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RESUMO

Estudo das propriedades fisicas e avaliacdo da atividade larvicida dos complexos
metalicos de Rutina-Zn(ll)

Introducdo: O mosquito Aedes aegypti tem se tornado um problema de saude publica a
nivel mundial por ser um dos principais transmissores da dengue, zika, chikungunya e febre
amarela. O controle do A. aegypti € realizado principalmente pela aplicacdo de pesticidas
guimicos sintéticos, alguns com alta toxicidade, o que vem causando impactos adversos na
saude do homem e danos sobre a biodiversidade. Portanto, produtos naturais e seus
derivados estdo sendo utilizados no controle das larvas de A. aegypti, deste modo, os
flavonoides surgem como potencial alternetiva no no desenvolvimento de produtos para o
controle do vetor. Objetivo: Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi analisar as
propriedades fisicas dos complexos derivados da rutina e realizar o desenvolvimento da
atividade larvicida contra larvas do mosquito Aedes aegypti. Metodologia: Inicialmente, foi
sintetizado o complexo de rutina-Zn(ll), misturando gota a gota uma solucao metandlica de
Zn(CH300)2.2H20 (0,4 mol.LY) com uma solucdo metandlica de rutina (0,1 mol.L1). A
mistura foi agitada a 300 rpm durante 24h a uma temperatura de 37-40°C e posteriormente
o complexo foi filtrado a vacuo. Em seguida suas propriedades fisicas foram determinadas
por espectroscopias de FT-IR, UV-Vis, DRX e DLS. A atividade larvicida foi avaliada contra
as larvas de mosquito Aedes aegypti, por exposicdo a diferentes concentracdes de
formulacfes contendo os complexos metélicos em comparacao com a rutina livre em 24h
e 48h. Resultados e discussfes: As andlises de FT-IR,UV-Vis e DRX indicaram a
formacao de um complexo de Rutina-Zn com possiveis centros de ligacdo no sistema entre
a carbolina presente no anel C e o grupo 5-OH e os grupos dihidroxil 3’-OH e/ou 4’-OH
evidenciados pelos deslocamentos quimicos observados nestas medidas. O estudo de DLS
mostrou os complexos apresensentaram maior tamanho médio de particula e maior indice
de polidisperséo (Pdi) que o ligante, valores esperados devido a formac¢éo dos complexos,
estas medidas indicaram boa homogeneidade na distribuicdo do tamanho de particula dos
complexos de rutina-Zn. Os dados do ensaio biologico sugerem que 0s complexos
obtiveram aumento na atividade larvicida contra as larvas de Aedes aegypti, apresentando
melhores valores de LCsoe LCoo para 24h e 48h em comparacdo com arutina. Conclusdes:
A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que este trabalho se mostrou promissor
para o estudo novos agentes larvicidas baseados em flavonoide-metal, proporcionando
boas perspectivas para o controle de larvas com abordagem n&o agressiva ao meio
ambiente.

Palavras-Chave: Flavonoide. Complexo metélico. Rutina-Zn (l). Atividade larvicida.

Agradecimentos: UNIFAP.
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ABSTRACT

Study of the physical properties and evaluation of the larvicidal activity of Rutin-
Zn(ll) metal complexes

Introduction: The Aedes aegypti mosquito has been a public health problem worldwide as
one of the main transmitters of dengue, zika, chikungunya and yellow fever. The control of
A. aegypti is realized mainly by the application of synthetic chemical pesticides, some with
high toxicity, which has been caused adverse impacts on human health and damages on
biodiversity. Therefore, natural products and their derivatives are being used in the control
of A. aegypti larvae, thus, flavonoids arise as an alternative potential in the development of
products for vector control. Objectives: In this sense, the objective of this work was to
analyze the physical properties of complexes derived from rutin and to carry out the
development of larvicidal activity against larvae of the Aedes aegypti mosquitoes.
Methodology: Initially, the rutin-Zn (lI) complex was synthesized mixing dropwise a
methanolic solution of Zn(CH300)2.2H20 (0.4 mol.L') with a methanolic solution of rutin
(0.1 mol LY). The mixture was stirred at 300 rpm for 24h at a temperature of 37-40 °C and
subsequently the complex was vacuum filtered. Then its physics properties were determined
by FT-IR, UV-Vis, DRX and DLS spectroscopies. The larvicidal activity was evaluated
against Aedes aegypti mosquito larvae by exposure to different concentrations of
formulations containing the metal complexes compared to the free rutin in 24h and 48h.
Results and discussion: FT-IR UV-Vis and DRX analyzes indicated the formation of a
Rutin- Zn complex with possible binding sites in the system between the ring C carbonyl and
the 5-OH group and the dihydroxyl groups 3'-OH and / or 4'-OH evidenced by chemical shifts
observed in these measurements. The DLS study showed that the complexes presented
higher average particle size and higher polydispersion index (Pdi) than the ligand, expected
values due to formation of the complexes, these measurements indicated good homogeneity
in the distribuition of the particle size of the Zn-rutin complexes. The data from the biological
assay suggest that the complexes obtained an increase in larvicidal activity against Aedes
aegypti larvae, presenting better LCso and LCoo values for 24h and 48h compared to rutin.
Conclusions: From the results obtained, it was possible to conclude that this work was
promising for the study of new larvicidal agents based on flavonoid-metal, providing good
perspectives for the control of larvae with an ecofriendly approach to the environment.

Keywords: Flavonoid. Metal complex. Rutin-Zn (ll). Larvicidal activity.

Acknowledgements: UNIFAP.
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1 INTRODUGAO

1.1 FLAVONOIDES

Os flavonoides sdo compostos polifendis importantes e diversificados entre produtos
de origem natural. Estes compostos sdo metabolitos secundarios de plantas e séo
comumente encontrados em diferentes espécies de vegetais (SIMOES et al., 2010). Esses
compostos receberam interesse especial por suas atividades farmacoldgicas, as quais sdo
atribuidas principalmente a sua capacidade de sequestrar radicais livres, ions de quelatos
de metal, enzimas antioxidantes ou sistemas enzimaticos especificos (LIN; WENG, 2006).

Quimicamente a maioria dos flavonoides baseiam-se em uma estrutura fundamental
gue possui um esqueleto formado por de 15 atomos de carbono constituido por dois anéis
aromaticos (A e B como mostrado na Figura 1), ligado através de uma cadeia trés carbonos
(C) entre elas um oxigénio como heteroatomo (AGRAWAL, 2011; SIMOES et al., 2010).

Figura 1 - Nucleo quimico base dos flavonoides.

oo

O
Fonte: Simdes et al., (2010).

Essas classes de substancias naturais sdo responséaveis por diversas fungcbes nas
plantas. Dentre elas, podem-se citar a protecdo contra raios ultravioleta, contra insetos,
fungos, virus e bactérias, e a capacidade de proporcionarem a atracdo de animais
polinizadores (SIMOES et al., 2010).

Além dessas caracteristicas, esses compostos possuem variadas propriedades
farmacoldgicas, como exemplo: propriedades antitumoral (ALONSO-CASTRO et al., 2013),
anti-inflamatéra (CHAN et al., 1998; GARG et al.,, 2001), antiviral (MA et al., 2001;
CARVALHO et al., 2013), antioxidante (KNEKT et al., 2000; VINAYAGAM; XU, 2015),
antimicrobiana (PIMENTEL et al., 2013), dentre outras.

Introdugdo 1



1.2 RUTINA

A rutina (3-O-rutinosideo-quercetina) (Figura 2) € um flavonoide que pertence a
subclasse dos flavonois que vem ganhando destague na medicina devido a inumeras
propriedades biologicas confirmadas, tais como, atividade antioxidante (VISKUPICOVA et
al., 2010; AZEVEDO et al., 2013; SAMSONOWICZ et al. 2015), antimicrobiana (PIMENTEL
et al.,, 2013; SAMSONOWICZ et al., 2015), antifungica (OLIVEIRA et al., 2016), anti-
inflamatoria (YOO et al., 2014), antitumoral (ALONSO-CASTRO et al., 2013), antidiabética
(NITURE et al., 2014; VINAYAGAM; XU, 2015), dentre outras (SIMOES et al., 2010;
ARUNA et al., 2013).

Figura 2 - Estrutura quimica da rutina.

HO

Fonte: O autor.

1.3 COMPLEXOS METALICOS DE RUTINA

Complexos moleculares podem ser observados em sistemas constituidos por duas
ou mais moléculas de farmaco. Geralmente, a coordenagéo resulta de interacdes atrativas,
hidrofobicas, eletrostaticas ou interacdes de transferéncia de carga, entre duas moléculas.
No sistema de transferéncias de cargas um dos componentes € usualmente um composto
aromatico; o segundo pode ser uma estrutura saturada que contém um par de elétrons
isolado (atomo doador) ou um hidrogénio fracamente acido (dtomo aceptor) (FLORENCE;
ATTWOOD, 2011).

Os complexos de coordenacdo caracterizam-se por apresentar um ion metalico
central, ligado a moléculas neutras ou anions, denominados ligantes (L). O ion metalico (M)
atua como acido de Lewis e os ligantes como bases de Lewis (SHRIVER; ATKINS, 2003).

Introdugdio 2



Para que ocorra a formacao de complexo, os ligantes precisam ter pares de elétrons
livres doados ao ion metalico. E quando o ion metalico se liga com mais de um &tomo
doador por ligante, formando um anel hétero-atdmico, também conhecido como efeito de
guelacdo (derivado do grego chele, que significa garra de lagosta) (FLORENCE;
ATTWOOD, 2011).

A quelacao altera as caracteristicas fisicas e quimicas do ion metalico bem como do
ligante. Na quelacéo, € conveniente considerar o ligante (em nosso caso rutina) como
doador do par de elétrons e o metal como seu receptor formando uma ligacdo de quimica
de coordenacdo (FLORENCE; ATTWOOD, 2011).

Deste modo, a escolha da rutina como ligante torna-se interessante pois além de
inUmeras atividades bioldgicas comprovadas descritas na literatura, este flavonoide, tem
em sua estrutura quimica, diferentes sitios para coordenacédo de metais (Figura 3). Essas
interacBes metal-ligante modificam as propriedades fisico-quimicas do ligante, dessa forma
a coordenacao de rutina com estes metais pode aumentar ou diminuir suas propriedades
biolégicas (IKEDA et al., 2015).

Figura 3 - Principais sitios de coordenacao na Rutina

{ OH! oHol  oH
N VAN

Fonte: O autor.

Quelatos de metais podem afetar a biodisponibilidade, e a toxicidade do ligante para
diferentes metais (KALINOWSKA et al., 2016). E considerando que a rutina tem diferentes
modos possiveis de ligacdo com o ion metalico de zinco para os centros de coordenacao
(KOVAL et al., 2006). Surge nos complexos uma enorme variedade de matéria prima para

o estudo e desenvolvimento de produtos com potencial acéo larvicida.
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1.4 O Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

1.4.1 Ciclo de vida

Um ovo de Aedes aegypti leva em média de 7 a 10 dias para se desenvolver e se
tornar um mosquito adulto (Figura 4), onde o seu ciclo de vida completo envolve os estagios
de ovo, larva, pupa e mosquito adulto. Os ovos possuem formato eliptico e as larvas séao

aquaticas, mas com respiracdo traqueal (FORATTINI, 2003).

Figura 4. Ciclo de vida do Aedes aegypti. Mosquito adulto (A), ovos (B), larva de 1° estadio
(©), larva de 2° estadio (D), larva de 3° estadio (E), larva de 4° estadio (F) e pupa (G).

c

1° estadio

mosquito adulto Ciclo do
Aedes
aeavoti
D
estadio
G o di
pupa E
F 3° estadio
4° estadio

o 1 2 mm
| S-S S—

Fonte: Geris et al. (2012).

Primeiramente as fémeas do mosquito depositam ovos nas paredes internas dos
recipientes que contém agua, na sequéncia 0s ovos aderem as paredes dos recipientes.
Os ovos representam uma das fases mais resistentes do mosquito, 0s quais podem
sobreviver em ambientes secos bem como em ambientes de baixas temperaturas quando
atingem seu estado de estado de quiescéncia (SILVA; SILVA, 1999; GERIS et al., 2012).

No momento que em o0 ambiente esta em condi¢cdes favoraveis, as larvas eclodem
dos ovos. E nesta fase que acontece o periodo de alimentac&o e crescimento, subdividindo-

se em quatro fases evolutivas. Em boas condi¢cbes de temperatura e disponibilidade de

Introdugdo 4



alimento o desenvolvimento completo da fase larval leva em torno de cinco dias (BRASIL,
2001).

Depois da fase larval, 0 mosquito atinge o estagio de pupa, esta fase representa a
ultima transformac&o do mosquito até a fase adulta. Durante esta fase a cabeca une-se ao
térax (denominado cefalotérax), fazendo com que ela venha ter aspecto de virgula. Em
boas condi¢gbes a pupa atinge o seu desenvolvimento completo em dois dias (ACIOLE,
2009). Apés a fase de pupa o inseto completa o seu ciclo de vida atinge a fase adulta,
estando apto a reproducdo. Nesta fase uma Unica inseminacéo € suficiente para fecundar
todos os ovos que a fémea venha a produzir durante toda a sua vida (BRASIL, 2001).

A fémea do mosquito precisa fazer o repasto sanguineo para completar seu ciclo
gonadotrdéfico, que pode ser realizado com uma ou vérias alimentagfes sanguineas,
aumentando a probabilidade de infectar-se e transmitir um determinado tipo de virus
(TEIXEIRA et al., 1999, GIL et al., 2010, FERNANDEZ et al., 2011).

1.4.2 Importancia sanitaria e alternativas no controle de Aedes aegypti

Atualmente os mosquitos do género Aedes tem se tornado um dos grandes
problemas em saude publica, devido serem um dos principais transmissores da dengue e
febre amarela (NATAL, 2002; WHO, 2012). Dentre os inUmeros insetos vetores de doencas
nos paises tropicais o Aedes aegypti (Linnaeus 1762), é o principal inseto transmissor dos
virus Chikungunya (CHIKV; género Alphavirus), Dengue (DENV; género Flavivirus), e Zika
(género Flavivirus) aos seres humanos, e a ocorréncia dessas doencas tem sido registradas
a nivel mundial (WILSON; SCHLAGENHAUF, 2016; RUCKERT et al., 2017).

Dessa forma, nos ultimos anos o controle quimico do mosquito Aedes aegypti, com
pesticidas de origem orgéanica ou inorganica, tem sido uma das medidas mais utilizadas no
combate aos de vetores em saude publica no mundo (ROSE, 2001). Dentre as principais
classes de inseticidas utilidados ao longo do tempo no combate aos insetos destacam-se a
classe dos inseticidas organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides
(BRAGA,; VALLE, 2007). No entanto, a utilizacdo continua desses produtos quimicos, tanto
na agricultura quanto pelos 6rgaos de salude no combate a mosquitos vetores de doencas,
tem gerado o surgimento de populacbes de insetos mais resistentes e ocasionado
problemas para o meio ambiente (BRAGA; VALLE, 2007).

Todavia, 0 uso de pesticidas ainda sdo a forma de controle mais utilizada no combate
ao Aedes aegypti, e isso tem causado grande preocupacao na area de sdude publica devido

ao fato de que os mosquitos vem apresentando resisténcia em todas as classes de
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inseticidas, e isto tem afetado diretamente e em com profundidade na re-emergéncia das
doencas transmitidas pelo vetor (BROGDON, MCALLISTER, 1998; BRAGA; VALLE, 2007).
De acordo com este cenario, produtos de origem natural surgem como medidas alternativas
Uteis no controle do mosquito Aedes aegypti (RATTAN, 2010). Compostos extraidos de
plantas pertencentes a diversas classes de metabdlitos secundarios, como flavonoides,
alcaloides, terpenoides, quinonas, fenilpropanoides, cumarinas, dentre outras tem
apresentado atividade comprovada contra larvas de Aedes aegypti (GARCEZ et al., 2013).

Vale ressaltar ainda que nos ultimos anos estudos apontam que flavonoides, mais
especificamente rotenonas isolados do extrato etandlico das raizes de Tephrosia toxicaria,
apresentaram atividade larvicida promissora no combate ao mosquito vetor Aedes aegypti,
sugerindo um grande potencial do uso de flavonoides, bem os derivados dessa classe de
produtos naturais como matéria prima para fabricacédo de bioinseticidas (VASCONCELOS,
et al., 2012).

Neste contexto, o uso dos produtos naturais e seus derivados tem se tornado uma
alternativa eficiente e promissora na fabricagdo de substancias inseticidas menos
agressivas aos seres humanos e ao meio ambiente. Portanto, o intuito deste trabalho
consiste em avaliar as propriedades fisicas e o potencial larvicida dos complexos derivados
da rutina contra larvas do mosquito Aedes aegypti com a finalidade de avaliar a viabilidade

dos compostos obtidos no controle deste mosquito.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o estudo das propriedades fisicas e avaliacdo da atividade larvicida dos

complexos metalicos de rutina-Zn (I1).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizar a sintese de complexos de coordenacao de rutina com ions metélicos de Zn(ll).

b) Analisar as propriedades fisico-quimicas dos complexos de rutina através de técnicas
de Espectrometria de Infravermelho (IV), Espectroscopia Ultravioleta na regido Visivel
(UV-Vis), difratomeria de raios X (DRX) e dispersao dinamica de luz (DLS).

c) Avaliar a atividade larvicida dos complexos obtidos contra o Aedes aegypti.

d) Estimar os valores da LCso e LC90 dos compostos obtidos através da anélise de Probit.
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3 MATERIAL E METODO(S)

3.1 MATERIAL
3.1.1 Reagentes e solventes

A rutina foi adquirida da Sigma-Aldrich®. O sal metalico de Zn(CH300)2.2H20 foi
adquirido da Synth®. Os reagentes metanol e DMSO foram adquiridos da Sigma-Aldrich®
ambos apresentando alto grau de controle de alta qualidade.

3.1.2 Equipamentos

As reacgfes foram desenvolvidas em um agitador magnético (Fisatom 752A) com
aquecimento e velocidade controlada por circuito eletrdnico proporcionando uma rotacao
entre 120 a 1800 rpm. A temperatura da reacao foi controlada em banho de 6leo por

termdmetro de vidro em escala de temperatura variavel de 10 a 110 °C.
3.2 SINTESE DO COMPLEXO

Os complexos foram sintetizados de acordo com a metodologia descrita por lkeda,
et al., (2015), com algumas modificacdes. Uma solucédo de Zn(CHz00)2.2H20 (0,4 mol.Lt)
em metanol foi lentamente adicionada gota a gota a uma solucéo de rutina (0,1 mol.L't) em
metanol. A mistura foi agitada a 300 rpm durante 24 h a uma temperatura de 37-40 °C. O
complexo de rutina-Zn (Il) foi filtrado usando um sistema de vacuo, lavado com metanol (3

X 2 mL) e seco a temperatura ambiente. Obteve-se o precipitado soélido e produziu 65,43%
(P/p).

3.3 ANALISE DAS PROPRIEDADES FiSICAS DOS COMPLEXOS
3.3.1 Espectroscopia de Infravermelho (FT- IR)

Os espectros de infravermelhos (IR) foram realizados utilizando um espectrémetro

Shimadzu IR affinity, operando com a transformada fourier. Os espectros foram obtidos na
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regido de 4000 a 400 cm™* usando pastilhas KBr. As amostras foram previamente secas em
sistema de vacuo por 4 h e foram preparadas misturando uma certa quantidade de
compostos com o sal de KBr (grau espectroscopico). As misturas foram trituradas e

pressionadas até a formacéao de granulos finos e translucidos.

3.3.2 Espectroscopia de Ultravioleta na regiédo Visivel (UV-Vis)

Os espectros UV-Vis foram obtidos em solucdo de DMSO, utilizando um
espectrofotometro de absorcdo 6ptica Shimadzu UV-2550, que apresenta uma fonte de
radiacdo que cobre uma emissao do ultravioleta até préximo ao infravermelho, na faixa de
comprimento de onda de 190 a 1100 nm. Os espectros de absor¢cdo UV-Vis das amostras
em DMSO foram obtidos através da cuvete de quartzo com trajeto Optico de 1,0 cm a

temperatura ambiente (28 °C).

3.3.3 Analise de difracéo de raios X (DRX)

Os difratogramas foram obtidos utilizando um Difractémetro de Raios X modelo D2 Phaser
(Brunker), operando no modo PSD Rapido Continuo, com radiagdo CuKa (A = 1,5406 A)
gerada por uma corrente elétrica de 10 mA e tensdo de 30 kV. A velocidade de varredura
utilizada foi de 3 ° por minuto em um intervalo de varredura de 5-60 °. As fases cristalinas
foram identificadas através do banco de dados do software X'Pert HighScore Plus 2.2b

(Panalytical B. V., Netherlands) verséo livre.

3.3.4 Andlise de dispersao de luz dinamica (DLS)

O tamanho de particula e o indice de polidispersédo foram medidos por dispersao
de luz dindmica usando um Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK) equipado com um laser
"vermelho" de 10 mW (A = 632,8 nm) e as amostras foram medidas em um &angulo de
deteccédo de dispersdo de 90° para medidas de tamanho. Cada amostra de complexo de
rutina e rutina-Zn (Il), previamente solubilizada em DMSO, foi diluida em agua desionizada
na proporgéo de 1: 1 (v: v) utilizando um agitador de vortex. As medidas foram realizadas
em triplicatas apds 24 h de preparacdo da formulacdo e os resultados foram expressos

como o didmetro médio + desvio padrao.
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3.4 ENSAIO BIOLOGICO

As larvas de Aedes aegypti foram obtidas no Laboratoério Arthropoda da Universidade
Federal do Amapa (Macapa4, Brasil). O protocolo experimental foi realizado de acordo com
a organizacdo mundial da saude (WHO, 2005) com algumas modificacbes. O ensaio
biolégico foi realizado sob condi¢des controladas, onde as larvas do quarto estadio foram
mantidas a 25 + 2 °C, umidade relativa de 75 + 5% e um ciclo de 12 h luz:escuro. Os
complexos foram solubilizados em DMSO e diluidos em agua destilada variando de 700 a
100 mg.L* (concentracédo expressa em teor da solucdo de rutina-zinco em meio aquoso).
Todas as experiéncias foram realizadas em cinco repeticdes com 10 larvas do quarto instar
em cada amostra replicada. O grupo controle foi constituido por 4gua destilada e DMSO
(2%) sendo realizado em paralelo (OLIVEIRA et al., 2013). A porcentagem de mortalidade

foi registrada apés 24 h e 48 h de exposicao.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

A mortalidade do tratamento foi corrigida para os controles através da equacao de
Abbott (1925) quando houve mortalidade maior que 6% no grupo controle. As
concentragdes capazes de causar 50% (LCso) e 90% (LCg0) da mortalidade das larvas e
seus intervalos de confianca associados foram estimadas para as concentracdes usando a
andlise probit (Finney, 1971) através do software Statgraphics® Centurion XVII (Inc.,
Statpoint Technologies, 2014) em 24 h e 48 h de exposi¢éo ao tratamento com 0s compostos

obtidos. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDOS DE ESPECTROSCOPIA UV-VIS

As principais bandas de absor¢&o do espectro UV-Vis das moléculas de rutina e do
complexo de rutina sdo mostradas na Figura 5. As curvas de espectro UV-Vis do complexo

e da rutina apresentaram bandas de absorcdo em diferentes comprimentos de onda e nas
intensidades.

Figura 5 - Os espectros UV-Vis da rutina e do complexo Rutin-Zn solubilizados em DMSO.
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Fonte: O autor.

A banda | (em vermelho), é referente ao espectro de absor¢cdo da molécula de rutina
(solubilizada em DMSO), apresentou Amax = 362 nm representando a absor¢cdo do anel B
associado ao carbonilo do anel C (sistema cinamoil), esse resultado indica uma transicao
m — 1%, provavelmente devido a transferéncia de elétrons do orbital molecular ocupado de
maior energia (HOMO), o orbital ligante 11, ao orbital molecular desocupado de menor
energia (LUMO), o orbital antiligante 1*, presente na banda C=0 com o par de elétrons
livres (PAVIA et al., 2010).

Na banda Il (em preto), em relacdo ao espectro de absorcdo da molécula do
complexo de rutina-Zn, observou-se um Amax = 436 nm, demonstrando claramente o centro
de coordenacéo do metal, bem como a evidéncia do deslocamento batocromico da banda

| para maiores comprimentos de onda devido ao efeito da conjugagédo dos ion metalicos
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Zn(Il) com o ligante, provavelmente devido ao aumento da extensdo da conjugacao no
sistema entre a carbolina presente no anel C e o grupo 5-OH da rutina com o ion de zinco,
gue de acordo com a literatura resulta na diminuicdo da densidade eletrénica do flavonoide
nos locais de coordenacédo, uma vez que o ion metalico atua como um &acido de Lewis
(SIMOES et al., 2013; IKEDA et al., 2015).

O deslocamento de elétrons do grupo 5-OH do metal complexo foi alto,
demonstrando que a interagcéo de Zn (Il) com o grupo 5-OH resulta de uma redistribuicdo
eletrbnica entre a molécula de flavondide e o ion metalico, formando um sistema de ligacéao
m estendido (DEHGHAN; KHOSHKAM, 2012). A diferenca (AAmax = 74 nm) sugere que
houve uma diminuicdo nas frequéncias de oscilacdo, modos de vibracdo e rotacédo de

moléculas complexas em relacéo a rutina livre (PAVIA et al., 2010).
4.2 ESTUDOS DE ESPECTROSCOPIA FT-IR

Os principais resultados para a espectroscopia FT-IV do complexo em comparacao
com a rutina sdo mostrados na Figura 6 e os valores obtidos estdo apresentados na Tabela

1, com algumas pequenas distingdes oriundas do processo de coordenacao.

Figura 6 - Os espectros FT-IR da rutina e do complexo Rutin-Zn
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Fonte: O autor.
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Tabela 1 - Principais bandas e atribuicbes dos espectros infravermelhos para rutina e
complexo de rutina (posicéo da banda em cm™).

Rutina Rutina- Zn Atribuicdes
3389 ~33602 -3161° v(O-H)’
1653 1593 v(C=0)
1597 1568 v(C=C)
1292 1294 v(C-0-C)
1359 1361 v(C-OH)

- 694 v(O-Zn)

agspectros vibracionais referentes ao estiramento assimétrico da banda va(O-H) no complexo. PEspectros
vibracionais referentes ao estiramento simétrico da banda vs(O-H) no complexo. *Os simbolos denotam: v
vibragfes de estiramento.

A presenca do pico de absorcédo a 694 cm™ no espectro de IR do complexo indica
possivelmente a formacao de ligagbes O-Zn, demonstrando a formacg&o do complexo Rutin-
Zn (NAKAMOTO, 1986). O modo de estiramento da ligagdo C=0 da molécula de rutina livre
ocorre a 1653 cm, e devido a interacdo do ligante com os ions de Zn(ll) a banda de
absorcdo dos modos de estiramento C=0 do complexo foi deslocada para 1593 cm%, o que
pode ser explicado pela coordenacgéo do oxigénio do carbonilo com o ion metalico (PAVIA,
2010).

As bandas localizadas em 1597 cm? e 1292 cm, respectivamente estédo
relacionados as frequéncias de vibracdo (C=C) e v(C-O-C) no espectro de rutina e sdo
ligeiramente deslocadas apds a complexacédo com Zn(ll) para 1568 cm™ e 1294 cm. Além
disso percebe-se um aumento da ordem de ligacdo da banda referente a deformacao da
ligacdo C-OH, de 1359 cm™ no ligante para 1361cm™ no complexo o que possivelmente
esta relacionado com a coordenacgao nos sitios dos grupamentos fendlicos presentes na
rutina (5-OH, 3'-OH e/ou 4’-OH) (DEHGHAN; KHOSHKAM, 2012; SIMOES et al., 2013;
IKEDA et al., 2015).

Uma grande e forte banda de frequéncia de vibracéo v(O-H) foi obtida em 3389 cm™!
no ligante e sofreu deslocamentos significativos no complexo, estes resultados indicam a
existéncia moléculas de agua na estrutura do complexo através de ligacdes hidrogénio
(PAVIA, 2010).
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4.3 ANALISE DE DIFRACAO DE RAIOS X

O difratograma do complexo metélico de Rutina-Zinco (ll), mostrado na figura 7
revelou a presenca de picos relacionados a fase cristalina da Rutina e do Acetato de Zinco
Hidratado, com predominio do flavonéide. Os picos caracteristicos da Rutina aparecem
proeminentemente em torno de 17°, 26° e 22°, enquanto os picos do acetato de zinco séo
menos intensos, exceto pelo pico caracteristico a 12°.

Figura 7 - Difratograma complexo metélico de Rutina-Zn (I1).
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Fonte: O autor.

Além disso, o difratograma do complexo mostrou que possui estrutura semicristalina
com indice de cristalinidade de 53,6%, mostrando que o material apresenta boa
estabilidade fisico-quimica. De fato, Wei et al.30 relatam que a Rutina tem uma dissolugéo
limitada, uma caracteristica que possivelmente permaneceu no complexo, uma vez que as

fases cristalinas do flavan6ide dominaram a estrutura atdbmica do material.

4.4 ANALISES DE DLS

No presente estudo, as formulagdes contendo apenas rutina apresentaram media
tamanho de particula de 225,9 + 2,495 nm e um indice de polidisperséo (Pdi) de 0,276 +
0,02). Enquanto que as formulagbes contendo os complexos de rutina-Zn apresentaram
aumento do tamanho médio de particulas para 1501 + 18,77 nm e indice de polidisperséo

igual a 0,437 + 0,113, estes valores sdo esperados devido a formacédo do complexo e a
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alteracdo nas propriedades fisico-quimicas em decorréncia da modificagcdo na estrutura
molecular.

Na Figura 8, pode-se observar o comportamento da distribuicdo de tamanho de
particula das formulacdes e verificar que, para a formulacdo de rutina, houve uma
distribuicdo ampla e bimodal, o que sugere uma maior variedade de particulas de diferentes
tamanhos, enquanto que para a formulagdo contendo os complexos obtiveram uma

distribui¢éo nitida e unimodal, sugerindo boa uniformidade no tamanho das particulas.

Figura 8 - A) Distribuicdo do tamanho da particula de rutina livre B) Distribuicdo do tamanho
de particula do complexo rutina-Zn (II). Cada analise foi realizada em triplicata.
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Fonte: O autor.

Mauludin e Muller (2013) obtiveram nanosuspensdes de rutina contendo sulfato de
sodio dodecil pela técnica de homogeneizagao por alta presséo, apresentando tamanhos
meédios de particula em torno de 547-912 nm que se mantiveram estaveis ao longo de 12
meses. No entanto, esta técnica faz uso de altas forgas disruptivas através de alto aporte
de energia que eleva o custo da dispersabilidade do composto desejado.

As analises DLS realizadas no presente estudo mostraram que a formacgédo do
complexo permitiu uma melhor homogeneidade em relacdo ao tamanho das particulas. A

caracterizacdo do tamanho de particula por esta técnica, também conhecida como
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espectroscopia de correlacdo de fétons, ganhou especial interesse como técnica de mesa
(BHATTACHARJEE, 2016), especialmente devido ao fato de que as diferencas de tamanho
podem induzir diferentes propriedades bioldgicas.

4.5 ENSAIO BIOLOGICO

Os principais resultados obtidos do ensaio biolégico dos compostos estudados sao
apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Atividade larvicida da rutina e dos complexos de rutina-Zn.

LCs (LCL-UCL)? LCe (LCL-UCL)
Composto (mg.L?) (mg.L?)

24h 48h 24h 48h

Rutina 1364,31 321,797 2773,49 701,038
(out -708,796) (187,655-419,452)  (out-1221,380) (565,493-1065,440)

Rutina- Zn(I1) 408,264 226,785 682,844 419,639
(328,093-489,192)  (141,082-288,589)  (579,824-901,717)  (348,657-571,029)

aConcentragBes LCso and LCgo s80 concentrat¢des letais capazes de matar 50% e 90 % das larvas expostas
em 24h e 48h, nivel significativo em P <0,05, UCL-limite de confianca superior, LCL- limite de confianca
inferior. Valor médio de cinco repetices.

Os efeitos da mortalidade larval em 24 h da rutina mostrou LCso = 1364,31 mg.L e
LCo0 = 2773,49 mg.L* (r2 = 0,175). Ap6s 48 h os resultados mostraram valores de LCso =
321,797 mg.Lt e LCoo = 701,038 mg.L? (r2 = 0,946). Menores valores foram observados
depois do tratamento com complexos de rutina-Zn (Il), em 24 h apresentando valores de
LCso= 408,264 mg.L* e LCo0= 682,844 mg.L* (r2 = 0,963). E depois de 48 h de exposicédo
os resultados para LCso e LCoo foram 226,785 mg.L* e 419,639 mg.L™?, respectivamente (r2
= 0,964). Os valores de qui-quadrado foram significantes quando p < 0,05.

Os valores referentes a porcentagem de desvio foram explicadas pelo modelo (124 =
1,04843; t48 =16,5537), assim como sua porcentagem ajustada (t24 = 5,96015; t48
17,4842), onde foram observadas para o modelo na andlise de desvio apos 24 h (p
0,3059) e 48 h (p <0,05) para estimativa da LCso e LCgo para a rutina (Figura. 9, A e B).

Estes dados indicam que para atividade larvicida da rutina em 24h o modelo apresentou

baixa resolucdo, provavelmente ligado a questbes bioldgicas das larvas na forma de
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t24

t24

absorcao do composto. No entanto, apos as 48 h de exposi¢cdo, os dados indicaram uma
excelente resolucdo do modelo para a estimagdo da mortalidade larval, provavelmente
devido ao aumento da disponibilidade do composto, uma vez que a mortalidade também

dependia do tempo.

Figura 9 - Grafico do modelo ajustado com 95,0% de limites de confianca apds o tratamento
de larvas de Aedes aegypti com rutina em 24 h (A) e 48 h (B). Grafico do modelo ajustado
com 95,0% de limites de confianca apds o tratamento de larvas de Aedes aegypti com o
complexo de rutina-Zn (1) em 24 h (C) e 48 h (D).

A B

1

0.8

0.6

t48

0.4

0.2

0.8

0.6

t48

0.4

0.2 f

L L L L
200 400 600 800

Fonte: O autor.

Da mesma forma, uma baixa porcentagem de desvio também foi explicada pelo
modelo (t24 =28,3708; t48= 33,4851) e baixa porcentagem ajustada (t24 = 29,4373; t48 =
34,7224) foram observadas para o modelo na anélise de desvio apds 24 h (p <0,05) e 48 h
(p <0,05) para estimativa dos valores da LCso e LCo par os complexos de rutina-Zn (II)
(Figura 11, C e D). Esses dados indicam uma excelente resolugdo do modelo t24 e do
modelo t48 dos complexos obtidos na correlacdo entre os valores de concentracdo e a
mortalidade larval, provavelmente devido & melhor disponibilidade desde o inicio dos
experimentos com alto grau de homogeneidade de particulas, conforme observado nas
medidas DLS.
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Em nossa observacéo, os valores de LCso e LCgo contra Aedes aegypti em 24 h, bem
como em 48 h, foram significativamente mais eficientes para os complexos rutina-Zn (1) do
gue para a rutina livre. Estes resultados sugerem que os complexos apresentaram melhor
atividade larvicida provavelmente devido a complexacao da rutina com Zn (Il) na forma de
um sistema melhor dispersavel. Este efeito foi previamente relatado na literatura usando
nanosistemas metalicos. Nanoparticulas de niquel preparadas com extrato de folha aquosa
obtidas a partir de Aegle marmelos apresentaram maior resisténcia larvicida contra A.
aegypti, Anopheles stephensi e Culex quinquefasciatus do que os extratos aquosos de
acetato de etila e metanol, evidenciados por valores mais baixos de LCso quando
comparados aos extratos puros (ANGAJALA et al.,, 2014). Nanoparticulas de prata
preparadas com extrato aquoso de Toddalia asiatica foram capazes de induzir niveis de
mortalidade em larvas de C. quinquefasciatus, sendo também mais ativo do que o extrato
aquoso puro (MURUGAN et al., 2015).

A atividade larvicida melhorada contra A. aegypti também foi observada para
nanoparticulas de prata preparadas com extrato aquoso a partir de folhas de Leucas
aspera, quando comparadas com extratos aquosos e organicos a base de solvente
(SUGANYA et al., 2014). Nanoparticulas de zinco foram obtidas utilizando o extrato das
folhas da planta Momordica charantia por uma abordagem ambientalmente aceitavel e
apresentaram maior efeito larvicida quando comparados aos extratos das espécies
vegetais, contra larvas de A. stephensi e C. quinquefasciatus (GANDHI et al., 2017).

Neste contexto, estudos realizados por Montenegro et al. (2006) com produtos
naturais sugerem uma classificacdo de acordo com a mortalidade percentual de larvas
expostas em até 250 mg.L! durante 48 h como: promissores (> 75% de mortalidade),
parcialmente promissores (>50% e < 75% de mortalidade) e fracamente promissores (>25%
e <50% de mortalidae). Dessa forma, a partir da andlise do valor de LCso contra as larvas
do mosquito Aedes aegypti para os complexos de rutina-Zn (Il) pode-se afirmar que o0s
complexos sintetizados podem ser considerados como produtos potencialmente
promissores.

No entanto, a organizacdo mundial da saude indica que alguns agentes larvicidas
podem apresentar acdo rapida ou lenta (WHO, 2005). Portanto, estudos adicionais devem
ser realizados para correlacionar a distribuicdo do tamanho de particulas, bem como a
relacdo metal-ligante, ligados ao processo de sintese, com a atividade larvicida inicial e
residual, a fim de obter uma metodologia de otimizagéo de complexos para potencializagao

dos resultados larvicidas.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho estudou a interacédo entre o composto da rutina e o ion de Zn,
onde as andlises de espectroscopias FT-IR, UV e DRX sugerem a formacao do complexo
metélico, de modo que o ion de Zn é coordenado com a rutina ao longo do grupo carbonilo
(posicao 4-oxo) e 5-hidroxilo, assim como, nas posi¢des 3'-OH e 4'-OH do anel aromatico.

A andlise DLS indicou que o complexo de rutina-Zn (1) obtido mostrou uniformidade
na distribuicdo de tamanho de particula e o valor de Pdi sugere que esses compostos
apresentaram boa estabilidade fisica.

A analise estatistica do ensaio biologico apresentou modelos com boas resolucdes
para a predigdo dos valores de LCso e LCo0, onde esses dados indicaram maior efeito
larvicida no complexo contra as larvas de Aedes aegypti em comparacao com a rutina livre,
este aumento pode ser associado ao aumento da disponibilidade do composto durante o
tratamento, evidenciado pela alta homogeneidade de particulas, conforme observado nas
medidas de DLS.

Os dados obtidos sugerem que o complexo de rutina-Zn(ll) pode ser considerado
como potencial matéria prima para fabricacdo de futuros agentes larvicidas, no entanto,
testes visando a otimizacdo do processo de sintese devem ser realizados a fim de
determinar a estrutura com maior atividade larvicida, e melhor disponibilidade durante o
tratamento.

Portanto, os resultados apontam que essas descobertas séo interessantes em
relagéo a estudos futuros pois apresenta uma abordagem né&o agressiva ao meio ambiente
para obtencdo novos agentes larvicidas baseados em flavonoide-metal, proporcionando

boas perspectivas para o controle de larvas.
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