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RESUMO

A febre amarela, dengue, chikungunya e zika sdo doencas virais com risco crescente de
agravo a salde publica. Estas doengas sdo transmitidas por mosquitos Aedes aegypti. O
controle de ovos (banco de ovos dos criadourados), larvas e insetos adultos (alados) € crucial
para contencdo e/ou prevencdo de surtos dessas doencas, principalmente nos periodos
quentes e umidos. A descoberta de novos larvicidas pode tornar o controle populacional
mais eficiente e com menor impacto ambiental, principalmente se for utilizado abordagens
que considerem o comportamento e a ecologia do inseto vetor. As porfirinas e suas
estruturas conjugadas sdo classes de moléculas que absorvem luz e podem gerar espécies
reativas de oxigénio que, se excitadas pela luz ultravioleta e/ou visivel podem induzir danos
celulares continuos por oxidacdo e morte celular a partir do sistema digestério do inseto. O
presente trabalho avalia a atividade citotdxica fotoinduzida por radiacdo solar e/ou luz
artificial para o controle de larvas de A. aegypti, além de avaliar a toxicidade, citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade em células meristematicas de raizes de Allium cepa. A
clorofilina clprica de sodio foi utilizada como fotossensibilizador. Os resultados
experimentais mostraram mortalidade em larvas de A. aegypti de 3° e 4° estadios larvais em
concentraces de 15 a 35 mg L™ em exposicdo a irradiacdo solar direta durante cinco horas
com intensidade de luz solar entre 52,27 W m™ a 128,7 W m™. A clorofilina clprica de
so6dio na concentracéo entre 50 e 200 mg L™ n&o apresentou toxicidade, citotoxicidade,
genotoxicidade, mutagenicidade, além de potencializar a divisdo celular em todas as
concentracdes avaliadas. O estudo abre perspectivas para o desenvolvimento de novas
estratégias e moléculas mais sensiveis para intensidades de radiacdo mais baixas do que
valores tipicos e obtidos de luz solar. A producdo de especies de radicais livres e/ou
oxidantes podem matar o0s insetos por danos aos tecidos do sistema digestorio e intestinal,
além de adsorver em material organico dos criadouros, realizar o controle do inseto via
cadeia alimentar e/ou ainda manter a atividade por alguns ciclos de reprodugdo. Os
resultados mostraram que a clorofilina cuprica de sodio é fotossensibilizante e um promissor
agente para controle fotodinamico para larvas e insetos adultos do mosquito da dengue e,

possivelmente, para outros insetos vetores de ciclo reprodutivo similar.

Palavras-Chaves: Fototoxicidade, controle populacional, tempo de internalizacdo, controle

fotodinamico, culicideos.



ABSTRACT

Yellow fever, dengue, chikungunya and zika are viral diseases with an increased risk of
public health damage. These diseases are transmitted by Aedes aegypti mosquitoes. Control
of eggs (egg bank of broodstock), larvae and adult insects (winged) is crucial for
containment and/or prevention of outbreaks of these diseases, especially in hot and humid
periods. The discovery of new larvicides can make population control more efficient and
with less environmental impact, especially if we use approaches that consider the behavior
and ecology of the insect vector. Porphyrins and their conjugated structures are classes of
molecules that absorb light and can generate reactive oxygen species which, if excited by
ultraviolet and / or visible light, can induce continuous cellular damage by oxidation and cell
death from the insect digestive system. The present work evaluates the cytotoxic activity
induced by solar radiation and/or artificial light for the control of A. aegypti larvae, besides
evaluating the toxicity, cytotoxicity, genotoxicity and mutagenicity in meristematic cells of
Allium cepa roots. The sodium cupric chlorophyllin was used as a photosensitizer. The
experimental results showed mortality in larvae of A. aegypti of 3rd and 4th larval stages at
concentrations of 15 to 35 mg L™ on exposure to direct solar irradiation during five hours
with sunlight intensity ranging from 52.27 W m 2 to 128.7 W m™. The sodium cuprous
chlorophyll in the concentration between 50 and 200 mg L™ showed no toxicity,
cytotoxicity, genotoxicity, mutagenicity, and potentiated the cell division in all evaluated
concentrations. The study opens perspectives for the development of new strategies and
more sensitive molecules for radiation intensities lower than typical values and obtained
from sunlight. The production of free radical and / or oxidant species can kill insects due to
damage to the tissues of the digestive and intestinal system, as well as adsorb in organic
material from the breeding sites, control the insect via the food chain and/or maintain
activity Playback cycles. The results showed that sodium cuprous chlorophyllin is
photosensitizing and a promising agent for photodynamic control for adult larvae and insects

of the dengue mosquito, and possibly for other insects of similar reproductive cycle.

Keywords: Phototoxicity, population control, internalization time, photodynamic control,

culicidae.
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1 INTRODUCAO

A dengue € uma das principais doengas virais transmitidas pelo mosquito Aedes
aegypti, sendo um problema de saude publica mundial em crescente expansdo. Atualmente,
centenas de milhdes de pessoas sdo infectadas a cada ano pela dengue [1,2], sendo que
somente no Brasil, em 2016, foram registrados 1,5 milhdes de casos provaveis, sendo
confirmados 643 obitos [3]. A adaptabilidade, resisténcia/resiliéncia e flexibilidade do
mosquito o tornam capaz e competente para sobreviver em ambientes ndo favoraveis e de
transmitir diferentes tipos virais, como dengue, chikungunya, zika e febre amarela. Estas
doencas tem sido notificadas nos paises tropicais e subtropicais, onde vivem cerca de 2,5
bilhGes de pessoas em areas de riscos atingindo 100 milhGes de casos e 25 mil mortes
registradas anualmente [4,5].

O controle populacional do inseto vetor é a forma mais eficaz para prevengdo da
transmissdo das doencas, considerando a eliminacdo de criadouros e banco de ovos como
procedimento principal [6]. Entretanto, apesar dessa premissa, 0 controle quimico ainda é
intensamente utilizado pelo uso intensivo de inseticidas/larvicidas convencionais e néo
convencionais, sendo os mais utilizados os inseticidas piretroides e organofosforados [6,7].
Esta estratégia de controle tem se mostrado ineficiente, pela utilizacdo inadequada de
inseticidas, com aumento da frequéncia de aplicacdo, altas dosagens, que ocasionam 0
aumento da resisténcia genética do mosquito A. aegypti, além de afetarem ecossistemas, a
salde das populacBes das regides de controle e, possivelmente, contribuir para aumento da
competéncia dos vetores para novas doengas [8,9].

Dentro desse contexto, busca-se estratégias alternativas com sintese e/ou utilizacéo de
novos inseticidas ndo convencionais que podem ser obtidos a partir de fontes vegetais, toxinas
de microrganismos e novos ativos sintéticos ou semissintéticos na forma de ions metalicos
complexados [10], que possuam eficiéncia, especificidade, seguranca humana e reduzido
impacto ambiental [11].

Os ions Cu (1) e Fe (I1l) sdo micronutrientes, possuem bioatividade e, se mostram
toxicos na forma concentracdo-dependente para as larvas de Aedes aegypti que podem ser
complexados a ligantes/carreadores como transportadores para o exercicio da toxicidade, além
de reduzir atividade e toxicidade do metal para humanos, e potencializar a toxicidade para
insetos. A atividade toxica da-se a partir de intensos danos celulares devido a desorganizacéo
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da matriz peritrofica, deposicdo e desencadeamento da produgdo “in situ” de reacdes de
estresse oxidativo, produzindo radicais livres e/ou espécies oxidantes, principalmente, no
sistema digestorio do inseto [10,12].

Estudos realizados por grupos de pesquisadores na UFGD/UFMS mostraram que a
estratégia de uso de metalo-inseticidas é promissora, pois ha necessidade de novos
inseticidas/estratégias para o controle populacional do vetor da dengue, chikungunya, zika e
febre amarela [13]. O complexo metalico proposto neste estudo é uma molécula de uso
comercial clorofilina cuprica de sodio. Esta molécula é utilizada em laticinios, principalmente
na producdo de queijos e produtos l&cteos. Essa molécula é derivada da modificacdo da
estrutura das clorofilas com a retirada do grupo fitol (apolar) e modificagcdo/funcionalizagédo
lateral por grupos carboxilatos, seguida da neutralizacdo dos grupos carboxilatos por
hidroxido de sodio que conferem solubilidade da molécula em agua.

A solubilidade em &gua é necessaria para preparacdo/aplicacdo das solugdes nos
criadouros, para a ingestdo e saturacdo do organismo alvo no meio aquético onde se
encontram as larvas de A. aegypti. A solubilidade também reduz o custo de producéo e facilita
a aplicacdo do produto em campo sobre os criadouros e facilita a absorcdo pelas larvas e
fixacdo no metabolismo do inseto. Neste contexto, pretende-se associar caracteristicas
multifuncionais de controle em um Unico produto: a clorofila é um fotossensibilizador, ligante
natural, podendo, através do grupo heme, ser complexada aos ions metélicos de Cu (Il) para
potencializar a toxicidade do metal no sistema nervoso central (SNC) e/ou periférico
(SNC/SNP), sistema enzimatico (SE) e sistema digestorio dos insetos (SD) ap6s sua

absorcao/ingestéo e ficagdo no organismo alvo (inseto) [13].
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar fisico-quimica e avaliar da atividade inseticida e fotodinamica do

complexo clorofilina clprica de sédio, em larvas de 3° e 4° estadio de A. aegypti.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)

3)

4)

5)

Caracterizar a clorofilina cuprica sodica por utilizagdo da espectroscopia de
absorcdo molecular na regido do ultravioleta-visivel, espectrometria de emissao
Otica com plasma indutivamente acoplado, analise elementar e espectroscopia de
Infravermelho por transformada de Fourier.

Determinar a “janela fotodindmica de absor¢do” da clorofilina cuprica de sodio
através de espectroscopia de absor¢do molecular na regido do ultravioleta-visivel;
Determinar o tempo de internalizacdo do fotossensibilizador em larva de Aedes
aegypti;

Avaliar o comportamento fotodindmico da clorofilina clprica de sodio em
diferentes concentracdes (15mg L™, 20 mg L™, 25mg L™, 30 mgL* e 35 mg L™);
Avaliar a toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade da

clorofilina clprica de sodio;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 DENGUE, FEBRE DE CHIKUNGUNYA, VIRUS ZIKA, FEBRE AMARELA

Em 2016 foram registrados cerca de 1,5 milhGes de casos provaveis de dengue, 271
mil casos de febre chikungunya e 215 mil casos de zika, sendo que o numero de ébitos foram
642 por dengue, 196 por febre chikungunya e 8 por virus zika [3]. A febre amarela vem
chamando atencdo, pois no periodo de dezembro de 2016 a primeira semana de margo de
2017 foram registrados 809 casos provaveis e 127 oObitos confirmados e outros 106 Gbitos
estdo sendo investigados [14].

A dengue é uma das doengas virais mais importantes transmitidas pelo mosquito
Aedes aegypti. Atualmente, estima-se a ocorréncia de 50 a 100 milhGes de casos anuais em
mais de 100 paises, com mais de 25.000 mortes por ano, principalmente, entre idosos e
criangas [4]. A distribuicdo geogréfica da dengue estd se expandindo com as alteracbes
climaticas, facilidade de transporte, inadequacédo da infraestrutura sanitaria e urbana, aumento
do volume de residuos solidos, por exemplo, recipientes de plastico descartados e outros itens
abandonados que proporcionam actimulo de agua e tornam-se um habitat propicio para as
larvas do mosquito em areas urbanas [2,12,15]. O virus da dengue (DENV) é um arbovirus do
género Flavivirus, familia Flaviviridae, que se apresenta em quatro sorotipos distintos
antigenicamente (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) [16-18]. Em 2013, foi divulgada
a descoberta do quinto sorotipo (DENV-5), que foi encontrado em amostras advindas de
macacos da regido da Malasia, mas que pode estar circulando entre seres humanos [4,19]. Os
sintomas da doenca causada por DENV é um quadro sintomatico febril agudo, dores
musculares e dor de cabega.

O virus chikungunya (CHIKV) é um arbovirus do género Alphavirus, da familia
Togaviridae, possui quatro linhagens geneticamente distintas: Oeste Africano, Leste-Centro-
Sul Africano (ECSA), Asiatico e Oceano Indico (IOL) [20,21]. Sendo o principal vetor em
area urbana o Aedes aegypti e na area rural o Aedes albopictus [22]. O isolamento do virus
CHIKYV ocorreu em soro humano durante surto de doenca febril na Tanzania em 1953, desde
entdo, ha relatos de surtos em varios paises do mundo, principalmente Africa, do sudeste
asiatico, e ilhas do Oceano indico, Italia e Franca. O primeiro caso registrado no Brasil foi em

2014 e ao longo deste ano foram confirmados 2.772 casos [20,23]. A taxa de incidéncia do
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CHIKYV esté entre 38% e 63% e, consequentemente, apresenta um grande risco de epidemia
mundial [22]. A febre de chikungunya é uma doencga caracterizada por febre aguda, cefaléia,
mialgias, e artralgia, sintomatologia mais marcante, que em alguns pacientes pode persistir
por meses ou anos e, as vezes, evolui para artropatia crénica incapacitante [24].

O virus da zika (ZIKV) foi isolado em macacos rhesus pela primeira vez em Uganda
na Africa, no ano de 1947, e em humanos, em 1952, na Uganda e na RepUblica Unida da
Tanzania [25]. O ZIKV pertence ao género Flavivirus, familia Flaviviridae, composta por trés
linhagens principais: a original da Asia e duas da Africa [26]. No entanto, em 2007, casos
relacionados ao ZIKV foram documentados fora dos continentes asiatico e africano, com
destaque para uma epidemia na Polinésia Francesa e a circulagdo do virus por varios paises da
Oceania [27]. O ZIKV ¢ transmitido principalmente pelos mosquitos Aedes aegypti e Aedes
albopictus; mas também tém ocorrido casos de transmissdo por via sexual, por transfusdo
sanguinea e neonatal [27]. Em 2015, foi identificado o ZIKV como o agente etioldgico de
doenca exantematica aguda no Brasil e no mesmo ano esse virus foi relacionado com a
microcefalia, sendo definida pela Organizacdo Mundial da Saude como um perimetro cefalico
igual ou inferior a 31,9cm para meninos e igual ou inferior a 31,5cm para meninas [26,28,29].
A incidéncia de casos de microcefalia no Brasil no ano 2016 foi de, 2.143 casos confirmados
e 3.086 ainda em investigagdo [30]. Os sintomas do ZIKV sdo semelhantes aos de outras
arboviroses, como a dengue, e incluem febre, erupcbes cutaneas, conjuntivite, dores nos
musculos e nas articulagbes, mal-estar ou dor de cabeca. Estes sintomas ocorrem
normalmente, durante um periodo de 2-7 dias [22].

O virus da febre amarela pertence ao género Flavivirus da familia Flaviviridae, e
ocorre sob duas modalidades epidemioldgicas: silvestre e urbana que se diferem na natureza
dos transmissores e dos hospedeiros vertebrados [31]. Na modalidade urbana, a transmissao
ocorre pelo A. aegypti, sendo o homem o principal hospedeiro [32]. A modalidade silvestre:
foi reconhecido na década de 1930, mas é pouco compreendida e varia de acordo com a
regido onde ocorre. Na Africa, a transmissdo ocorre por vérias espécies de mosquitos do
género Aedes e nas Américas 0s principais transmissores sdo Haemagogus janthinomys,
Haemagogus albomaculatus, Haemagogus leucocelaenus Sabethes chloropteru e Aedes
albopcitus [32,33]. Os mosquitos sdo transmissores e reservatorios do virus, ou seja, uma vez
infectados permanecem por toda vida, diferentemente dos macacos que assim, como 0S
homens, ao se infectarem morrem ou curam-se, ficando imunes. Deste modo, 0s macacos

atuam somente como hospedeiros amplificadores do virus da febre amarela [32]. A febre
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amarela apresenta uma letalidade global entre 5-10% e entre os casos graves 40% a 60%
necessitam de hospitalizagdo. No periodo de 1970 a 2001 foram notificados no Brasil 849
casos [32,34]. Atualmente a situacdo do Brasil é preocupante, pois no periodo de dezembro de
2016 a janeiro de 2017 foram registrados 809 casos provaveis e 47 @bitos confirmados e
outros 78 obitos estdo sendo investigados [14]. O método de prevencdo mais eficaz para
combater a febre amarela é a vacinagdo, pois uma Unica dose da vacina protege o individuo
por pelo menos 10 anos [32].

As doencas transmitidas por insetos vetores (DTVSs) correspondem a 16% da carga
global estimada de doencas transmissiveis. O controle populacional do vetor é um
componente chave na prevengao e controle de doencas transmissiveis [2].

As opcdes de controle (quimico, mecénico e biologico) para combater a dengue, febre
chikungunya, ZIKV e outras doencas transmitidas por insetos sdo focadas no controle
populacional do vetor por reducdo da populacdo e/ou por interferéncia no processo de
reproducdo [2,35]. A literatura mostra que ha diversos mecanismos de sobrevivéncia e
adaptacdo do inseto que diminui a eficiéncia do controle populacional. Como exemplo, temos
a resisténcia fisioldgica que consiste na expressdo de genes de resisténcia a molécula
inseticida que outrora ndo se expressaria se a populacdo do inseto ndo estivesse sob presséo
seletiva. Dessa forma, individuos com alta expressdo génica para resisténcia sdo selecionados
a cada aplicacdo do inseticida e ap6s algum tempo toda a populacdo ndo é mais controlada
pela mesma molécula. 1sso acarreta aumento dos custos operacionais pelo aumento da
quantidade de produtos aplicados e maior frequéncia de aplicacdo, levando a necessidade de
interrupcdo de uso do inseticida e troca de molécula bioativa e conduz a impactos ambientais
[5].

Diante desse cenario, o controle populacional precisa de novos produtos e estratégias
eficientes e reduzidos impactos ambientais, por exemplo, novas classes inseticidas e/ou a
substituicdo por métodos fisicos-quimicos e/ou bioldgicos ou conjugacdo de métodos,
periodicamente avaliados quanto a sua eficiéncia, para o controle das populacfes dos insetos
por um periodo maior e/ou minimizagao/atenuacdo da resisténcia adquirida [5,6]. Pode-se, por
exemplo, citar o uso de inseticidas constituidos de microrganismos com utilizacdo de fungos e
bactérias como a bactéria Bacillus thuringiensis var. israelenses (Bti), que produz um cristal
proteico com toxinas grupo Cry. Esta toxina € obtida por fermentacdo industrial, formulada e
utilizada como inseticida [1,36]. Produtos a base do Bti vém sendo utilizados no Brasil em

regibes em que ja foi detectada resisténcia do A. aegypti ao inseticida organofosforado
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temefds [37]. Os cristais protéicos sdo corpos de inclusdo que se dissolvem no sistema
digestorio do inseto, que é um ambiente alcalino, ativando as toxinas e provocando intensos

danos celulares ao sistema digestorio e consequente mortalidade do inseto [37].

3.2 TERAPIA FOTODINAMICA/CONTROLE FOTODINAMICO

A terapia fotodinamica (TFD) é um tratamento pelo qual se utiliza moléculas nao
toxicas (fotonsensibilizadores) que, a luz visivel e proxima ao infravermelho (VIS/NIR) é
absorvida para gerar espécies reativas de oxigénio que sdo espécies citotoxicas e causam a
morte do inseto por danos celulares e/ou teciduais [38].

O primeiro estudo relatado da TFD foi em 1900, onde Oscar Raab verificou que o
corante laranja de acridina no escuro, ndo apresentou efeito sobre o Paramecium caudatum e
sob irradiagéo solar houve inativagdo do microrganismo [38].

A TFD é utilizada no tratamento de varios tipos de cancer de pele e a como agente
antimicrobiano capaz de eliminar bactérias, fungos, virus, e protozoarios com emprego no
tratamento bucal [39]. As vantagens em relacdo ao tratamento convencional é que o efeito do
fotossensibilizador (FS) fica confinado apenas &s areas irradiadas pela luz e sem ocasionar
resisténcia bacteriana [40].

Na TFD é administrado um agente fotossensibilizador (FS) que é ativado pelo
emprego de luz, estimulando uma sequéncia de processos fotoquimicos e fotobiolGgicos
geram produtos fototoxicos causando danos as célula-alvo [38,41]. Na TFD pode ser utilizada
qualquer fonte de luz que tenha caracteristicas espectrais apropriadas e que forneca energia
suficiente para que o FS seja excitado e, posteriormente, possa produzir oxigénio singleto ou
EROs, podendo ser a luz solar direta ou artificiais tais como lampadas de tungsténio ou
halogénio, laser ou diodo emissor de luz (LED) [42].

O processo fotoquimico se inicia a partir da irradiacdo sobre FS que absorve fétons e
seus elétrons sdo excitado para o estado singleto. Ao voltar para o estado inicial ocorre a
emisséo de fluorescéncia, ou a transi¢do para um estado tripleto altamente energético [39,43].
O agente FS no seu estado tripleto excitado pode interagir com o oxigénio endogeno das
células alvo, se torna citotoxicos [44], pois 0 FS reage diretamente com a membrana celular
ou uma molécula intracelular e, forma radicais livres, que irdo posteriormente reagir com o
oxigénio, produzindo as espécies reativas do oxigénio (ERO) como os radicais superdxido

('0%), hidroxila (OH") e peréxido de hidrogénio (H.0-). Em outra situacdo ha, transferéncia
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de energia para o oxigénio molecular, formando o oxigénio singleto que, devida sua vida util
curta menor de 40 nanosegundos reage apenas com moléculas e estruturas que estiverem
préximas do raio de acdo de aproximadamente de 20 nm [42,43]. Este tempo de existéncia da
espécie radical e raio de acdo pode implicar comportamentos diferenciados quando da reacao
fotoquimica.

O FS caracteriza-se por absorver luz visivel com eficiéncia e induzir ou participar de
reacOes fotoquimicas, de baixa toxicidade. Como exemplo de FS, tem-se, 0os corantes e
compostos quimicos com grupos cromoforos: fenotiazinas, ftalocianinas e porfirinas [45].
Estes absorvem na “janela fotodindmica” que compreende a regido ente 600 nm a 1000 nm.
Nesse intervalo, a membrana celular apresenta transparéncia a radiacdo eletromagnética,
sendo o intervalo de absor¢édo ideal para TFD, pois em comprimentos de onda acima de 800
nm a radiacdo é absorvida pela dgua o que restringe o0 uso dessa regido espectral, e 0s
comprimentos de ondas menores que 600 nm sdo absorvidas nos tecidos ocasionando menor

penetracdo de luz na célula e reduzindo a eficiéncia da molécula na fotoconversdo [45-47].

3.3 CLOROFILAS

As clorofilas sdo moléculas planares semelhantes entre si e designadas de clorofila
(Chl) a, b, c, d, e [48]. As plantas contém pigmentos verdes fotossintetizantes, principalmente,
a Chl a, que corresponde a, aproximadamente, 75% dos corantes verdes totais, e a Chl b,
pigmento acessérios. As Chls sdo formadas por complexos derivados de porfirina com grupo
heme, tendo como &tomo central o0 Mg (I1) coordenado aos 4&tomos de nitrogénio da porfirina
(Figura 1).

O composto é uma estrutura macrociclica assimétrica insaturada constituida por quatro
anéis pirrdlicos (numerados de 1 a 4 de acordo com o sistema de numeragéo de Fisher) e um
anel isociclico porfirinico com presenga de um grupo carbonilico (cetona), localizado ao lado
do terceiro anel pirrdlico[49]. A presenga deste grupo funcional é suficiente para caracterizar
0 composto como sendo uma Chl, independente das caracteristicas das cadeias laterais e/ou
estados de oxidacao [50].

A molécula de Chl contéem uma cadeia fitilica apolar que confere hidrofobicidade a
molécula e seus derivados [51]. Na classificacdo dos derivados porfirinicos, a Chl pertence a

classe das clorinas.
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Figura 1 - Estrutura quimica da Chl a e Chl b.
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Fonte: [51].

3.3.1 CLOROFILA A E FEOFITINA A

A Chl a esté presente em todos os organismos que realizam fotossintese, participando
da reacdo fotoquimica (o primeiro estagio do processo fotossintético), enquanto que 0s demais
pigmentos auxiliam na absorcdo de luz e na transferéncia da energia radiante para os centros
da reacdo, sendo assim chamados de pigmentos acessorios. A Chl a apresenta uma cor azul-
esverdeada quando em solugéo, enquanto a Chl b uma cor amarela esverdeada [47].

A degradacdo da Chl a, por feofitinizagdo direta ou indireta (perda do a&tomo metalico
de coordenacdo), produz feofitina com coloracdo oliva-marrom. As perdas de Chl séo
atribuidas a temperaturas acima de 15°C de armazenamento ou pela alteracdo do pH para
meio acido, condi¢Bes que ocorrem no processo de feofitinizagdo com substituicdo do atomo
de magnésio (Mg) do centro da Chl pelo atomo de hidrogénio (H) conforme ilustrado na
Figura 2 [48]. Em temperaturas menor que 7°C de armazenamento, a cor é estabilizada por
um periodo maior, provavelmente, pela conservacdo do atomo de magnésio no centro da Chl
ocasionada pelo aumento de agregagdo da Chl. A obtencdo de modelos cinéticos pode

descrever a perda da cor e/ou perdas de Chl com relativa precisdo durante armazenamento sob
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congelamento, e mostra a dependéncia da temperatura para a taxa de reacdo pelo modelo de
Arrhenius [48,51].

Figura 2 - Obtencdo da feofitina a partir da Chl a.
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Fonte: [52], adaptado.

34 COBRE/CU (Il)

O cobre é um metal de transicdo com configuracdo eletronica 3d'°4s' que possui 2
(dois) estados de oxidacdo (monovalente Cu (1) com configuracdo 3d™ e bivalente Cu (l1)
com configuracéo 3d”) sendo a bivalente mais estavel. O estado de configuracdo d° apresenta
um elétron desemparelhado (compostos paramagnéticos) e, geralmente, de coloragdo azul ou
verde-azulado, devido a transi¢do d-d, e a maioria dos complexos e compostos apresentam
estrutura octaédrica distorcida [53].

O ion Cu (I1) é componente estrutural de proteinas e enzimas com elevado potencial
redox, tornando-se essencial nas reagdes de fotossintese, respiragdo, formacdo de tecido
conjuntivo, metabolismo do ferro, funcdo neuroldgica, entre outras [54]. O Cu (Il) estd
envolvido na formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) como H,0,, O, ~ e OH" por
vias das reacdes de Fenton (Equacdes 1 e 2) e de Haber-Weiss (Equacéo 3). O ion cuprico,
Cu (1), e o ion cuproso, Cu (1), atuam em reagdes redox, que na presenca de superoxido (*O,~
) 0 ion Cu (Il) pode ser reduzido ao ion Cu (I) (Equacdo 1), que atua como catalisador na
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decomposi¢cdo de H,O, originando a formacdo de radicais hidroxila (OH °) a partir de
peroxido de hidrogénio (Equacéo 2) [55]. A reacdo é chamada de reacdo de Haber-Weiss

(Equacéo 3).
0," + Cv** - 0, + cut (1)
Cu + H,0, » Cu**+ OH+ OH (2)
O, + HO, =0, + OH + OH’ (3)

O radical hidroxila é um potente oxidante, capaz de reagir com todos as moléculas
bioldgicas, podendo produzir danos celulares por clivagem de ligacGes e, consequentemente,

causar a morte celular por apoptose ou necrose a depender da concentracao.

3.5 COMPLEXOS METALICOS E CLOROFILINA CUPRICA DE SODIO
(FOTOSSENSIBILIZADOR)

A quimica de coordenacdo, no qual estdo inseridos os metais de transicdo, tem sido
extensamente explorada com foco em investigacGes de compostos bioativos e/ou miméticos
que apresentem propriedades bioldgicas, fotoquimica e fotofisica, dependendo dos tipos de
ligantes e metal de coordenacéo [56].

O processo de formacdo do complexo metélico é resultado da combinacdo quimica
entre o ion metalico (&cido de Lewis) e um ou mais grupos ligantes (bases de Lewis), através
de ligagdes coordenadas, formando uma estrutura mais estavel, rigida e de menor reatividade
em relacdo ao ion metélico. O atomo central € um metal de transicdo e o ligante ocupa mais
de uma posicdo de coordenacdo formando uma estrutura ciclica, as vezes, denominado de
quelato metalico. Cada ligante deve ter pelo menos um par de elétrons livres para se ligar ao
ion metélico ou ao 4&tomo central por covaléncia coordenada. O numero de coordenagdo no
complexo é definido como o nimero de ligagdes formadas pelo atomo central [56,57].

As Chl s&o moléculas formadas por complexos derivados da porfirina, ligadas com ion
Mg (1), e que contém uma cadeia fitilica (alusdo ao fitol, &lcool) anexa ao anel porfirinico
[56]. As clorinas possuem um de seus anéis pirrdlicos na forma reduzida quando comparadas
com as porfirinas, resultando em uma maior absortividade molar nas bandas Q (transi¢oes

eletronicas n-n*) devido +a um decréscimo de simetria. Estas bandas de absorcdo apresentam
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comprimento de onda em torno de 600 nm, e por este motivo constituem uma importante
classe de compostos empregados na TFD e proposto para o Controle Fotodinamico (CFD) de
insetos [58]. Na Figura 3 é mostrada a estrutura quimica da clorofilina cuprica de sodio
(CCS).

Figura 3 - Estrutura quimica para clorofilina cuprica de sodio (Sigma-Aldrich, China).

A Chl a pode ser modificada para a sua versdo desmetalada, a qual é chamada
feofitina a (Pheo a) onde o ion metélico Mg (1) é substituido por dois atomos de hidrogénio.
Este derivado pode ser obtido por reacdo de hidrolise acida [52].

As moléculas de porfirinas podem formar complexos com diferentes ions metalicos de
transicdo por coordenacdo através dos quatro atomos de nitrogénio pirrdlicos. Entretanto,
muitas existem naturalmente sem formacgdo de complexos com metais. Outras metalo-Chl
podem ser sintetizadas por meio da substituicdo do ion Mg (I1) por Zn (1) e Cu (1I). A Pheo ¢
0 derivado ndo-metalado da Chi(s). Estas estruturas apresentam elevada capacidade de
absorcdo de luz na regido do vermelho entre 600 e 800 nm, dentro da chamada janela
fotodindmica ou terapéutica, o que favorece a aplicacdo na TFD [59] e, possivelmente, no
CFD de insetos [59,60].

Na revisdo da literatura foram encontrados relatos relacionados ao emprego na
medicina do complexo Chl cobre. Vérios estudos e resultados chamaram a atencdo para a
possibilidade de utilizagdo como composto bioativo: inseticida, bactericida, fungicida,
antimutagénicidade, anticancerigenas, antioxidante entre outras possiveis e/ou combinadas

propriedades, principalmente, para novos tratamentos para o cancer; todavia, 0s mecanismos
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de acdo ainda ndo sdo bem compreendidos [61]. Quando o complexo formado por Chl-M
(clorofila-metal) onde M = Fe (I1)/Fe (111), Mg (I1) e Cu (Il), como FS, séo irradiados por
ultra-som e luz visivel (Vis.), respectivamente, diferentes espécies reativas de oxigénios
(EROs) podem ser produzidas no processo fotoquimica, devido a energia de ativacao
diferente, a irradiacdo de luz visivel (Vis.) tem apresentado maior eficiéncia que a irradiacao
ultra-sénica. Os resultados demonstraram que, para os complexos Chl-M (clorofila-metal), as
quantidades EROs geradas sdo maiores com o aumento do tempo de irradiacdo e a
concentracdo do complexo Chl-M. Estes resultados sao valiosos e podem ser referéncias para
0 estudo do mecanismo de processos sonodinamico e fotodindmico com extensa aplicacdo de
derivados de Chl-metal no tratamento de tumores [38]. Entretanto, apesar desses resultados da
literatura é importante que estes compostos ndo causem danos celulares e/ou ambientais,
devido a possibilidade de reciclagem dos compostos de clorofilina por fitoabsorcdo e
degradacéo sob condigcdes ambientais.

A estabilidade térmica da CCS foi avaliada por Ferruzzi e Schwartz (2005) [62]. A
degradacdo térmica de uma solucdo de 500 ppm foi monitorada entre 25 a 100°C pela
diminuicdo da intensidade de absorbancia em 627 nm. A energia de ativacdo estimada pela
equacdo de Arrhenius e encontrada foi: 13,3 + 0,8 e 16,0+2,1 kcal mol™ para Chl e CCS estes
valores sdo similares aos apresentados pela Chl natural [62].

A clorofilina é uma mistura soltvel de derivados de Chl e utilizada como corante de
alimentos e suplemento alimentar. Apesar da potencial atividade antimutagénica e
antioxidante do produto comercial tenha demonstrado, nada se sabe, da digestibilidade do
produto por humanos [62].

Ferruzzi, Failla e Schwartz (2002) mostrou que em simulacdo da digestdo gastrica e
intestinal da CCS e da clorina e4-Cu(ll) o maior constituinte da CCS foi relativamente
estavel na digestdo. Os resultados mostraram que a inclusdo da CCS estabiliza as clorinas e4 e
e6 (mais susceptivel a degradacdo). A acumulacdo celular foi investigada e mostrou que a
acumulago ocorreu no intervalo de concentracdo de 0,5 a 60 mg L™ (ppm) em valores de 0,2
a 29,6 ng de CCS por mg de proteina celular. A absor¢do de CCS por células Caco-2 foi
significantemente menores a baixa temperatura (4°C) e maior a altas temperaturas (37°C). A
estabilidade de CCS durante a digestdo “in vitro” e a efetiva absorcdo por células Caco-2
enterocito foi efetiva [63].
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3.6 AVALIACAO DA TOXICIDADE, CITOTOXICIDADE, GENOTOXICIDADE E
MUTAGENICIDADE DA CLOROFILINA SODICA CUPRICA EM CELULAS
MERISTEMATICAS DE RAIZES DE ALLIUM CEPA

A preocupagdo ambiental relacionada ao uso indevido e massivo de inseticidas e
produtos agricolas tem sido motivo de estudos com propostas de alternativas sustentaveis e
com foco no controle populacional de insetos vetores (principalmente, culicideos) Para isso,
as pesquisas devem considerar como primordial a realizacdo de bioensaios de toxicidade que
avaliem a toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade em organismos vivos,
a fim de garantir a utilizagcdo de produtos que nao resultem danos a organismos n&o-alvos
[64].

Neste cenario a utilizacdo de biomarcadores sdo adequados ao (bio)monitoramento de
produtos que possam indicar a presenca e/ou danos dos contaminantes no ar, agua e solo,
inclusive em quantidades abaixo das estabelecidas pelos ¢rgdos reguladores. Os
biomarcadores tém sido utilizados de forma intensa, para a identificacdo dos danos causados
pelos poluentes nos organismos vivos [65,66].

Assim, nas sinteses de novos compostos quimicos ou bioativos, devem ser realizados
ensaios em modelos biolégicos para deteccdo de danos ao DNA de organismos nao alvos. As
plantas tém sido utilizadas para biomonitoramento por apresentarem vantagens, como:
permitir um maior nimero de amostragens, baixo custo operacional, maior sensibilidade,
condicdo estatica e rapidez de execucdo, o que permite fornecer informagbes importantes
sobre 0s niveis de substancias contaminantes e impactos genéticos induzidos [67].

O teste com Allium cepa apresenta vantagem da proliferacdo celular, nmero reduzido
de cromossomos e facilidade de cultivo, sendo muito utilizado na avaliagéo de danos celulares
causados por xenobidticos. O bioensaio consiste na exposicdo das raizes das plantulas aos
possiveis agentes mutagénicos para inducdo do dano ao material genético das celulas vegetais
e extensiveis aos danos em seres humanos [68]. O método de avaliacdo de alteracdes
cromossémicas em raizes de A. cepa é validado pelo Programa Internacional de Seguranga
Quimica (IPCS, OMS) e Programa Ambiental das Nagdes Unidas (UNEP) como teste
eficiente para analise e monitoramento in vitro” da genotoxicidade de substancias

ambientais.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 FOTOSSENSIBILIZADOR: CLOROFILINA CUPRICA DE SODIO

O reagente utilizado no preparo do FS é a CCS comercial (Sigma - Aldrich, China),
cor: verde a verde escuro/preto; formula: CssHsCuNsNasOg; massa molar: 724,15 g mol™;
grau de pureza: comercial; contetdo de cobre: 3,5 a 5,0%; contetido de sodio: 5,5 a 6,5%;
solubilidade: 100 mg mL™; estrutura IR: PRD.2.ZQ5.10000013954; nimero de produto:
C6003; numero EC 234-242-5; CAS:11006-34-1; MDL: MFCD00012149; produzido em
28/01/2015; temperatura de estocagem: 2 a 8°C.

4.2 CARACTERIZACAO DA CLOROFILINA CUPRICA DE SODIO

As  andlises para caracterizagdo e  verificacdo das  propriedades
fotofisicas/fotossensibilizadoras da CCS, foram realizadas por espectroscopia de absor¢ao na
regido do ultravioleta e visivel, por espectroscopia no infravermelho, analise elementar, e

espectrometria de emissao 6tica com plasma indutivamente acoplado.
4.2.1 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO OTICA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA E VISIVEL

As anélises de caracterizacio de Espectroscopia de Absorcdo Otica na regido do
Ultravioleta e Visivel (UV-Vis) foram realizadas no laboratorio de Optica e Fotdnica do
Instituto de Fisica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). O equipamento
utilizado para estudar as transi¢fes eletrénicas (promocdo de um elétron para um orbital de
maior energia) da CCS foi o espectrofotdmetro de absor¢do na regido do UV-Vis de feixe
unico, modelo USB4000 da Ocean Optics. As medidas foram realizadas de 200 nm a 800 nm,
com cubeta de quartzo de 10 mm de caminho Optico.
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4.2.1.1 Determinagdo da pureza pela razdo entre as bandas Soret e Q do espectro de
absorgao

A determinacdo de pureza da CCS foi realizada utilizando protocolo da United States
Pharmacopeia (U.S.P.) [69,70]. Uma solucdo de CCS a 10 mg L™ foi preparada em tamp&o
fosfato de 0,15 M pH 7,5 (fosfato dibasico de sddio (Na;HPO,) : fosfato monobasico de
potéssio (KH,PO,) na proporc¢do de 21:4 v/v). As varreduras para a obtencdo dos espectros de
absorcdo foram realizadas no intervalo de 380 nm a 780 nm utilizando uma cubeta de quartzo
com 10 mm de caminho Optico no espectrofotémetro Cary 50 UV-Vis (Varian). Identificaram
as bandas de absorcdo na regido do azul (banda Soret) e regido do vermelho (banda Q).

Determinou-se a pureza a partir da analise da razdo das bandas Soret / Q obtidos. [69-71].

4.2.2 ESPECTROSCOPIA DE ABSORGAO NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER

A técnica de espectroscopia de absorcdo no Infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) permite detectar/avaliar a formacdo do complexo metélico, devido ao
deslocamento de bandas e mudancas de intensidade das bandas correspondentes as vibracgdes
dos grupos quimicos envolvido na complexacéo.

Os espectros vibracionais da CCS na regido do infravermelho foram obtidos em
pastilhas de brometo de potassio (KBr) no espectrofotdmetro FTIR 41000 - JASCO (FTIR).

4.2.3 ANALISE ELEMENTAR

As andlises de composicdo das amostras de CCS em relagdo a porcentagem de
carbono (C), hidrogénio (H) e nitrogénio (N) foram realizadas no IQ/UNICAMP por Analise
Elementar (AE) com equipamento da marca Perkin-ELMER CHN 2400. Na anélise, uma
massa de 100 mg da amostra sofreu combustdo completa a + 925°C na presenca de oxigénio
puro, e em seguida, realizou-se a determinagédo dos gases resultantes. Os experimentos foram
realizados em duplicata. Os resultados foram expressos em porcentagem relativa dos

elementos da amostra.
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4.2.4 ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OTICA COM PLASMA INDUTIVAMENTE ACOPLADO

As andlises de determinacdo do contetdo de cobre (Cu), sédio (Na) e demais
constituintes tracos foram realizados na amostra de CCS por espectrometria de emisséo otica
com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) utilizando o equipamento Perkin Elmer
modelo Optima 8300 ICP-OES Spectrometer. Na analise foram tomadas 200 mg das
amostras, em seguida, foram atomizadas em plasma e realizou-se a leitura. As analises foram
realizadas em duplicata. As amostras de CCS analisadas quanto a porcentagem/relacdo do
contetdo de cobre - Cu (I1) e s6dio - Na (1), além dos elementos tracos que estavam presentes

na amostra.

4.2.5 CALCULO DA PUREZA DA CLOROFILINA CUPRICA DE SODIO PELA %CU E RAZAO CU/N E A

QUANTIDADE DE DERIVADOS NAO-CUPRICOS

O calculo da pureza da CCS e a quantidade de derivados ndo-cupricos presentes
utilizando-se a metodologia proposta de Chermomorsky, et al. (1993) que estabeleceram uma
relacdo entre a razdo massica de Cu (I1)/N e a quantidade de derivados ndao-cupricos presentes
em amostras de CCS conforme a Equacéo 4 [71].

% Derivados mdo Apricos=100,000—90,892 (L2 V) 4)

A pureza da CCS foi calculada a partir da porcentagem (%) de cobre obtido na analise
de ICP-OES conforme a Equacéo 5 [72].

% Pureza CCS = —0,047+10,9 % Cu(/7) (5)
43 FOTODEGRADACAO DA CLOROFILINA CUPRICA DE SODIO

Para as andlises de fotodegradagdo com luz solar direta, foi utilizado um simulador
solar instalado no Instituto de Fisica da UFMS. O simulador solar é constituido a partir de

uma plataforma de elevacdo, agitador magneético e suporte com lampada de xenénio para

simulacdo de irradiacdo/poténcia solar (Figura 4).
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Figura 4 - Sistema utilizado para realizar os estudos de fotodegradacdo sob luz solar. (A) simulador
solar; (B); suporte de madeira (C) agitador magnético e (D) plataforma de elevacéo.

(A4

®)

©

®)

Fonte: autor.

O simulador solar utilizado ¢ um equipamento da marca Abet Technology, modelo
10500, equipado com uma lampada de Xendnio de 300 W e um filtro AM1.5G para garantia
da reprodutibilidade do espectro do sol. O sistema foi calibrado para irradiar uma poténcia de
100 mW cm (equivalente a poténcia de irradiacdo do sol ao meio dia) utilizando uma célula
de calibracdo modelo 15151 da Abet Tech.

Para as andlises de degradacdo sob irradiacdo solar foram preparadas 100 mL de
solugBes de CCS com as seguintes concentraces de 5 mg L™, 10 mg L™, 25 mg L™ e 50 mg
L. Inicialmente, a Iampada do simulador solar foi ligada por 10 (dez) minutos antes do inicio
do experimento, para estabilizacdo da poténcia irradiada. O estudo de fotodegradacao foi
realizado para cada concentracdo de CCS. Durante o processo de fotodegradacdo por
irradiacdo solar direta, a amostra foi colocada a uma distancia para a irradiacdo da lampada

seja equivalente ao sol do meio dia (a distancia foi definida conforme calibragcdo do sistema
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utilizando uma célula de calibracdo), sob constante agitacdo magnética da solucdo, foram
retiradas aliquotas de 1,5 mL em intervalos de dez minutos no periodo total de 180 minutos.
As aliquotas retiradas foram analisadas simultaneamente por espectroscopia UV-Vis.

Realizou-se uma curva de calibracdo no intervalo de concentracdo de 5 mg L™ a 50
mg LT por espectroscopia UV-Vis para acompanhamento da degradacdo do
fotossensibilizador sob luz solar simulada.

44 AVALIACAO DE TOXICIDADE E CITOTOXICIDADE DE CLOROFILINA
CUPRICA DE SODIO EM ALLIUM CEPA

Os experimentos com CCS foram realizados para avaliacdo dos efeitos citotoxicos.
Amostras foram preparadas em uma placa forrada com papel Germitest, contendo 50
sementes de Allium cepa (cebola). As sementes foram colocadas equidistantes para cada
tratamento com 50, 100 e 200 mg L™ (ppm). As diluices foram realizadas a partir da solugdo
estoque de CCS em &gua destilada com concentragéo de 1000 mg L™ (1000 ppm). Solucéo de
trifuralina 0,02% foi utilizada como controle positivo (CP) e &gua ultrapura (MiliQ) como
controle negativo (CN). A cada placa com as sementes foram adicionados 9 mL de cada
solucdo teste. As placas com as sementes e solucdo de CCS foram mantidas em condicdes
controladas, em camara de germinagdo, por 96 horas com temperaturas de 22 + 2°C. As
sementes germinadas foram contadas e o comprimento das raizes foi medido para cada
tratamento realizado com a utilizagdo de paquimetro digital [68,73].

Apbs o periodo de germinacdo das sementes de Allium cepa, as raizes foram fixadas
em solucdo de metanol/acido acético (3:1 v/v) por 8 horas e, em seguida, a solucdo foi
substituida, sendo as raizes armazenadas a 4°+2°C durante 24 horas. As raizes foram lavadas
duas vezes com agua destilada e em seguida, foram hidrolizadas com HCI 1M a 60°C por 10
minuto. Novamente, as raizes foram lavadas com agua destilada e coradas com Reativo de
Schiff por 2 horas. Apds esse procedimento, o meristema foi cortado e uma gota de Carmim
acetico 2% foi adicionada para entdo preparar a lamina utilizando-se método squash
(espalhamento das células). Para cada, concentracdo de CCS, foram preparadas 05 laminas
que foram analisadas por contagem de 1000 células/lamina em microscopio éptico com
aumento de 400x, totalizando 5000 células por concentragéo [68,73].

A determinacéo da citotoxicidade foi realizada utilizando os seguintes parametros:

1) porcentagem de germinacéao (% GR),
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2) crescimento medio relativo da raiz (CMR),
3) indice de germinacéo (IG) e;

4) indice mitdtico (IM), utilizando as Equacdes 6, 7, 8 e 9, respectivamente [68,73].

N@ de sementes germinadas na solucao teste

%GR =

X 100 . (6)

N® de sementes germinadas no controle

As médias do comprimento das raizes medidas foram realizadas para a obtencdo do
crescimento relativo da raiz (Equagéo 7):

Média do crescimento das raizes na solugio teste

CMR =

X 100 )

Média do crescimento das raizes no controle

Os dados anteriormente obtidos foram compilados para o célculo do indice de

germinacao, identificando a toxicidade dos tratamentos por CCS (Equacéao 8):

IG = %GR x CMR 8)

Os efeitos citotdxicos foram também avaliados por meio da determinacdo do indice

mitotico (IM), utilizando a Equacéo 9:

Ne@ total de células em mitose
IM =

" N°total de células analisadas

x 100 9)

45 AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE EM ALLIUM
CEPA

A andlise da atividade genotdxica e mutagénica foi realizada por busca/investigacao
de anormalidades cromossdmicas (AC) em células meristematicas de raiz de A. cepa em
microscopia [68,73]. A andlise foi realizada por determinagdo do indice de alteracdes

cromossémicas (IAC) utilizando a Equacéo 10.

N2 total de alteragdes cromossémicas

IAC = X 100 (10)

Ne@ total de células analisadas
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A atividade mutagénica (IMT) dos tratamentos foi avaliada através da contagem de
micronucleos (mutacdo a nivel cromossémico ou pequeno ndcleo ao lado do nucleo original

da célula) recorrendo a determinacéo do indice de micronucleos pela Equacéo 11.

N total de células com micronuicleo
IMT = X 100 (11)

N2 total de células analisadas

46 OBTENCAO E MANUTENCAO DA CRIACAO/COLONIA DAS LARVAS DE
AEDES AEGYPTI (ROCKEFELLER)

Para a realizacdo dos bioensaios de toxicidade foi necessaria a manutencdo de uma
criacdo de mosquitos A. aegytpi (linhagem susceptivel; Rockefeller) no Laboratério de Insetos
Vetores (LIVe/UFGD) ou também por utilizacdo de ovos de A. aegypti fornecidos pela
SUCEN/Marilia — SP devido as dificuldades de manutencdo da coldonia no LIVe. Os
mosquitos adultos foram mantidos em gaiolas teladas, sendo alimentados com mel embebido
em algoddo. Para a producdo de ovos, fémeas do mosquito foram alimentadas com sangue
durante 30 minutos por exposi¢do de um hamster anestesiado. Apds o periodo de alimentacdo
sanguinea, o hamster foi devolvido a sua caixa de criacdo e monitorado até a recuperacdo da
anestesia.

Apbs 48 horas do repasto sanguineo foi colocado na gaiola dos mosquitos um
recipiente contendo agua e papel filtro para que as fémeas realizassem a oviposicao. A sala de
criagcdo dos mosquitos foi mantida a temperatura controlada de 26+2°C, umidade relativa de
70+5% e fotoperiodo: 10 horas no escuro e 14 horas de luz artificial [17].

Apbs 3 dias, o papel filtro com ovos foi retirado do pote com &gua e mantido em
ambiente da sala de criacdo para secagem durante 07 dias, sendo armazenado em envelope e
caixa de isopor para uso posterior.

Para obtencdo das larvas de A. aegypti 3° e 4° estddio, ovos foram colocados em
bandejas plésticas com 1000 mL de &gua destilada (mantida a relacéo de 1 ovo (larva) por mL
de agua destilada) e racdo de peixe (Alcon) (racdo macerada e dissolvida em agua) com
relacdo de 1,9 mg de ragdo/larva [74]. Apds 5 a 7 dias as larvas alcancaram o 3° e 4° estadio
de desenvolvimento larval e, foram utilizadas para realizacdo dos bioensaios de toxicidade
convencional (sem irradiagdo) e ndo convencional (com irradiacdo solar direta) e analise da

atividade dos fotossensibilizadores (atividade fototdxica) [17].
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4.7 DETERMINACAO DO TEMPO DE INTERNALIZACAO

O estudo do tempo de internalizacdo (T1) da CCS foi realizado em larvas de 3° e 4°
estadio de A. aegypti (L3/L4). Uma solugdo de 100 mg L™ (ppm) de CCS foi preparada em
béquer de 250 mL com 200 mL de solugéo, sendo o béquer envolto em papel aluminio para
protecdo da degradacao fotoquimica. Grupos de 10 larvas foram colocadas na solugcéo durante
0s periodos de 5 minutos, 20 minutos, 60 minutos, 120 minutos e 180 minutos. Para cada
periodo de tempo foram utilizadas 5 (cinco) larvas vivas para realizacdo/determinacdo da
internalizagédo da CCS.

Para visualizagdo da internalizacdo da CCS, as larvas foram retiradas da solu¢do com
pipeta Pasteur e colocadas sobre ldminas de microscopia, sendo o excesso de liquido retirado
com papel filtro para que as larvas ndo se movessem sobre a lamina. Logo apds, a lamina foi
colocada em estereomicroscépio Zeiss®, modelo Discovery V.12%, com sistema de captura de
imagens AxioCam® (verséo 5.0) e software ZEN® (versdo 2.0) (escalas em mm) do Instituto
de Biologia, Departamento de Biologia Animal, Universidade Estadual de Campinas - IB-
UNICAMP (GRELLA, 2016). Para cada registro fotografico foram realizadas 20 (vinte)
imagens sobrepostas. As imagens obtidas foram tratadas por meio do software ZEN® para
obtencdo da imagem final de cada larva de A. aegypti.

As larvas para analise de transito e internalizacdo da CCS foram posicionadas com a
face ventral (FV) ou face dorsal (FD) voltada para as lentes do estereomicroscopio e

fotografadas.

4.8 BIOENSAIOS “IN VIVO” EM LARVAS DE 3° E 4° ESTAGIO DE AEDES AEGYPTI
(ROCKFELLER)

4.8.1 PREPARO DAS SOLUCOES DE CLOROFILINA CUPRICA DE SODIO

Preparou-se uma solugdo aquosa de CCS na concentragdo de 250 mg L™ (250 ppm) e
a partir dessa foram feitas diluicdes para obtencéo das concentracdes 100 mg L™, 50 mg L™,
35mg LY 30mg LY, 25 mg LY, 20 mg L™ e 15 mg L. As concentraces foram sempre

definidas através de analises preliminares.



36

4.8.2 BIOENSAIOS DE TOXICIDADE EM LARVAS DE AEDES AEGYPTI SEM EXPOSICAO A

IRRADIAGAO SOLAR

Os bioensaios “in vivo” sem exposi¢cdo solar direta (escuro) foram planejados com 2
grupos experimentais: (1) controle negativo (CN) e o(2) controle com CCS (CF).

O CN (1) foi aquele em que as larvas de 3° e 4° estadio de A. aegypti ndo foram
submetidas a nenhum tratamento, sendo mantidas apenas em agua destilada. No CF (2) as
larvas foram expostas/tratadas com a CCS conforme a Tabela 1. Os experimentos com 0s
dois grupos experimentais foram realizados em paralelo, sendo realizado em quadruplicata
(4x) para cada concentracdo sendo 25 larvas por repeticdo. No grupo experimental CF, as
larvas de A. aegypti foram cuidadosamente transferidas para um béquer de 50 mL, em seguida
adicionou-se 50 mL da solucdo de interesse com a concentracdo de CCS conforme a Tabela
1. Em seguida realizou-se 0 monitoramento do bioensaio de toxicidade no escuro seguindo o
tempo proposto na Tabela 1. O critério de mortalidade assumido foi da imobilidade das
larvas que ndo reagiram ao estimulo do toque de um pincel e/ou incapacitadas de alcancar a

superficie para respiracao [17].

Tabela 1 - Tratamento realizado nas larvas de Aedes. aegypti de 3° e 4° estadio para o bioensaio de
toxicidade com a CCS sem exposic¢ao solar direta.

Parametros

Concentragdo (mg L™) 15: 20; 25: 30: 35: 50, 100 e 250.

Tempo de monitoramento

. 30; 60; 120; 180; 240; 300; 360; 420; 540; 660; 1320; 1440 e 2880.
(minutos)

4.8.3 BIOENSAIOS DE TOXICIDADE DE LARVAS DE 3° E 4° ESTADIOS DE AEDES AEGYPTI COM

EXPOSICAO A IRRADIACAO SOLAR DIRETA

Os bioensaios “in vivo” em exposi¢do solar direta foram planejados com 2 grupos
experimentais: (1) controle negativo (CN); (2) controle do CCS (CF).

No CN (1) as larvas de 3° e 4° estadio de A. aegypti ndo foram submetidas a nenhum
tratamento, sendo mantidas apenas em agua destilada. O CF (2) as larvas de 3° e 4° estadio de
A. aegypti foram expostas/tratadas com a CCS conforme a Tabela 2. Apds o preparo dos
grupos experimentais, as larvas permaneceram 120 minutos no escuro, respeitando o tempo

de internalizacdo e logo apds foram expostas a irradiagéo solar direta.
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Os experimentos foram realizados em paralelo, utilizando-se quatro repeticdes (4x) de
25 larvas por repeti¢do para cada concentragdo. No grupo experimental CF, as larvas foram
transferidas para uma placa de petri, em seguida foi adicionado 50 mL da solucdo de interesse
com a concentracdo de CCS conforme Tabela 2, aguardou o periodo de internalizacdo do
fotossensibilizador de 120 minutos no escuro, apos esse periodo, as larvas foram expostas a
irradiacdo solar direta. O periodo de exposi¢do sob irradiacdo solar foi entre as 09 h e 14 h em
um dia ensolarado (sem a presenca de nuvens durante o tempo de leitura de mortalidade). O
monitoramento do bioensaio de toxicidade sob irradiacdo solar seguiu o tempo proposto da
Tabela 2. As concentragdes foram definidas por meio de analises preliminares onde
verificou-se as concentracBes com os melhores comportamento fotodindmico. O critério de
mortalidade assumido foi da imobilidade das larvas que nédo reagiram ao estimulo do toque de
um pincel e/ou incapacitadas de alcancar a superficie para respiracdo durante e ap0s o

tratamento [17].

Tabela 2 - Tratamento realizado em larvas de Aedes aegypti de 3° e 4° estagio para o bioensaio com a
CCS por exposic¢do solar direta.

Parametros

Concentracdo (mg mL™) 15: 20; 25; 30 e 35.

Tempo de monitoramento

. 30; 60; 120; 180; 240 e 300.
(minutos)

4.9 ANALISES ESTATISTICAS

As anélises estatistica, foram realizadas no programa OriginPro versdo 8.5.0 SR1
(OriginLab Corporation). Os dados de mortalidade foram submetidos a analise Probit

(software Polo-PC) para obtencéo da concentracdo letal: (CLso) [75].
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO COMPORTAMENTO OPTICO DOS
FOTOSSENSIBILIZADORES: ABSORCAO UV-VISIVEL

Os espectros de absorcdo da CCS (Sigma-Aldrich, China) (Figura 5), apresentaram
duas bandas de absorcdo caracteristicas de compostos de porfirinas: a banda de Soret entre
400 nm a 450 nm, que compreende a regido do azul; e a banda Q entre 550 nm a 700 nm que
compreende a regido do vermelho [77]. O pico de maior intensidade ¢ 402 nm na regido
banda de Soret caracteristicos de Chl ou metalos Chl e o de menor intensidade é de 623 nm na
regido da banda Q. A regido entre 550nm a 700 nm apresenta apenas uma banda de absorcéao
sendo caracteristicos do anel porfirinico com a insercdo de um metal ligante, caracterizando
uma metalo-Chl como mostrado por Gurinovich, et al, (1963) [78]. A CCS apresentou
espectro de absorcdo de menor intensidade na regido de 627 nm, é uma caracteristica
favoravel para aplicacdo na TFD (terapia fotodindmica), pois absorvem dentro da “Janela
fotodinamica” que compreende a regido ente 600 nm a 1000 nm [64,78,79].
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Figura 5 - Espectros de absor¢do UV-Vis da CCS (Sigma-Aldrich, China).
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Os espectros UV-Vis sdo apresentados na Figura 5, e mostram que a CCS apresentou
0 comportamento de absorbancia como o descrito na literatura com os picos de absorbancia
em 402 nm e 627 nm [64,77-79].

Os FSs sdao moléculas estruturalmente composta por sistema de anel aromatico planar,
com sistema altamente conjugado, que funciona como cromo6foro dos compostos para
absorcdo de energia radiante. Essas caracteristicas estruturais fornecem as propriedades
adequadas para o uso em TFD ou CFD (controle fotodindmico), com intensa absor¢do no
intervalo de 600 nm a 800 nm. Este intervalo é a regido util do espectro eletromagnético para
a TFD e CFD, considerado essencial e eficiente para a penetracdo de luz nos tecidos, e
consideravel rendimento quéntico na producdo de oxigénio singleto/radicais [47,80,81].
Conforme observou na Figura 6 a Janela fotodindmica de absor¢do (JFA) da CCS esta na

regido de absorcéo no intervalo entre 600 nm e 700 nm na banda Q.

5.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO DE TRANSFORMADA DE FOURIER

A espectroscopia no infravermelho (IR) é uma analise aplicada na determinacao

qualitativa de espécies inorganicas, organicas e bioquimicas. A radiacdo infravermelha
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corresponde & parte do espectro eletromagnético entre a regido do visivel e micro-ondas. O
espectro na regido do infravermelho é dividido em Infravermelho Proximo (NIR),
Infravermelho Médio (MIR) e Infravermelho Distante (FIR). As regides IR sdo mostradas na

Tabela 3 com o nimero de onda (cm™) e comprimento de onda (nm).

Tabela 3 - Regides espectrais do Infravermelho (IR)

Regido Numero de Onda (cm-1) Comprimento de onda (nm)
NIR 12.800 — 4000 780 — 2500
MIR 4000 — 400 2500 — 5000
FIR 200-10 5000 - 100.000

Fonte: [82]

As moléculas absorvem a radiacdo no infravermelho e podem variar a amplitude de
um dos movimentos vibracional ou rotacional; é necessario que ocorra variagdes no momento
de dipolo, que pode ser ocasionado pelo movimento vibracional ou rotacional; apenas nessa
situacdo o campo elétrico alternado da radiacdo é capaz de interagir com a molécula [82].

O estudo por espectroscopia na regido do infravermelho (IR) foi realizado com a
finalidade de avaliar a integridade dos ligantes da CCS. Essas observacfes basearam-se nos
modos vibracionais de bandas referentes ao anel porfirinico e interaces metal-ligante. Os
espectros de infravermelhos podem ser utilizados para obter informages estruturais sobre
moléecula em estudo [83].

No estudo foram obtidos espectros vibracionais no intervalo de 4000 a 400 cm™
(Figuras 6 e 7) da CCS. Os resultados dos espectros de infravermelhos da CCS estéo
resumidos na Tabela 3. Os espectros IR foram divididos em duas regides: 4000 - 2400 cm™ e
1750 - 400 cm™.
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Figura 6 - Espectro do Infravermelho da CCS na regido de 4000 a 2400 cm™.
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As bandas de absorcdo encontrada na regido de alta frequéncia do espectro (4000 a
2400 cm™), como mostrado na Figura 6 sdo geralmente associado aos estiramentos das
ligacOes de oxigénio-hidrogénio v (O-H) e carbono-hidrogénio v (C-H) [84].

A banda larga em torno de 3360 cm™ pode ser atribuida ao estiramento da ligag&o
oxigénio-hidrogénio (O-H) da molécula de &gua, isso se deve a partir de vestigios de 4gua no
potéssio brometo ou até mesmo na amostra de CCS (Figura 6) [85].

A banda de absorcdo de 2958 — 2855 cm™ é atribuida aos estiramentos assimétrico
da ligacéo carbono-hidrogénio v (C-H) do grupo metil (CH3), do grupo etil (CH,) e do grupo
alceno [83, 85].
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Figura 7 - Espectro do Infravermelho da CCS na regido de 1800 a 400 cm™.
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As bandas de absorc&o observadas na regido de 1750- 1350 cm™ (Figura 7) sdo quatro
bandas de absorcdo. A primeira banda foi atribuida ao estiramento do grupo carbonila (C=0)
em torno de 1632 cm™; a segunda banda de absorcdo em 1565 cm™ pode ser atribuida aos
estiramentos das ligaces carbono-carbono v (C=C) e v (C-N); a terceira banda de absor¢édo
em 1455 cm™ sdo atribuida aos estiramentos assimétricos das ligagdes carbono-hidrogénio v
(C-H) do grupo metil (CHs) e a quarta banda de absorcdo em 1380 cm™ sdo atribuidas aos
estiramentos das ligagdes carbono-nitrogénio v (C=N) e carbono-carbono v (C=C) no anel de
porfirina [83,85,86].

As bandas de absorcdo de média intensidade que sdo observadas em torno de 1074,
989, 741 cm™ séo atribuidas das vibragdes de deformacéo fora do plano das ligacdes carbono-
hidrogénio y (=C-H) da molécula de CCS. [85,86].

A regido abaixo 1300 cm™ é conhecida como regi&o da impressao digital (finger print,
em inglés), mesmo que ndo inclua alguns estiramentos vibracionais [84]. A banda de absor¢ao
na regido de 1300 a 650 cm™ sdo geralmente, associada a movimentos moleculares que
envolvem muitos atomos, relacionados com vibragdes das estruturas do centro da porfirina

[83]. As bandas de absorcdo da CCS na regido da impressdo digital sdo atribuicdes
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complexas, e somente tentativas podem ser feitas. A banda de 1206 cm™ pode ser atribuida ao
estiramento da ligacdo carbono-carbono v (C—C) e banda de absorcéo & 1074 cm™ é atribuida
ao desdobramento y (=C-H) na porfirina [83].

As bandas de absorcdo de intensidade média a 923 e 890 cm™ é atribuida com o
estiramento da ligacdo cobre-nitrogénio v (Cu-N), indicando a estabilidade do metal
coordenado devido forte ligagdo entre o ion metélico e os quatro 4&tomos circundantes de

nitrogénio da porfirina [83].

Tabela 3 - Principais bandas no espectro de Infravermelhos (IR) da CCS.

Amostra Referencias * Grupos

3360 3659 — 3200 v (O-H) estiramento da agua

2958 -2855 2970 - 2845 v (C-H) estiramento assimétrica do grupo metil (CH3)
1632 1630 v (C=0) estiramento da carbonila
1565 1550 v (C-N) e v (C=C) estiramento da porfirina
1455 1454 v (C-H) estiramento assimétrico do grupo metil (CHj)
1380 1355 v (C=C) e v (C=N) estiramento da porfirina
1206 1225 v (C-C) estiramento da porfirina
1102 1120 v (C-O) estiramento do ion carboxilato
1074 1300-1000 v (=C-H) dobramento fora do plano
989 950 v (=C-H) dobramento fora do plano
923 900 (Metal-ligante) banda de vibragdo
890 880 (Metal-ligante) banda de vibragdo
741 900 — 690 *(83) v (=C-H) deformagé&o fora do plano

Legenda: v = estiramento; & = deformacdo angular simétrica no plano; y = deformacéo fora do plano. *Fonte:
[83,85,86].

5.3 ANALISE ELEMENTAR (C, H, N)

A porcentagem relativa dos elementos quimicos da amostra de CCS comercial
(Sigma-Aldrich, China) foram calculadas considerando a formula quimica C34H3;CuNsNasOg
(724, 15 g mol™) que consta na embalagem e ficha técnica do produto.

Na Tabela 4, sdo apresentadas estimativas das massas relativas da CCS para os
elementos C, H, N, Cu, Na, O e os valores séo precedidos da porcentagem de massa relativa

teorica, calculadas a partir da formula quimica da embalagem do produto, considerando uma
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pureza de 100%, embora amostra seja de grau comercial. Estes valores serviram para
comparacdo das porcentagens relativas dos elementos C, H e N obtidos experimentalmente
por AE da CCS.

Tabela 4 - Valores tedricos das massas dos elementos C, H, N, Cu, Na e O em porcentagens relativas
da CCS. Os valores foram calculados a partir das informagfes da embalagem e ficha técnica do
produto (Sigma-Aldrich, China).

Massa Cu Hs Cu N, Naz O
(9/ mol) 408,36 31,25 63,55 56,02 68,97 96,00
% 56,39 4,31 8,78 7,74 9,52 13,26

*Massa molecular da CCS: 724,15 g mol™ = 100 %

Na Tabela 5 sdo apresentados valores referentes, os resultados da AE dos elementos
C, H e N obtidos experimentalmente para a CCS (Sigma-Aldrich, China), formula minima, e
parametro recomendado U. S. P. [70].

Pode-se observar a partir da Tabela 5 que a porcentagem (%) de carbono (C) da
amostra estd de acordo com o valor calculado a partir dos dados constantes na embalagem e
ficha técnica considerando uma pureza de 100%.

O valor percentual de hidrogénio (H) encontrada na amostra € maior do que o valor
tedrico calculado.

A porcentagem de nitrogénio (N) é menor em relacdo a porcentagem (%) tedrica,
porém, ainda atende ao parametro estabelecido pela U.S.P [70].

As diferencas de valores encontrados de H e N levam a acreditar que a amostra ndo é
pura e que sua classificacdo é de grau comercial considerando que na literatura a pureza esta
no intervalo 70 a 90% [87].

Tabela 5 - Porcentagem (%) relativa dos elementos quimicos C, H, e N obtidos pela AE da CCS,
considerando a férmula quimica teérica e o limite estabelecido pela U. S. P. (2007).

C% H% N% *0%
Amostra sigma 57,80+ 0,18 6,38 + 0,06 4,74 £ 0,03 23,90+0,13
féormula minima 56,39 4,31 7,74 13,26
*U.S.P - - > 4.0 -

" Calculo de (%) relativa de oxigénio foi obtido por estimativa.
“Fonte: [70].
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5.4 ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OTICA COM PLASMA INDUTIVAMENTE
ACOPLADO

As porcentagens de cobre (Cu) e sédio (Na) presentes na amostra de CCS comercial
(Sigma-Aldrich, China) foram determinadas por ICP-OES conforme apresentados na Tabela
6, seguida pela porcentagem teorica da formula quimica, os pardmetros fornecidos pelo

fabricante e os limites estabelecidos pela U.S.P.

Tabela 6 - Porcentagem dos elementos quimicos Cu e Na da CCS, obtidos pela a ICP-OES, formula
guimica teorica e o limite estabelecido pela U.S.P.

Elemento Quimico  Amostrasigma  Formula minima Fabricante *U.S.P
Cu % (ICP- OES) 3,69 £0,09 8,78 35-50 >4,25
Na % (ICP-OES) 3,49 £0,31 9,52 55-6,5 5-7

*Fonte: [70].

A porcentagem de Cobre, %Cu, obtida experimentalmente corresponde
aproximadamente a 3,69%, esse valor é menor que o valor tedrico calculado e, abaixo do
limite minimo estipulado pela U.S.P., dentro do parametro da ficha técnica fornecido pelo
fabricante de 3,5 a 5,0 % [70]. Valores inferiores ao estipulado pela U.S.P. foram observado
por Pratt et al. (2006) cuja a porcentagem de Cobre representava 3,69% valor semelhante ao
encontrado experimentalmente por ICP-OES. Estes valores diferem a partir da técnica e
sensibilidade da técnica [88]. A porcentagem de sodio (Na) é de 3,66 % inferior ao limite
entre 5 a 7 % estabelecido pela U.S.P., e de 5,5 a 6,5 % fornecido pelo fabricante e menor que
a porcentagem tedrica.

A variagdo observada entre os valores experimentais e teoricos da CCS,
possivelmente, ocorre a partir do tipo e fonte de Chl obtida de diferentes variedades de plantas
comestiveis, gramineas, urticaceas e outras e quanto a forma de complexacdo e/ou
neutralizacdo. Os metabdlitos ou produto de degradacdo da molécula de Chl podem resultar
na mudanca/alteracdo da composicdo. Os metabdlitos ou produtos de degradagdo séao
originados a partir da abertura do anel porfirinico por acdo enzimatica ou por agdes nédo-
enzimética produzindo produtos catabdlitos (produtos de degradacéo) ndo fluorescentes. Estes
produtos do catabolismo de Chl ndo fluorescentes (Figura 8) apresentam o anel tetrapirrolico
clivado que ndo permitiria a entrada do a&tomo de Cu (11) no centro do anel, consequentemente

0 complexo possuiria menor contetdo de cobre, Cu (1) em relacdo ao valor tedrico calculado
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e/ou ainda pela clivagem que fornece a oxigenagdo aos catabdlitos que sdo responsaveis pela
maior porcentagem de oxigénio na amostra [89].

Figura 8 - Catabolito de Chl néo fluorescente.

Fonte: [89]

O valor experimental de so6dio encontrado por ICP-OES (3,49 %) leva acreditar que
nem todos os componentes se apresentam na forma de sal sddico, justificando a maior
quantidade de H (6,38 %) nos valores experimentais (Tabela 5). Portanto, pode-se considerar

que a formula geral tedrica da CCS ndo se aplica a amostra estudada.

55 AVALIACAO DA PUREZA DAS AMOSTRAS DE CLOROFILINA CUPRICA DE
SODIO

A pureza da CCS (Sigma-Aldrich, China) foi obtida por meio dos resultados das
analises de ICP-OES, AE e espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Vis, considerando a
literatura que correlaciona a %Cu, relagdo de Cu/N, os espectros de absor¢do das bandas Soret
e Q (razdo Soret/Q) com a pureza da CCS [61,70-72,90,91].

A partir dos resultados da AE e por ICP-OES, foram obtidas as porcentagens de %Cu
e %N (Tabela 6 e Tabela 5). Os valores experimentais de cobre (Cu) e nitrogénio (N)
encontrados foram utilizados para determinar as porcentagens de derivados ndo-cupricos

presentes na amostra e a pureza da CCS, a quantidade de derivados ndo-cupricos e a
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porcentagem de Cu e a pureza da CCS conforme metodologia encontrado na literatura e
protocolo U.S.P. [69-72].

Na Tabela 7 é apresentada a porcentagem de cobre (Cu) e a sua relacdo com % pureza
da amostra de CCS obtida através da Equacdo 4, e a razdo de Cu/N foram calculados
utilizando os valores experimentais da porcentagem de massa de Cu e N obtidas através do
ICP-OES e AE e a relagdo com % derivados ndo cupricos que estdo presente na amostra que
foram obtidos através da Equacéo 5. O valor tedrico da razdo da porcentagem de Cu/N é de
1,13 e a amostra de CCS apresentou valor de 0,78 abaixo do esperado, que corresponde a
29,3% de derivados ndo cupricos presentes.

Os valores encontrados sdo valores proximos da literatura. O valor encontrado para a
CCS foi de 70,90% de compostos cupricos. Em relacdo ao valor experimental da porcentagem
de Cu foi obtido uma pureza de 40,27%, aproximadamente a metade do valor da pureza
tedrica (70 %) .

Tabela 7 - Apresenta-se a %Cu e a relacdo com %pureza, e a razdo Cu/N e a sua relagdo com %
derivados ndo cupricos, calculada a partir dos valores experimentais, com base na Figura 5.

CCs Cu% %Pureza Razdo Cu/N % derivados ndo cupricos
Amostra sigma 3,69 £ 0,09 40,17 0,78 £ 0,02 29,10
Teorico 8,78 ~70 1,13 100

*compostos totalmente cupro-complexados.

A pureza da amostra de CCS foi determinada por meio da anélise da razdo entre os
espectros de absorcdo das bandas Soret e Q conforme protocolo da U.S.P. [70]. Apds a analise
dos espectros de absorcdo das solugcdes de CCS com diferentes concentracGes no intervalo de

1a25mg L™ (ppm) conforme a Figura 9.
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Figura 9 - Espectros de absor¢do de CCS no comprimento de onda de 380 a 780 nm.
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Os espectros de absorcdo obtidos foram similares aos descritos na literatura para a
CCS, com absorbéancia caracteristica em 402 nm e 627 nm [92]. Foram utilizados os valores
de absorbancia das seis concentracdes de CCS para célculo da razdo da banda de Soret/banda
Q (Tabela 8), o valor da concentracéo de 25 mg L™ (ppm) foi descartado devido néo obedecer
a lei de Beer (faixa linear da curva de calibracdo), apresentou absorbancia maior de 1,0 na
banda de maior intensidade de 402 nm. O valor médio da razdo Soret/Q da amostra de CCS
foi de 3,514 e, dentro do parametro de qualidade estabelecidos pela U.S.P (3,0 a 3,9) [70].
Portanto, o resultado estd dentro dos parametros de qualidade da Farmacopeia Americana,
USP.
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Tabela 8 - Valores das absorbéncias das bandas Soret e Q de solucdes de CCS o em tampéo fosfato
pH 7,5 em diferentes concentragdes no intervalo de 1,020 mg L™,

[amostras] mg L™ Agoret Ao Raz&d0 Asoret /Ao
1,0 0,042 0,013 3,230
2,0 0,081 0,024 3,375
2,5 0,098 0,026 3,769
5,0 0,200 0,057 3,508
10,0 0,428 0,119 3,597
20,0 0,927 0,257 3,607

*Média da Razéo Asret/Aq encontrado foi 3,514.

5.6 FOTODEGRADACAO DA CLOROFILINA CUPRICA DE SODIO UTILIZANDO
LUZ SOLAR SIMULADA

A concentracdo da amostra a ser degradada é um fator importante que influéncia o
processo de fotodegradacdo e fototoxicidade a partir da integridade molecular do complexo
metalico, CCS [93,94]. Por isso, foi conduzido um estudo da fotodegradagcdo da molécula
CCS utilizando uma fonte que simule o espectro solar incidente sobre a amostra da CCS em
diferentes concentracBes entre 5 e 50 mg L™ . Este ensaio é importante para simular o
comportamento da CCS no ambiente natural irradiado , apesar da maioria dos criadouros
estarem em locais sombreados e sem a incidéncia direta da luz solar, apenas luz difusa incide
sobre os criadouros. Os resultados da fotodegradacdo da CCS referente a um periodo de
irradiacdo de 180 minutos foram analisados por UV-Vis, os resultados obtidos da
concentracdo de CCS durante o periodo de fotodegradacdo da amostra foram calculados
utilizando a Equacgdo 12, que foi determinada atraves da curva de calibracdo ilustrada na

Figura 10.

Abs = - 0,0228 + 0,0143 [CCS] (R-Square = 0,9991) (12)
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Figura 10 — Curva de calibracdo obtida para CCS no comprimento de onda em 627 nm.
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Na Figura 11 sdo apresentados os resultados da fotodegradacdo com a incidéncia de
luz solar simulada realizada no periodo de 180 minutos sobre amostras de CCS (Sigma-
Aldrich, China) de concentracéo de 5, 10, 25 e 50 mg L™. Os resultados estdo expressos em

porcentagem relativa (%) da concentracdo das amostras de CCS.
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Figura 11 - Degradagdo da CCS a vérias concentraces realizadas sob luz solar simulada.

—a—5mg L™
1.0 —e - 10mgL"”
—a—25mgL"
v 50mgL"
0,9 +
© 08
Q 0,8
@)
0,7 —
0,6

T T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tempo de irradiagdo (min)

Na simulacdo da degradacdo por luz solar utilizou uma intensidade de irradiacdo de
100.000 lux (100 w m™) equivalente ao sol do meio dia. E importante lembrar que a lampada
de Xe apresenta majoritariamente irradiacdo na faixa do visivel (VIS.), semelhante a
irradiacdo solar.

Os resultados mostraram que as solucdes de maiores concentragdes de 25 e 50 mg L™,
apresentaram a maior degradacdo relativa a concentracdo inicial durante a exposicdo de
irradiacdo de 180 minutos respectivamente de 38,89% e 40,01%, a concentracdo de 5 mg L™
apresentou a menor degradacdo de 17,8%. Este fato mostra que a degradacéo é dependente do
tempo de exposicédo & irradiacdo solar e a concentracdo do fotossensibilizador. Os valores da
degradacdo das solugdes de 25 e 50 mg L™ foram muito préximos; valores que podem estar
associada a margem de erro dos experimentos. Essa pequena diferenca de eficiéncia na
fotodegradacgéo das solugdes de maiores concentracdes se deve a alta saturacdo na coloragéo
na solucdo, fazendo que os fotons incidentes ndo consigam uma boa penetracdo na solucao, é
possivel, que interacBes ocorram entre as moléculas devido a concentracdo, alterando o
padrdo molecular de absorcdo, estabilidade e degradacdo, possivelmente, por maior
concentracdo de moléculas e curtas distancias das espécies radicais e/ou oxidantes para a

ocorréncia da degradacéo fotoinduzida.
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Desse modo, pode-se escolher a solucdo de CCS de concentracdo de 25 mg L™ ou
intervalo adequado para estudos de fotossensibilizagédo nos bioensaios de toxicidade irradiado
e ndo irradiado.

A analise dos espectros de absorcao Otica na regido do UV-Vis da solugdo de CCS de
concentracdo de 25 mg L™ durante o experimento de fotodegradacéo, observou-se que nao
surgiu novas bandas de absorcdo durante e apds a fotodegradacdo, apenas diminuicdo da
absorcdo das bandas de Soret e Q, devido a degradacdo dos grupos cromoforos conforme
Figura 12. Nessa técnica ndo foi possivel observar formacgdes de novos grupos cromdéforos

durante e ap0s a degradacao.

Figura 12 - Espectros de absorcdo da solucdo de CCS concentragdo de 25 mg L™, durante e apds
fotodegradacéo.
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Na Figura 13, pode observa que a CCS de concentracdo de 25 mg L™ sem exposicéo a
irradiacdo solar, foi analisada em periodo semelhante a CCS exposta a irradiacdo do simulador
solar durante 180 minutos no escuro que ndo sofreu degradagdo fotoinduzida, o perfil de
absorbancia ndo apresentou grandes variacdes nas bandas de absor¢do de Soret e Q. Pode-se

perceber que a CCS apresenta comportamento diferente com e sem exposicao solar.
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Figura 13 - Espectros de absorcdo da solucdo de CCS concentracdo de 25 mg L™, sem exposicio a
irradiacao solar.
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57 AVALIACAO DE TOXICIDADE E CITOTOXICIDADE DE CLOROFILINA
CUPRICA DE SODIO EM ALLIUM CEPA

O ensaio com Allium cepa avalia os efeitos tdxicos e citotoxicos da CCS sobre a
germinacdo, crescimento das raizes e indice mitdtico, sendo que esses processos podem
apresentar sensibilidades distintas a um composto em diferentes concentracdes.

Os dados de germinacéo apresentados na Tabela 9 evidenciam que os tratamentos nao
inibiram a germinacdo, tendo a porcentagem de germinacéo relativa da semente (%GRS) de
128,57 diferido significativamente (p<0,05) do controle negativo no tratamento a 100 mg L™.
Este resultado mostra que houve potencializacdo/aumento da germinacdo das sementes
guando expostas a esta concentracdo de CCS. Este fato ndo ocorreu com concentragdes
inferiores ou superiores, este resultado mostra/sugere que em determinadas concentracdes a
CCS pode realizar, possivelmente, um estimulo ou uma reacdo de estresse oxidativo

“controlada” para um estimulo a germinag¢ao da planta ou ao metabolismo vegetal.
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Quanto ao crescimento das radiculas, os valores de crescimento médio relativo da raiz
(CRR) evidenciaram que os tratamentos ndo influenciaram significativamente (p>0,05) no
crescimento das radiculas. O indice de Germinacéo (1G), que correlaciona a germinagéo com
0 crescimento das raizes, indicou que nao houve efeito tdxico capaz de alterar
significativamente o metabolismo das sementes.

Quanto ao indice mitoético (IM), verificou-se um aumento significativo das células em
mitose em todas as concentracOes testadas relativamente ao controle negativo (CN), revelando
gue os tratamentos ndo apresentaram citotoxicidade para as sementes de A. cepa, tendo a CCS

potencializado/estimulado a divisao celular.

Tabela 9 - Avaliagdo da toxicidade e citotoxicidade da CCS pelo teste em Allium cepa.

Tratamento (mg L™) % GRS CRR (%) 1G (%) IM (%)
50 85,71 83,22 71,33 74,43+12,20°
100 128,57 85,15 109,48 72,98+12,48°
200 75,00 88,58 66,43 80,91+4,812
CN 100,00 100,00 100,00 43,40+12,04°

CN: Controle negativo; GRS: germinacgdo relativa da semente; CRR: crescimento médio relativo da raiz;
IG: indice de germinagéo; IM: indice mitdtico. * Médias entre as mesmas concentragdes ndo diferem entre
si pelo teste de Kruskall-Wallis a 5% de probabilidade.

Os efeitos genotdxicos dos tratamentos foram avaliados recorrendo a analise da
frequéncia de alteragdes cromossémicas encontradas nas células do meristema das raizes de
A. cepa, sendo elas anafases multipolares, C-metafase, poliploidia, aderéncias, perdas e pontes
cromossémicas. Assim, de acordo com o exposto na Tabela 10, as diferencas no indice de
alteracdes cromossomicas (IAC), entre cada concentracdo e 0 controle, e entre as

concentragdes, ndo foram significativas (p>0,05), pelo que n&o foi observada genotoxicidade.

Tabela 10 - Avaliacdo da genotoxicidade (IAC) e mutagenicidade (IMT) da CCS pelo teste em Allium

cepa.
Tratamento (mg L™) IAC (%) IMT (%)

50 0,200,10° 0,00+0,04°

100 0,00+0,12° 0,000,20°

200 0,00+0,13° 0,00+0,12°

CN 0,35+0,41 0,00+0,00

CN: Controle negativo; IAC: indice de alteracdes cromossdmicas; IMT: indice de microndcleos. Significancia
de® P > 0,05 em relag&o ao CN e entre as concentragdes.
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As muta¢des podem ser observadas através da formacao de microndcleos (Figura 14).
Estes sdo pequenos nucleos individuais com DNA no seu interior, localizados proximo ao
nacleo normal das células em divisdo, como resultado de quebras cromossémicas. Os
fragmentos ou sequéncias de cromossomos nos micronlcleos ndo se prendem ao fuso
mitético e, assim, ndo alcancam os polos das células durante os processos de mitose ou
meiose [95]. De acordo com os valores do indice de micronucleo apresentados na Tabela 10,
observou-se que ndo houve significancia estatistica entre as frequéncias analisadas (p>0,05),
ndo existindo, deste modo, diferenca significativa entre as médias dos micronlcleos
encontrados nos tratamentos testados e no controle negativo, bem como entre tratamentos,

pelo que ndo houve evidéncia de mutagenicidade da planta ao CCS.

Figura 14 - Células meristematicas de Allium. cepa expostas ao tratamento com alteracdes
cromossémicas: a) ponte cromossdmica; alteracdes celulares: b) quebra e perda cromossémica; c)
brotamento nuclear; d) nacleo lobulado; e €) micronucleo.

e)

O IG, IM, IAC e IMT determinados utilizando A. cepa como organismo teste,
mostraram-se eficientes para a avaliacdo do potencial toxico, citotoxico, genotoxico e
mutagénico da CCS.

A CCS potencializou a germinacéo na concentracdo de 100 mg L™ e a divisao celular
em todas as concentracOes, ndo apresentando toxicidade e citotoxicidade para as sementes em
qualquer concentragdo testada. As diferengas entre as médias de alteragcGes cromossdmicas e
micronudcleos observadas séo devidas a variabilidade amostral, tendo ocorrido ao acaso e,
portanto, ndo existem indicios de genotoxicidade e mutagenicidade ao CCS. Diante do
exposto, conclui-se que a CCS ndo apresentou potencial fitotdxico em A. cepa nas condicoes

testadas.
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5.8 DETERMINACAO DO TEMPO DE INTERNALIZACAO DA CLOROFILINA
CUPRICA DE SODIO

A solucdo foi mantida em recipiente envolto com papel aluminio impedindo a acdo da
luz sobre a CCS (para evitar degradacdo fotoquimica). Assim, para todos os periodos de
exposicao da larva de A. aegypti a solucdo de CCS em auséncia de luz pode-se observar que
ndo houve mortalidade, uma vez que o efeito de danos ao organismo e mortalidade larval da-
se pela exposicdo das larvas, em solugdo, sob irradiacdo a depender da poténcia utilizada e/ou
tempo de exposicao (luz natural ou artificial).

A internalizagdo da solugdo de CCS no organismo do inseto alvo, pode variar entre a
populacdo de larvas. Pode-se observar que enquanto uma larva ingere grande quantidade de
solucdo, outra pode ingerir uma quantidade menor. Esta ingestdo de forma diferenciada de
CCS pode resultar em diferencas significativas na ingestio e saturagdo no
organismo/metabolismo das larvas de A. aegypti. Porém, este fato pode ser contornado a
partir da saturacdo por utilizacdo de um tempo adequado de exposicdo ou tempo de
internalizacdo (T1) ao CCS. Este tempo é importante para ndo haja influencia na taxa de
mortalidade a partir de ingestdo e/ou saturagdo do organismo do fotossensibilizador. Pois, as
larvas de A. aegypti devem possuir saturacdo do fotossensibilizador e permanecerem expostas
durante um tempo suficiente para realizar a ingestdo e excre¢do do CCS, saturando o sistema
digestorio para entdo receber irradiacdo e sofrer o efeito tdxico por radicais livres e espécies
oxidantes ap0s a irradiacao.

A partir de experimentos de ingestdo e excrecdo foi possivel realizar o experimento para
determinar os tempos de transito (TT) e internalizacdo (T1) do CCS. A partir das imagens foi
possivel mostrar em qual porcdo do sistema digestério e/ou em qual periodo havera maior
efeito de mortalidade ap6s o processo de irradiagdo por luz. Estas respostas foram
confirmadas apoés a realizagdo dos bioensaios de toxicidade irradiada e analise da mortalidade
larval.

As imagens foram realizadas com as larvas de A. aegypti que haviam ingerido maior
quantidade da solucéo de clorofilina em uma solucéo concentrada de CCS a 100 mg L™ (100
ppm). As imagens mostradas na Figura 15, 16 e 17 mostram os periodos de contato e/ou
ingestdo de 5, 20 e 60 minutos. Os resultados mostraram que seria desnecessario mostrar
imagens para os periodos posteriores @ 60 min, uma vez que a solugdo havia sido carreada por

todo o sistema digestorio das larvas de A. aegypti e estava em vias de excrecao.
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A estrutura anatdbmica das larvas de A. aegypti consiste em cabeca, térax e abdémen,
sendo o abdémen formado por oito segmentos e a constitui¢do do sistema digestorio pode ter
afinidade por diferentes classes de corantes a partir dos grupos e/ou cargas superficiais
[96,97]. Apds 5 minutos de exposicdo é possivel observar que a solugdo de CCS foi ingerida
e/ou internalizada estando disposta/localizada na regido do térax onde esté localizado o ceco

géstrico, conforme ilustrado na Figura 15:

Figura 15 - Tempo de internalizacdo de CCS a 100 mg L™, por larvas de Aedes aegypti apds 5 min de
exposicdo. A seta indica a localiza¢do da solugéo.

Autor: Isaias Cabrini.

Apds 20 minutos, observou-se que a solucdo de CCS esta na regido do abdémen, mais

precisamente no intestino médio (meséntero), como ilustrado na Figura 16:
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Figura 16 - Tempo de internalizagio da CCS a 100 mg L™, por larvas de Aedes aegypti apds 20 min
de exposicdo. A seta indica a localizacdo da solucdo.

Autor: Isaias Cabrini

Aos 60 minutos, todo o sistema digestdrio esta preenchido pela solucdo de CCS,
sendo possivel notar, na Figura 17, que a solugdo esta sendo excretada, apds o preenchimento

de todo o sistema digestorio.
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Figura 17 - Tempo de internalizagio da CCS a 100 mg L™, por larvas de Aedes aegypti ap6s 60 min
de exposicdo. A seta indica o l6bulo anal préximo ao sifao respiratério e a solugdo sendo excretada,
apos a saturacao do sistema digestério.

Autor Isaias Cabrini

O intestino médio da larva de A. aegypti consiste em um tubo com uma camada Unica
composta por células colunares que possuem microvilosidades e abundancia de mitocondrias
[98], além de um gradiente de pH de 5 a 10/11 [98,99].

No processo de ingestdo da CCS deve-se considerar a matriz peritrofica (MP). A
maioria dos insetos possuem matriz peritréfica que é um filme composto de quitina e
proteinas (peritrofinas), que tem por funcéo separar o alimento do epitélio do intestino médio.
A MP protege de danos o epitélio de microrganismos, abrasdo e outros, e além disso
possui/promove outras fungdes como a compartimentalizacdo de enzimas, para 0 aumento da
eficiéncia digestiva por diminuicdo da taxa de excrecdo das enzimas e por via de outros
mecanismos envolvidos.

A MP ¢ corada pela CCS durante o transito da substancia no sistema digestério do
inseto. Dessa forma, as imagens mostram que a CCS corou a MP e manteve sua coloracéo
verde escuro no intestino da larva. Ainda, durante o tempo de transito, ocorre agregagéo
molecular e a saturacdo/impregnacdo do sistema digestdrio, o que impde certa dificuldade

para o deslocamento da substéncia, possivelmente pela capacidade de particdo e/ou interacéo
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com as membranas bioldgicas favorecida pelo gradiente de pH de acido a béasico (pH 5 a 11).
Esse retardamento do deslocamento da CCS favorece a acdo toxica no sistema digestério da
larva quando posteriormente irradiado.

O intestino médio (meséntero), na fase larval, € ser alcalino, apesar de estar
relacionado com as condi¢fes do microambiente/estruturas formado no limen pelo bolo
alimentar e pelo corante de ingestdo [98,99,100]. Os resultados de mortalidade das larvas
demonstram que em pH alcalino de 8-10 a CCS irradiada causa toxicidade para as larvas.

O tempo de internalizacdo (T1) com auséncia de luz é importante para a estabilidade
da CCS e acumulo/adsorcdo no bolo alimentar no sistema digestdrio das larvas, pois no
momento da irradiacdo as larvas e as células terdo recebido a substancia, e desse modo a luz
irradiada poderia proporcionar o efeito fototoxico. Considera-se que o tempo de contato das
larvas com a clorofilina para o CFD (TT) deve ser no minimo de 60 min., sendo este tempo
suficiente para a internalizacdo da CCS por todo o sistema digestorio. Pode-se também definir
para experimentos que o tempo de internalizacdo (TI), seja no minimo, 120 minutos ou 2 X
TT. Os bioensaios de toxicidade irradiados por luz natural (solar) ou artificial (LED)
responderam por meio do tempo de mortalidade e dos diferentes periodos, onde a CCS afetou

a larva de A. aegypti causando sua mortalidade ap06s a irradiacao.

5.9 ACAO FOTODINAMICA ‘IN VIVO’ SOBRE LARVAS DE 3° /4° ESTADIO (L3/L4)
DE AEDES AEGYPTI (ROCKFELLER)

5.9.1 BIOENSAIOS DE TOXICIDADE DE LARVAS DE AEDES AEGYPTI COM EXPOSICAO A

IRRADIACAO SOLAR

A irradiacdo solar é constituida por diferentes comprimentos de ondas sendo
infravermelho, ultravioleta e a luz visivel, o de interesse na TFD € a luz visivel (Vis). A
radiagdo solar média recebida sobre a terra como insolagdo solar é de 342 W m™.

Esta energia, apesar de variavel, ao longo do dia (Figura 18) pode ser utilizada para
fotossensibilizar e/ou induzir reagdes quimicas ou metabdlicas. Os resultados experimentais
mostraram que a CCS pode ser utilizada como FS por apresentar atividades fotodinamicas “in
situ” causando a morte de larvas de 3° e 4° estadios (L3/L4) de A. aegypti em intervalo de
intensidade luminosa de 52,27 W m™ (35.700 lux) a 128,7 W m™ (87.900 lux) conforme

mostra a Figura 18.
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Figura 18 - Intensidade de luz solar direta (natural) durante realizacdo dos bioensaios de toxidade.
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Para garantir a ingestdo e saturacdo do sistema digestério de forma homogénea de
CCS pelas larvas de A. aegypti foi adotado que o tempo de internalizacdo fosse 2 x TT, ou
seja 120 min.. Este foi o tempo de internalizacdo (T1) utilizado no bioensaio de toxicidade.

Na Tabela 11 esta demonstrado a mortalidade de larvas em concentragdes entre 15 mg
L e 35 mg L™ (ppm). O tempo limite de leitura de mortalidade foi de 5 h, pois apds esse
periodo a mortalidade se estabilizou, ndo havendo acréscimo acentuado no numero de larvas
mortas. Desse modo, definiu-se que o0 bioensaio se encerrara apés 5 h de exposicdo das larvas
a CCS.

Tabela 11 - Média de mortalidade de larvas de Aedes aegypti expostas a CCS e irradiacdo solar média
para diferentes periodos de leitura.

Concentracdo (mg mL™) Irradiacéo

15 20 25 30 35 (lux . 10°) (W/m™)

60 min  0,25+0,00 1,25+0,50 1,41+0,87 0,25+0,43 0,16+0,28 | 549,0+51,0  80,32+7,46
180 min  3,16+0,52 10,28+4,90 10,28+5,02 2,91+0,28 1,14+0,76 | 604,0+4,0  88,43+0,58
300 min  8,08+3,37 16,03+4,65 19,30+2,00 10,60+1,15 6,58+1,04 | 560,0+220,0 81,99+32,21
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Observa-se que a mortalidade € depende da concentracdo. No entanto, a relacdo se
limita a 25 mg mL™ pois nas concentracdes maiores a mortalidade diminui. Isso se dé pelo
fato da coloracdo da concentracdo ser mais escura, has concentracbes maiores
(interacdo/agregacdo das moléculas de CCS), o que diminui a penetracdo luminosa na amostra
e a CCS nao é fotossensibilizada, ndo causando, consequentemente, mortalidade nas larvas,
mesmo que tenham ingerido o FS e saturando seu metabolismo de CCS [59,81].

A exposicao das larvas a incidéncia solar ocorreu no periodo do dia compreendido
entre 9 h e 15 h. A mortalidade ndo tem relacdo com a incidéncia solar no momento da leitura
de mortalidade, pois na Tabela 11 esta demonstrado que a irradiacdo estava maior em 180
min. de exposicdo e ainda a mortalidade ndo havia atingido seu limite maior. Desse modo,
entende-se que a toxicidade ocorre de modo gradativo, e possivelmente continuado, ndo sendo
possivel determinar o momento inicial e final em que a larva realmente esta sofrendo o efeito
fototéxico da CCS. Uma larva pode ter ingerido a CCS nos 120 min. iniciais sem irradiacdo
solar e durante o periodo de 5 h de exposicao a luz solar, estar sofrendo o efeito fototoxico
continuado com danos celulares até a sua morte.

Considerando os resultados da Tabela 11 elaborou-se um grafico com a finalidade de
visualizacdo da taxa de mortalidade das larvas de A. aegypti durante este experimento,
conforme a Figura 19. A porcentagem de mortalidade foi satisfatoria na concentracdo de 25
mg L™ e apresentou a maior taxa de mortalidade (77,2 %) ap6s 300 minutos de exposic&o a
irradiacdo solar (Figura 19). E possivel ainda observar que no tempo de 120 minutos a

porcentagem de mortalidade ndo alterou nas concentracdes de 20 mg L™ e 25 mg L™ .
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Figura 19 - Porcentagem média de mortalidade de larvas de Aedes aegypti expostas CCS e a
irradiacdo solar direta.
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Na Tabela 12 estdo demonstradas as concentracfes letais medianas (CLsp) para 180
min. e 300 min. de exposicdo das larvas de A. aegypti em CCS sob irradiacdo solar direta.
Conforme os resultados de mortalidade demonstraram 5 h (300 min.) (Tabela 11) é o tempo
limite para determinacdo de mortalidade e também esse é periodo onde ocorreu 0 menor valor
de CLso. Em comparacdo ao inseticida organofosforado sintético temefds cuja concentracao
diagndstico é de 0,012 mg L™ (concentracio diagnéstico é 3 vezes maior que a CLgg) as Clsp
aqui obtidas ainda sdo altas comparativamente. Porém, destaca-se que a CCS age,
preferencialmente no sistema digestério como Bti (enquanto, organofosforados agem no
sistema nervoso) [100,101] do inseto, sendo a acdo mais demorada e exigindo maior
concentracdo de produto, pois o produto tem que ser absorvido pela célula, saturada e
fotossensibilizada para entdo causar algum efeito toxico nas larva A. aegypti.

Esta técnica para o Controle Fotodinamico (CFD) pode ser util para controle de
insetos adultos (alados), mas ndo de larvas ou pupa, uma vez que 0s criadouros s&do
sombreados, e ndo recebem irradiacdo solar. Entretanto, o inseto adulto (alado) deve realizar
alimentacdo e neste processo sofrer irradiacdo solar natural para a realizagéo das reacdes e
producdo de espécies radicais e/ou oxidantes para causar danos e a sua morte.
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Tabela 12 - Concentragdo Letal Mediana (CLs) para larvas de Aedes aegypti submetidas a tratamento
com CCS sob irradiacdo solar.

Minutos CL50 (|C0’05) b+EP XZ Gl
180 27,371 (19,961 — 22,781) 1,058+0,542 0,342 1
300 17,973 (16,635 — 19,132) -1,916+0,641 0,217 1

A técnica de CFD se baseia na interagdo do FS com a fonte de luz, sendo que, quanto
maior a concentragdo de radiacdo, mais fotons sdo espalhados/absorvidos na solucéo. Desse
modo a luz ndo pode penetrar nas larvas e/ou sitios de acimulo de FS por impregnacdo nas
células e tecido do organismo e causar danos celulares.

Os danos induzidos a larva e/ou seu metabolismo deve ser interno e néo pelo corante
disperso na solucao que também pode absorver luz/radiacdo e até degradar.

Este fato sugere que os fotossensibilizadores devem estar impregnados/absorvidos nas
células do inseto e/ou no metabolismo para que em seguida seja fotoirradiados e a acdo de
CFD possa ocorrer de forma efetiva a partir da producdo de espécies de radicais e/ou
oxidantes.

Os fétons absorvidos pelo corante (FS) na solucdo e absorvido/internalizado no
metabolismo do inseto pode ndo induzir a producdo de oxigénio singleto ou radicais livres
para a consequente producdo de espécies radicais e/ou oxidantes e indugdo de danos celulares,
se ndo houver irradiacdo a partir de uma poténcia minima.

Na auséncia de irradiacdo solar direta as diferentes concentracbes de CCS néo
apresentaram mortalidade mesmo com exposi¢do das larvas por um periodo de 48 horas

(2.880 minutos) a CCS. Na auséncia de irradiacdo solar a CCS é atdxica para as larvas de A.

aegypti.
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6 CONCLUSAO

A clorofilina cuprica de sddio comercial (CCS) mostrou-se adequada para a realizacao
dos experimentos de controle fotodindmico (CFD) “in vivo” para larvas de 3°/4° estadios
larvais (L3/L4) de A. aegypti. A caracterizagdo molecular da CCS foi realizada e mostrou
valores similares a ficha técnica do fabricante do produto comercial — Sigma-Aldrich, China,
considerando que o grau de pureza € o comercial (70 a 90%).

A caracterizacdo do comportamento Optico do fotossensibilizador (FS) mostrou que
este absorve luz na regido de 627nm, caracteristicas adequadas para realizacdo dos
experimentos de controle fotodindmico (CFD) sendo a janela fotodindmica de absor¢do no
identificada ente 600nm a 700nm.

A clorofilina cuprica de sodio (CCS) ndo apresentou toxicidade e citotoxicidade para
as células de Allium cepa, desse modo, pode ndo apresentar riscos ao meio ambiente.

O tempo de internalizagdo (TI) da clorofilina ctprica de sédio (CCS) determinado a
partir do tempo de transito (TT) foi de 120 min. para saturacdo do metabolismo/sistema
digestorio das larvas. Ndo foram observadas alteragdes morfologicas relevantes a partir da
analise das imagens em larvas de 3°/4° estadios larvais (L3/L4) de A. aegypti (Rockefeller).O
fotossensibilizador (FS) clorofilina ctprica de sédio (CCS) ndo apresentou efeitos toxicos as
larvas de A. aegypti quando néo irradiado

A acdo fotodindmica sobre as larvas de A. aegypti foi observada ser mais eficiente em
25 mg L™*. N&o foi possivel determinar em que momento ocorre acdo fotodindmica da
clorofilina cuprica de s6dio (CCS) em larvas de A. aegypti. A acdo de controle fotodinamico
(CFD) para larvas de A. aegypti é dependente da energia aplicada/potencia, possivelmente, de
forma cumulativa para ocorréncia dos danos celulares que foram percebidos de forma
imediata e ao longo do tempo devido as mortes das larvas num periodo de 72 horas. O fato
pode estar ligado estritamente & concentracdo de fotossensibilizador (FS) e a poténcia
irradiada.

A luz solar direta foi a fonte primaria para a atividade e/ou eficiéncia do
fotossensibilizador (clorofilina cuprica de soédio - CCS) em experimentos realizados em
ambiente natural. A luz solar é um fator importante para o controle fotodinamico (CFD) em
insetos imaturos e insetos adultos (alados). Estudos sdo necessarios para analise da eficiéncia

do controle fotodindmico (CFD) para controle populacional da espécie, como também das



66

estratégias de aplicagdo e/ou utilizacdo de misturas do FS em formulagdes para a minimizagéo

de danos a insetos ndo alvos, humanos e redugao dos impactos ambientais.
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8 ANEXO

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
SUPERINTENDENCIA DE CONTROLE DE ENDEMIAS
SR.11 MARILIA

FORMULARIO DE S'OLICITACAO DE INSETOS CRIADOS EM
LABORATORIOS DA SUCEN - Marilia - SP

1. Solicitante:

Nome: Eduardo José de Arruda

Instituicdo: Universidade Federal da Grande Dourados — UFGD / FACET -
Faculdade de Ciéncias Exatas e Tecnologia — Laboratério de Insetos Vetores - LIVe

2. Finalidade: Bioensaios de toxicidade e restabelecimento de colénia de Aedes
aegypti (Rockfeller) no Laboratério de Insetos Vetores — LiVe.

3.Espécie solicitada: Aedes aegypti - Rockfeller

4. Quantidade de exemplares: 3.000 ovos

5. Idade: s/d 6. Sexo: s/d 7. Fase: s/d
8. Estado Nutricional: s/d

9. Geragao: s/d

"~ 10. Procedéncia da colbnia: Aedes aegypfti - Rockfelier

Cnados em Laboratorlo e Matenal BIOIOQICO em vngor na Sucen e declaro total
concordancia com seu conteudo, comprometendo-me a observa-lo naquilo que me

A~ h,.‘
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