cu(ll), os resultados
estdo em porcentagem e a massa utilizada foi 2,903mg.

Elemento % de massa total N°
C 26,87 % 4,76
H 3,55 % 7,47
N 6,65 % 1,00
O(*) 30,40 % 4,00
Cu*(*) 32,53 % 1,00

Valores de % de massa total obtidos para o complexo de L-Glutamato-Cu(ll) e N° de atomos encontrados. (*) valor
obtido teoricamente para oxigénio a partir dos calculos das % de massa de C, H e N. (**) valor obtido teoricamente
para o Cu* a partir dos calculos de % massa de C, H,N e O.



Tabela 16: Analise elementar de C, H e N para o composto L-Glutamato-Cu(ll), os resultados
estdo em porcentagem e a massa utilizada foi 1,714mg.

Elemento % de massa total N°
C 26,97 % 4,85
H 3,34 % 7,14
N 6,56 % 1,00
O(*) 29,98 % 4,00
Cu(*) 33,15 % 1,00

Valores de % de massa total obtidos para o complexo de L-Glutamato-Cu(ll) e N° de atomos encontrados. (*) valor
obtido teoricamente para oxigénio a partir dos calculos das % de massa de C, H e N. (**) valor obtido teoricamente
para o Cu* a partir dos calculos de % massa de C, H,N e O.

A andlise elementar para o complexo L-Glutamato-Cu(ll) foi satisfatoria, sendo que os
valores de percentagem obtidos para o oxigénio e para, o cobre foram obtidos de maneira
indireta utilizando-se os valores reais de carbono, hidrogénio e nitrogénio. Assim os valores
encontrados para estes dois 4&tomos néo levou em consideragdo possiveis impurezas.

Contudo pode-se chegar a valores aproximados para cada atomo na molécula em
questdo os quais foram; cinco atomos de carbono, sete atomos de hidrogénio, um atomo de
nitrogénio, quatro atomos de oxigénio e um atomo de cobre. llustracdo simplificada da possivel

configuragdo para o complexo metélico, figura 26 .

HO

Figura 27: Possivel estrutura para o complexo L-Glutamato-Cu(ll).

5.1.7.2 Complexo L-Aspartato-Cu(ll)

A anélise elementar para C (carbono), H (hidrogénio) e N (nitrogénio) foi feita em
duplicata, sendo que para a primeira anélise utilizou-se 1,367mg e a segunda 1,362mg, tabelas
12 e 13, respectivamente.



Tabela 17: Anélise elementar de C, H e N para o composto L-Aspartato-Cu(ll), os resultados
estdo em porcentagem e a massa utilizada foi 1,367mg.

Elemento % de massa total N°
C 22,20 % 3,41

H 3,63 % 7,35

N 6,91 % 1,00
O(*) 31,59 % 4,00

Cu*(*) 35,67 % 114




Tabela 18: Anélise elementar de C, H e N para o composto L-Aspartato-Cu(ll), os resultados

estdo em porcentagem e a massa utilizada foi 1,362mg.

Elemento % de massa total N°
C 20,09 % 3,38

H 3,57 % 7,11
N 7,02 % 1,00
O(*) 32,09 % 4,00
Cu*(*) 3723 % 1,17

Valores de % de massa total obtidos para o complexo de L-Aspartato-Cu(ll) e N° de &tomos encontrados. (*) valor
obtido teoricamente para oxigénio a partir dos calculos das % de massa de C, H e N. (**) valor obtido teoricamente

para o Cu* a partir dos calculos de % massa de C, H,N e O.

A anélise elementar para o complexo L-Aspartato-Cu(ll) néo foi de todo satisfatoria visto
que o valor encontrado para o n° de atomos de carbono é diferente do esperado. Contudo os
outros valores para H, N, estdo dentro do esperado alem dos valores encontrados indiretamente
para O, Cu. Sendo assim para tal complexo a determinagéo estrutural pode ser obtida, visto que
o fato de impurezas e que o ligante o acido L-aspartico tem facilidade para formar polimeros [57].
Desta maneira pode-se sugerir de maneira ar britaria 0 complexo para o L-Aspartato-Cu(ll)

conforme a figura 27.
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Figura 28: Arranjo molecular sugerido para o L-Aspartato-Cu(ll)

5.1.7.3 Complexo L-Glutamato-Fe(lll)
A anélise elementar para C (carbono), H (hidrogénio) e N (nitrogénio) foi feita em
duplicata, sendo que para a primeira andlise utilizou-se 1,925mg e a segunda 1,536mg, tabelas

14 e 15, respectivamente.

Tabela 19: Anélise elementar de C, H e N para o composto L-Glutamato-Fe(lll), os resultados

estdo em porcentagem e a massa utilizada foi 1,925mg.

Elemento % de massa total N°
C 18,94 % 2,71
H 3,86 % 6,42

N 8,41 % 1,00



() 38,44 % 4,00
Fe*(**) 30,35 % 0,90

Valores de % de massa total obtidos para o complexo de L-Glutamato-Fe(lll) e N° de 4tomos encontrados. (*) valor
obtido teoricamente para oxigénio a partir dos calculos das % de massa de C, H e N. (**) valor obtido teoricamente

para o Fe* a partir dos calculos de % massa de C,H, N e O.

Tabela 20: Anélise elementar de C, H e N para o composto L-Glutamato-Fe(lll), os resultados

estdo em porcentagem e a massa utilizada foi 1,536mg.

Elemento % de massa total N°
C 18,83 % 2,75
H 3,66 % 6,18
N 8,28 % 1,00
0(%) 37,85 % 4,00
Fe**(**) 31,38 % 0,95

Valores de % de massa total obtidos para o complexo de L-Glutamato-Fe(lll) e N° de 4tomos encontrados. (*) valor
obtido teoricamente para oxigénio a partir dos célculos das % de massa de C, H e N. (**) valor obtido teoricamente

para o Fe* a partir dos célculos de % massa de C, H, N e O.

Para o complexo de L-Glutamato-Fe(lll) ndo & possivel encontra-se uma possivel
formagao satisfatoria, visto que os valores encontrados para o n° de atomos ndo condiz com o
esperado. A possivel explicacdo deve-se ao fato da presenca de impurezas e/ou até mesmo a
nao formacao do complexo esperado, sendo assim ndo é possivel termos um arranjo satisfatério

para esta amostra.

5.1.7.4 Complexo L-Aspartato-Fe(lll)

A anélise elementar para C (carbono), H (hidrogénio) e N (nitrogénio) foi feita em
duplicata, sendo que para a primeira anélise utilizou-se 2,192mg e a segunda 2,247mg, tabelas
16 e 17, respectivamente.

Tabela 21: Analise elementar de C, H e N para o composto L-Aspartato-Fe(lll), os resultados

estdo em porcentagem e a massa utilizada foi 2,192mg.

Elemento % de massa total N°
C 22,14 % 2,93
H 4,05 % 6,42
N 8,81 % 1,00
0(%) 40,27 % 4,00
Fe**(**) 24,73 % 0,70

Valores de % de massa total obtidos para o complexo de L-Aspartato-Fe(lll) e N° de atomos encontrados. (*) valor
obtido teoricamente para oxigénio a partir dos calculos das % de massa de C, H e N. (**) valor obtido teoricamente

para o Fe* a partir dos célculos de % massa de C, H, N e O.



Tabela 22: Analise elementar de C, H e N para o composto L-Aspartato-Fe(lll), os resultados
estdo em porcentagem e a massa utilizada foi 2,247mg.

Elemento % de massa total N°
C 22,14 % 2,93

H 4,03 % 6,41
N 8,78 % 1,00
O(*) 40,13 % 4,00
Fe**(**) 24,92 % 0,71

Valores de % de massa total obtidos para o complexo de L-Aspartato-Fe(lll) e N° de atomos encontrados. (*) valor
obtido teoricamente para oxigénio a partir dos calculos das % de massa de C, H e N. (**) valor obtido teoricamente

para o Fe* a partir dos calculos de % massa de C,H, N e O.

Para o complexo de L-Aspartato-Fe(lll) ndo é possivel encontra-se uma possivel
formacdo satisfatoria, visto que os valores encontrados para o n° de atomos ndo condiz com o
resultado esperado. A possivel explicagdo deve-se ao fato da presenga de impurezas e/ou até
mesmo a néo formagao do complexo esperado, alem da possivel formagao de polimeros [57],

sendo assim nao é possivel termos um arranjo satisfatorio para esta amostra.

5.2 Susceptibilidade de larvas de terceiro (3°) estadio de Aedes aegypti (linhagem
Rockfeller; linhagem susceptivel/ndo resistente)
Os resultados apresentados na Tabela 18 referem-se aos testes realizados em larvas de

3° estadio do Aedes aegypti, em uma linhagem susceptivel, isto é, linhagem néo resistente.

Tabela 23: Susceptibilidade de larvas de terceiro (3°) estaddio de Aedes aegypti (linhagem
Rockfeller) aos complexos de L-Glutamato-Cu(ll), L-Glutamato-Fe(lll) e L-Aspartato-Cu(ll), L-

Aspartato-Fe(lll), concentracdes estdo em ppm (mg/L).

Complexos CcL10 CL50 CL90

L-Glutamato-Cu(ll) 6,75 (£0,21) 53,40 (x0,21) 423,50 (+0,21)
L-Glutamato-Fe(lll) 392,00 (£0,27) 1.247,42 (£0,27) 3.780,06 (£0,27)
L-Aspartato-Cu(ll) 31,42 (£0,46) 100,25 (+0,46) 319,82 (+0,46)
L-Aspartato-Fe(lll) 1.199,61 (£0,48) 3.415,48 (+0,48) 9.724,42 (+0,48)

Concentragdes letais (CLs) obtidas através do programa Polo-PC (LeOra Software, 1987).

As concentragdes letais, CL10, CL50 e CL90, foram obtidas através do programa POLO-
PC, sendo que a CL50 é de suma importancia visto que nesta concentragdo o desvio padréo é
menor e € onde esta a maioria da populacdo estudada.



Estes resultados mostraram que os compostos de Cu(ll) sdo mais toxicos que os
compostos de Fe(lll), e que o complexo de glutamato € mais toxico para as larvas de terceiro
estadio que o complexo de aspartato. A diferenca entre os complexos testados deve-se,
provavelmente, a alguns fatores, o primeiro é o0 que se refere ao metal, estrutura e toxicidade,
visto que o cobre é mais tdxico em relagao ao ferro. Sendo que, o A. aegypti o intestino possuli
uma matriz peritrofica, proteinas séo da classe das peritrofinas. Estas proteinas recobrem toda
superficie interna do epitélio intestinal funcionando como uma barreira a qual impede que o
excesso de ferro seja absorvido, este excesso é liberado nas fezes [43] [58].

Outro fator esta relacionado a lipossolubilidade da molécula que é a capacidade da
molécula de dissolver-se em meio lipidico. No organismo esta caracteristica tem importancia
vital, sendo que as células possuem uma camada chamada de membrana plasmatica que é
composta majoritariamente por uma camada lipidica [59], principalmente se 0 mecanismo de
toxicidade envolver a permeacao celular, preferencialmente, via canais de iénicos, Na* e K'.

Sendo assim, o L-glutamato possui maior lipossolubilidade em relagdo ao L-aspartato
esta diferenga de solubilidade poderia ser utilizada para a permeagdo mais eficiente da
membrana celular e maior facilidade em transportar os metais complexados mais facilmente,
permitindo que estes metais induzissem o estresse oxidativo. O meio extracelular possui carater
oxidante e o meio intracelular carater redutor, que poderia facilitar a reagdo de estresse
oxidativo.

Com base na titulagdo potenciométrica, do espectro visivel e nos ensaios descrito por
Gaban [2], pode-se sugerir onde ha uma maior absorg¢do do complexo L-Glutamato-Cu(ll). Sabe-
se que no intestino médio do inseto o pH esta entorno de 8-10 [54] e que neste intervalo de pH o
ligante esta em uma forma estrutural onde todos os prétons possiveis foram liberados teremos
uma carga neutra para tal complexo, isto significa que nesta regido intestinal haverd uma maior
permeacdo do composto pela membrana celular com base no que foi descrito anteriormente.
Contudo ndo se pode afirmar que este seja o unico local onde o complexo é absorvido ou 0
unico mecanismo de absorcao e/ou internalizagdo. Para melhor entendimento a figura 26 mostra

como é o provavel arranjo molecular para o complexo em pH 10, para o L-Glutamato-Cu(ll).




Figura 29: Complexo L-Glutamato-Cu(ll) em pH10, carga elétrica neutra

5.3 Concentragao Inibitéria Minima (CIM) para bactérias Gram-positiva(+) e Gram-
negativa(-)

A diferenca entre bactérias Gram-positivas € Gram-negativas esta ligada quanto a sua
parede celular. A primeira possui uma unica parede constituida por peptidoglicano, a segunda
possui trés paredes constituidas, por membrana externa composta de polissacarideos, a
segunda camada peptidoglicano e a terceira por fosfolipidios. Esta caracteristica confere a
bactéria Gram-negativa uma maior resisténcia a antibioticos e a permeacéo [60]. Os testes de
concentragao inibitéria minima visa determinar quanto a toxicidade dos complexos bioativos em
relacdo as bactérias, Staphylococcus aureus ATCC-25923 Gram-positiva, Escherichia coli
ATCC-25922 Gram-negativa, tabela 19.

Tabela 24: Concentragéo inibitéria minima para Staphylococcus aureus ATCC-25923 Gram-

positiva, Escherichia coli ATCC-25922 Gram-negativa. As concentra¢des em ppm (mg/L).

Complexos Staphylococcus aureus (ppm) Escherichia coli (ppm)
L-Glutamato-Cu(ll) 500 2.000
L-Glutamato-Fe(lll) nao houve inibi¢do nao houve inibi¢do
L-Aspartato-Cu(ll) 1.000 2.000
L-Aspartato-Fe(lll) 8.000 ndo houve inibi¢éo
Acido L-Glutamico 4.000 8.000
Acido L-Aspartico nao houve inibigdo 8.000

Fe(NOs)3.9H,0 31,25 nao houve inibi¢do
Cu(NOs3),.3H.0 1.000 2.000

A solugdo estoque (SE) usada foi de 8.000 ppm para complexos de Fe(lll); para complexos de Cu(ll) a solugéo
estoque (SE) foi de 4.000 ppm

A importancia dos experimentos é a analise da atividade biologica dos complexos metéalicos
baseados em aminoacidos-Cu(ll) no que se refere a inibi¢do das bactérias e/ou microrganismos
em meio aquoso. Este fator pode ser utilizado de modo secundario para controle da
microflora/microbiota bacteriana do criadouro, visto que as fémeas do Aedes aegypti tem
preferéncia por locais de oviposicdo onde ha uma flora bacteriana presente [23], além da
importancia desta para cadeia alimentar das larvas e a sugerida atratividade aos criadouros por
liberagdo de substancias volateis. O controle de microrganismos nos criadouros pode impor
condicdes desfavoraveis a oviposicdo, eclosdo dos ovos, desenvolvimento das larvas e
emergéncia do inseto adulto. Este controle é essencial para 0 manejo do inseto visto que o local
de oviposicao deve oferecer condi¢des favoraveis para o desenvolvimento larval, todavia se os



complexos testados interferirem significativamente neste local a fémea ira procurar outros locais
para ovipositar e assim podera impor condi¢es desfavoraveis, que podera contribuir para o
controle populacional do inseto ou ainda afasta-lo das residéncias. Assim, pode-se ver pelos
resultados obtidos entre os dados de susceptibilidade e concentragdo inibitéria minima para
bactérias que os complexos testados néo iram interferir significativamente na oviposicdo das

fémeas, mas ainda poderdo interferir no desenvolvimento do inseto na reprodugao.



6. CONCLUSOES

Os compostos de coordenagédo de Cu(ll) e Fe(lll) com acido L-Glutdmico e acido L-Aspartico
foram sintetizados, isolados, caracterizados pela atividade inseticida/larvicida e bactericida. Os
resultados mostraram que o L-Glutamato-Cu(ll), L-Glutamato-Fe(lll), L-Aspartato-Cu(ll) e L-
Asparto-Fe(lll) possuem atividade bioldgica diferenciada para larvas (forma imatura) do A.
aegypti. Os estudos revelaram que a atividade inseticida/larvicida e bactericida do L-Glutamato-
Cu(ll), L-Glutamato-Fe(lll), L-Aspartato-Cu(ll) e L-Asparto-Fe(lll) sdo diferenciadas para larvas
de terceiro (3°) estadio de A. aegypti e bactérias Gram-negativas e Gram-positivas testadas. Os
complexos metalicos de Cu(ll) podem ser propostos como ativos larvicidas que utilizam o
metabolismo do inseto para geragdo de espécies toxicas a partir da labilidade dos complexos
metalicos no intervalo de pH do sistema digestorio (SD) para desencadeamento “in situ” das
reacdes de estresse oxidativo e indu¢do danos celulares e morte do inseto. Os complexos
metalicos (metalo-inseticidas) podem ser utilizados para 0 manejo do A. aegypti e controle de
microorganismos presentes nos criadouros afetando a atratividade para oviposigao, imposi¢éo
de condigdes desfavoraveis a cadeia alimentar, eclosdo dos ovos, e desenvolvimento larval do
inseto, além da baixa toxicidade para humanos e ambiente devido a possibilidade de reciclagem
e indisposicao das espécies por vegetais, material organico do solo e microorganismos. Outros
estudos devem ser realizados e propostos utilizando estes metalo-inseticidas para anélise da
viabilidade e interferéncia na eclos@o dos ovos do inseto, pode-se também avaliar o manejo de
outros insetos com ciclo reprodutivo semelhante, anélise dos efeitos residuais sobre plantas,
estudos de resisténcia ao metalo-inseticida por geragdes, pesquisas no campo neuroldgico visto
que o cobre, aspartato e glutamato podem causar doencgas neurodegenerativas como Alzheimer,
efeito bactericida para demais agentes patologicos visto que ha um crescente aumento na

resisténcia a antibiéticos.
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