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RESUMO

Neste trabalho, quantum dots (QDs) de CdTe com diferentes estabilizantes (&cido 3-
mercaptopropionico - AMP, hidrocloreto de cisteamina - CA e L-cisteina - Cis) foram
sintetizados por via eletroquimica e foram caracterizados por espectros de absorcdo, emissdo e
DRX (apenas para CdTe-Cis). Os compostos AMP, CA e Cis, foram testados nas larvas de
Aedes aegypti no quarto instar larval (L4), apresentando acédo larvicida. Larvas de A. aegypti
foram expostas ao controle (agua destilada), QDs de CdTe-AMP e CdTe-CA por cerca de 2
horas. Para CdTe-Cis, as larvas foram expostas por cerca de 30 min, ja que quando submetidas
a um tempo superior a este as larvas morreram. Apos a exposicdo, as larvas foram fixadas em
gel comercial (GPF), impedindo assim que se movimentasse, para a realizagdo das imagens
feitas através de microscépio de fluorescéncia. Por meio das imagens, observaram-se diferencas
entre as larvas submetidas ao controle e as larvas submetidas aos QDs, 0 que significa que as
marcacdes realizadas pelos QDs se diferenciam da autoluminescéncia das larvas. Pode-se dizer
também que os compostos larvicidas AMP, CA e Cis atuaram no sistema digestorio das larvas
de A. aegypti, no entanto, 0 AMP agiu apenas em uma parte do sistema digestorio, enquanto
que a CA e a Cis, atuaram em todo sistema digestorio das larvas. Diante de tudo o que foi
exposto € possivel afirmar que os QDs de CdTe-AMP, CdTe-CA e CdTe-Cis agem como bons

marcadores luminescentes para deteccao de sitios de acdo dos compostos avaliados.

Palavras-chave: Quantum dots. Marcador. Larvicida. Aedes aegypti.



ABSTRACT

In this work, Quantum Dots (QD) with different CdTe stabilizers (3-mercaptopropionic acid -
AMP, cysteamine hydrochloride - CA and L-cysteine - Cis) were synthesized via
electrochemical and characterized by absorption and emission spectra, and XRD (only for
CdTe-Cis). AMP, CA and Cis compounds, were tested for lethality towards Aedes aegypti (A.
aegypti) larvae in the L4 stage, showing larvicidal activity. A. aegypti larvae were exposed to
control (distilled water), CdTe-AMP and CdTe-CA for about 2 hours and CdTe-Cis for about
30 minutes, for a time greater than this the larvae died. After exposure, preventing the larvae
movimentation, they were fixed in a commercial gel (GPF) for the image capture, made by
fluorescent microscope. By means of the images, a difference was observed between the control
and larvae subjected to the QDs, which means that the markings carried by the QDs differentiate
self-luminescence larvae. It can also be said that the larvicida compounds AMP, CA and Cys
act in digestive system of A. aegypti larvae, however, the AMP acts only on a part of the
digestive system, while CA and Cys act in all the larvae digestive system. In conclusion the
QDs of CdTe-AMP, CA-CdTe and CdTe-Cis act as good luminescent markers.

Keywords: Quantum dots. Marker. Larvicidal. Aedes aegypti.
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1. INTRODUCAO

1.1 Quantum Dots

Quantum dots (QDs) ou pontos quanticos sdo nanocristais de semicondutores que
apresentam diametro entre 1 a 10 nm. Devido a esta escala nanomeétrica, esses semicondutores
nanocristalinos estdo submetidos a um forte confinamento quéntico, fazendo com que as suas
propriedades Opticas se tornem dependentes do tamanho do nanocristal e sejam
significativamente diferentes se comparadas aos mesmos semicondutores macroscopicos (bulk)
(MEDINTZ et al., 2005; WANG; CHEN, 2011).

Assim como o0s semicondutores macroscépicos, os QDs tém suas propriedades
eletronicas descritas simplificadamente pela teoria de bandas. A banda de valéncia (BV) é um
conjunto de orbitais ligantes de menor energia completamente preenchidos e a banda de
conducdo (BC) é o conjunto de orbitais antiligantes, comumente vazios. A diferenca de energia
entre essas bandas ¢ denominada de band-gap (banda proibida - Eg), que corresponde ao valor
minimo de energia para promover um elétron da BV paraa BC (MORRISON; ESTLE; LANE,
1976; SWART, 2008).

A banda de valéncia e banda de conducédo sdo separadas por uma faixa proibida de
energia com valor ndo muito elevado (entre 0 e 4 eV), o valor de Eg para o semicondutor de
CdTe é 1,43 eV. Em determinadas condicGes tais como, aumento de temperatura, tenséo elétrica
ou quando um féton com energia maior que Eq4 é absorvido, os elétrons da BV podem ser
promovidos para a BC, gerando um par elétron-buraco, chamado de éxciton (Figura 1), que é
um estado ligado entre um elétron e um buraco devido a atragdo Coulombiana. O éxciton
formado apresenta tempo de vida de alguns nano-segundos e o processo de decaimento

energético para BV é denominado de recombinacéo excitonica (GAPONENKO, 1998).
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Figura 1. Representacdo da estrutura de bandas de valéncia e banda de conduc¢do, da energia de band-gap (Eg) e
do éxciton (par elétron-buraco), onde e representa o elétron e h*, representada o buraco.

O forte regime de confinamento quantico nos QDs ocorre quando o éxciton esta
confinado tridimensionalmente nas dimensdes do nanocristal, causando assim, uma diminuicao
do grau de liberdade do movimento do elétron em uma ou todas as dimensbes (BRUS, 1984;
EKIMOV; EFROS; ONUSHCHENKO, 1985). Em 1984, Brus, obtive uma expressao
aproximada para calcular a energia band-gap de quantum dots (equacéo 1):

2 2 2
EQD=Eg+{hnl1+ 1]}_ 1,8 e M

2R% |mg = my 41en€R

Onde, Epq representa a energia de band-gap do QD, Eg representa a energia de band-gap do
material bulk, m.* representa a massa efetiva do elétron, my* representa a massa efetiva do
buraco, R representa o raio do nanocristal, o refere-se a permissividade no vacuo e € representa
a constante dielétrica do sélido. O termo em destaque refere-se a aproximacao da particula na
caixa para o éxciton, de modo que explicita a relacdo entre a energia do band-gap e o raio da
nanoparticula encontrada nos QDs e o terceiro termo da equacdo refere-se a atracdo
coulombiana entre o par elétron-buraco (BRUS, 1984).

Como consequéncia do confinamento quantico, o tamanho das particulas de
semicondutores é reduzido, alcangando o valor de limite onde as propriedades (6ticas,
eletronicas, mecanicas e magnéticas) sao drasticamente alteradas. Ou seja, para a maioria dos
semicondutores, a reducdo do tamanho de particula provoca uma divisdo na distribuicdo de

energia de banda, gerando uma maior energia na banda proibida (Eg) (MANSUR, 2010).
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O controle do tamanho dos QDs, é efeito do confinamento quantico e esta relacionado
ao comprimento de onda de emissdo. Quando um foton de energia maior que Egq atinge esses
materiais, elétrons da BV sdo excitados e passam para a BC. Contudo, sua permanéncia no
estado excitado € curta, e os elétrons acabam retornando ao seu estado inicial. Neste processo
de retorno, o elétron libera parte da energia que foi adquirida em forma de fluorescéncia. O
valor de E4 varia de acordo com o tamanho da particula para um mesmo material, ou seja,
quanto maior o valor de Eg, menor serd o comprimento de onda de emissdo das particulas e
vice-versa, assim, particulas menores emitem em regides proximas ao azul (maior energia), ja
as particulas maiores possuem luminescéncia em regides proximas ao vermelho (menor
energia) (Figura 2) (DRBOHLAVOVA et al., 2009; JAMIESON et al., 2007; MANSUR,
2010).

4+ Banda de Condugao

Tl —
1]
> Ifg
@
& v oF ,

Banda de Valéncia
e 0060
&

Aumento de Tamanho

Figura 2. Representacdo da redugdo do tamanho de particulas semicondutoras dentro do regime de confinamento
quantico.

Devido as propriedades Opticas e eletronicas, e a capacidade de monitora-las atraves de
sua sintese, os QDs tém sido bastante estudados e aplicados em diversas areas, de eletrénica a
biologia. Como exemplos, pode-se citar: trabalhos de marcacdo de antigenos como proteinas e
carboidratos, em imunoensaios (DRBOHLAVOVA et al., 2009), utilizagcdo em células solares
(PAN et al., 2014), como marcador tumoral (KERMAN et al., 2007), em biossensores
(BOENEMAN et al., 2012; SZENT-GYORGY!I et al., 2008), entre outras aplicagdes.
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1.2 Sintese de QDs

Em geral, a sintese dos QDs abarca duas etapas, a etapa de formacéo dos nucleos e o
crescimento dos nanocristais. A formacdo de nanocristais depende necessariamente da juncédo
de moléculas e pequenos ions que possuem um ou mais atomos imprescindiveis para o
desenvolvimento do nanocristal. Estas moléculas (ions) sdo conhecidas como precursores, e
quando sdo introduzidos na reacdo se degradam, originando novas espécies reativas,
denominadas como mondmeros, que Sd0 responsaveis pelos processos de nucleacdo e
crescimento de nanocristais. Alguns fatores como: concentracdo dos precursores, valor de pH,
temperatura e tempo de aquecimento interferem na cinética dos processos de nucleagdo e
crescimento dos nanocristais, originando variacbes nas propriedades desses materiais
(DAGTEPE; CHIKAN, 2008; SANTOS et al., 2008).

As sinteses de QDs sdo realizadas de duas maneiras: bottom-up e top-down. No caso do
top-down, parte-se de um material macroscépico e esse vai sendo desgastado, utilizando-se
técnicas fisicas (ultrassom, irradiacdo de laser, entre outras) para chegar a estrutura e tamanho
almejado. Por outro lado, no bottom-up, o material é construido agregando-se ions ou
moléculas através de reacdes quimicas em meio coloidal, a fim de se formar os nanocristais
objetivados. Como beneficio deste Gltimo método, pode citar: a utilizacdo dos nanocristais em
aplicacOes biologicas, e a facilidade de realizar esta sintese coloidal em grande escala, em
comparagdo com outros métodos de sintese de nanoparticulas (SANTOS et al., 2008; SCHMID,
2003). Os QDs utilizados nesta dissertacdo sdo produzidos através da sintese coloidal
classificada como bottom-up.

A estabilidade dos sistemas coloidais abrange interacGes eletrostaticas ou ndo-
coulombianas (forcas de Van der Waals), as quais estdo relacionadas com a manutencdo do
sistema coloidal, agregacédo e coagulacdo das particulas. A dispersdo coloidal proporciona uma
certa tendéncia de minimizacdo da area interfacial (entre a fase dispersa e a fase dispersante) e
agregacédo das particulas, a fim de diminuir essa tendéncia pode-se utilizar moléculas orgéanicas
conhecidas como estabilizantes (DHONT, 1996).

Na sintese dos nanocristais, pode ser adicionado um agente estabilizante, que além de
impedir a agregacdo e precipitagdo das nanoparticulas, também atua controlando a cinética de
sintese, fornecendo estabilidade no meio de sintese, que pode ser aquoso ou organico, e
funcionalizando a superficie dos nanocristais (através de seus grupos funcionais). Atualmente

a utilizacdo de grupos tiois como estabilizantes € extensivamente aplicada para varios
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nanocristais em diferentes metodologias de sintese de QDs: CdSe, CdTe, entre outros (ZHANG
et al., 2003; ZHAO et al., 2013). Como exemplos de agentes estabilizantes podemos citar a
cisteamina (CA) e o acido mercaptopropidonico (AMP) bastante relatados na literatura por
fornecerem alta estabilidade e boa intensidade de luminescéncia aos QDs sintetizados (ZHANG
et al., 2003).

As primeiras sinteses de QDs foram relatadas em 1982, por Alfassi e colaboradores, que
propuseram a sintese de CdS e CdS-ZnS usando técnicas de quimica coloidal. No mesmo ano,
Ekimov e colaboradores, descreveram a obtencdo de nanocristais crescidos em matrizes de
vidro tendo como precurssores compostos metalicos e calcogenetos. A partir desse método foi
possivel obter nanocristais no sistema 11-VI, exemplo CdTe e CdSe, com baixa densidade,
porém em ambos 0s casos ndao foram relatados o controle e o tamanho das nanoparticulas
(ALFASSI; BAHNEMANN; HENGLEIN, 1982; EKIMOV; EFROS; ONUSHCHENKO,
1985).

Em 1990, Murray e colaboradores propuseram um novo método para produzir CdS,
CdSe e CdTe, através da injecdo rapida dos precursores organometalicos (dimetilcaddmio e
bis(trimetilsilil)selénio), usando solventes, em altas temperaturas (300°C), resultando em
nanocristais altamente monodispersos, com nanoparticulas que variavam entre 2 a 12 nm e,
quando comparados ao padrdo Rodamina B, obtiveram rendimento quéntico de fluorescéncia
de 80% (MURRAY; NORRIS; BAWENDI, 1993).

Em geral, as metodologias organometalicas permitem a producdo de QDs com valores
altos de rendimento quantico, dispersdo de tamanho, uma maior estabilidade quimica e a
possibilidade de sintese em escala maior. No entanto, possuem alta toxicidade, por este motivo
ndo podem ser aplicados em sistemas biologicos, necessitando de processos de purificacdo pos-
sintese, além de possuirem custo de producgéo elevado. Diante disso, € necessario que haja novas
metodologias de sintese de QDs, que possuam boas propriedades e que seus precursores nao
sejam tdo toxicos, viabilizando assim possiveis aplicacdes bioldgicas (SRINIVASAN;
PAINTER, 2007).

Um estudo de grande relevancia para sintese de QDs em meio aquoso foi realizado por
Rogach e colaboradores. Eles sintetizaram nanocristais de CdTe de alta qualidade em meio
aquoso utilizando estabilizantes com grupos tiol, além disso eles compararam diferentes
concentragcdes dos precursores e variaram a temperatura, a fim de produzirem nanocristais
estaveis e com boas propriedades Oticas, compativeis com os dos métodos organometalicos
(ROGACH et al., 1999).
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Atualmente, 0 método mais tradicional de sintese em meio aquoso de QDs é a partir da
reducdo do calcogénio em po e dos agentes redutores em excesso (borohidreto de sodio ou
hidrato de hidrazina). Contudo, essa metodologia € bastante toxica devido aos fortes agentes
redutores utilizados, também necessitando de processos de purificacdo poOs-sintese para
aplicagdes biolégicas (MURRAY; KAGAN; BAWENDI, 2000).

Os métodos de sintese em meio aquoso conferem baixo custo e menor toxicidade.
Porém, apresentam baixa eficiéncia quantica e pouca reprodutibilidade em alguns casos. Por
esta razdo, muitos estudos com intuito de desenvolver novas metodologias de sintese em meio
aquoso sdo realizados como, por exemplo, utilizando métodos eletroquimicos (SCHAFER,
2011).

Metodologias eletroquimicas para sintese de QDs possuem certas vantagens como nao
precisar utilizar agente redutor, proporcionando uma reacdo mais limpa e biocompativel,
possibilitando sua aplicacdo na area bioldgica e biomeédica. No emprego dessas metodologias é
preciso observar se os nanocristais possuem reprodutibilidade e qualidade semelhantes aos
produzidos pelos métodos organicos ou métodos tradicionais de sintese em meio aquoso (GE
etal., 2008; LI; ZHAO; TIAN, 2013).

As primeiras metodologias eletroquimicas produzidas para sintese de QDs foram
baseadas na geracdo dos precursores calcogenados (H2Te e H.Se) em meio aquoso. Este
processo pode ser dividido em duas etapas (LI; ZHAO; TIAN, 2013). Na primeira etapa ocorre
a preparacao do eletrodo calcogenado misturando-o ao grafite (selénio ou telUrio/ grafite),
sendo aquecido a uma temperatura de 50°C acima do ponto de fusdo do calcogéneo utilizado
na pressdo de 10 mbar, seguida pela reducéo do calcogéneo para producdo de H2Te ou HzSe
e sintese dos nanocristais. Essa metodologia foi empregada para a formagdo de nanocristais de
HgTe e CdSe, conferindo 6tima qualidade de nanocristais e boa reprodutibilidade. Contudo,
esse método apresentou certas desvantagens tais como: temperatura e pressao especifica para
producdo dos eletrodos de selénio e telrio, gerando dificuldade em realizar o processo em larga
escala (KOVALENKO et al., 2006; LI; ZHAO; TIAN, 2013).

Uma metodologia de preparacdo de calcogenetos (Te?, Se? e S?¥) simples, barata e
eficiente, foi descrita recentemente pelo nosso grupo de trabalho, onde os calcogenetos
preparados foram utilizados como precursores para a sintese de QDs via eletroquimica. Esta
metodologia se apresentou vantajosa ja que formou QDs altamente luminescentes, com

superficies positivamente e negativamente carregadas (dependendo do estabilizante utilizado),
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podendo ser reproduzida em larga escala, além de nado fazer uso de agentes redutores, sendo um
processo que contribui para a quimica verde (FREITAS et al., 2014; RIBEIRO et al., 2013).

1.3 Quantum dots como Marcadores Biologicos

Nos ultimos anos, os marcadores de nanocristais tém sido testados em diversas
aplicagdes bioldgicas e biotecnoldgicas que utilizam técnicas baseadas em fluorescéncia.

A utilizacdo dos QDs como marcadores fluorescentes esta associada ao processo natural
conhecido como endocitose, onde a célula absorve um material através da membrana o qual
ndo provoca efeitos graves na fisiologia habitual (SZENT-GYORGY!I et al., 2008).

Os primeiros trabalhos que exploram as caracteristicas dos QDs para fins de utilizacdo
como marcadores bioldgicos, foram publicados simultaneamente em 1998 (BRUCHEZ et al.,
1998; CHAN; NIE, 1998), onde é descrito o uso de CdSe no sistema core-shell. Bruchez e
colaboradores produziram nanocristais de semicondutores para serem usados como sondas
fluorescentes na coloracdo bioldgica e diagnostica. Ja Chan e Nie, acoplaram os QDs em
biomoléculas para a deteccao ultrassensivel de materiais bioldgicos especificos. Desde entéo,
surgiram diversas aplicacdes de diferentes QDs como marcadores de estruturas biologicas.
Esses novos métodos vém apresentando inimeras vantagens em relagdo aos corantes organicos,
que podem ser toxicos e sofrer rapida degradacdo, além de serem excitados em curto
comprimento de onda. Entre as vantagens para utilizacdo de QDs como marcadores pode-se
citar: emissdao em diversos comprimentos de onda para 0 mesmo material, elevada
fotoestabilidade; marcagdo simultanea de diversos componentes e estruturas celulares; o
material biologico pode ser analisado no proprio meio de cultura e podem se dirigir a alvos
moleculares especificos no interior das células (MARSH et al., 2007; SZENT-GYORGY!I et
al., 2008).

Os estudos de aplicagdes bioldgicas de QDs como marcadores biolégicos concentram-
se em trés frentes principais: producdo de biofarmacos, os associando a nanocarreadores, para
melhorar a cinética de liberacdo e atingir um determinado alvo; pesquisa na area de
biocompatibilidade e de biosseguranga de nanomateriais; aplicacdo de nanotecnologias
(nanomedicamentos) na prevencdo e tratamento de doencas de grande impacto econémico e
social (OLSSON et al., 2011).
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Wu e colaboradores foram os primeiros a demostrar que QDs podiam ser usados para
rotular, com eficiéncia e especificidade, alvos moleculares em nivel sub-celular. Nesse estudo,
0s QDs foram encapsulados dentro de um polimero de casca e foram biofuncionalizados com
moléculas (imunoglobulina e estreptavidina) e aplicados ao alvo receptor de superficie celular,
componentes do citoesqueleto (actina e microtibulos) e o antigeno nuclear, ambas as células
foram fixadas vivas. Foram utilizados simultaneamente QDs de duas cores diferentes (630 nm
e 535 nm), os quais foram comparados com o corante comercial Alexa. Os resultados
demonstraram que os QDs eram consideravelmente mais fotoestaveis que o corante Alexa. As
propriedades Opticas Unicas dos QDs, incluindo a fotoestabilidade estendida e a excitacéo
multicolor, indicam sua capacidade como novos fluoréforos para serem aplicados in vivo e in
vitro (JIN et al., 2011; WU et al., 2003; XING; RAOQ, 2008).

Estudos iniciais de imagens in vitro utilizando QDs em rotulagem de células, forma
desenvolvidos, usando PbS e PbSe estabilizados com grupos carboxilicos que foram obtidos
em solucdo aquosa por troca de ligantes de modo a marcar especificamente células alvo (HYUN
et al., 2007). QDs de CdS estabilizado com &cido 3- mercaptopropionico (AMP) foram
utilizados como ferramenta de imagem para marcar células de Salmonella typhimurium (LI,
SHIH; SHIH, 2007). Duan e Nie desenvolveram QDs revestidos com polietileno glicol (PEG)
enxertados por polietilenimina (PEI), que foram capazes de penetrar nas membranas celulares,
interrompendo organelas endossomas em células (DUAN; NIE, 2007).

Além da sua utilizacdo em estudo de rotulagem e nanossondas para imagiologia in vitro,
0s QDs tém sido amplamente usados como agentes de imagiologia in vivo (WENG et al., 2008).
No entanto, a profundidade de alvos faz com que as imagens de QDs in vivo sejam desafiadoras.
Para este tipo de aplicacdo, os QDs precisam ser de baixa toxicidade, alto contraste, alta
sensibilidade e fotoestaveis. Em 2002, Dubertret e colaboradores produziram um tipo de QD
CdSe/zZnS que foram encapsulados individualmente em micelas de fosfolipidios de copolimero
em bloco. Ap6s modificagdo adicional do DNA, o sistema QD-micela foi desenvolvido para
obter imagens fluorescentes de embrido de Xenopus. Além disso, apds a injecdo em embrides,
0 sistema QD-micelas mostraram alta estabilidade e ndo toxicidade (DUBERTRET et al.,
2002). Outro estudo desenvolvido por Ballou e colaboradores mostrou que QDs de CdSe/ZnS
podem apresentar alto contraste e profundidade de imagem em microscopia confocal, chegando
até a visualizar vasos sanguineos em ratos vivos. Eles confirmaram que os revestimentos de
PEG sobre as superficies dos QDs reduziam ainda mais a sua toxicidade e acumulagdo no figado
dos ratos (BALLOU et al., 2004).
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Outro trabalho importante com testes in vivo, foi relatado por Yong e colaboradores,
onde QDs de CdSe/CDS/ZnS revestidos com fosfolipidios/PEG (Polietileno glicol-enxertado)
e peptideos RGM (Arg-Gli-Asp) foram utilizados para segmentacdo de tumor. Esta conjugacao
apresentou boa luminescéncia, fotoestabilidade e biocompatibilidade para o diagnostico
precoce do cancer de pancreas (YONG et al., 2009).

Os QDs podem ser observados utilizando qualquer microscopia fluorescente (confocal
e multifocal), diferentemente dos fluor6foros convencionais, uma vez que com apenas um Unico
comprimento de onda pode-se excitar diversos tipos de QDs. A microscopia de fluorescéncia
baseia-se nas propriedades que algumas substancias possuem de emitirem fluorescéncia apds
absorverem energia (JARES-ERIJMAN; JOVIN, 2006; SIMBERG et al., 2007).

1.4 Dengue

A dengue é uma doenca infecciosa febril aguda, causada por um virus a qual pode se
apresentar na forma benigna ou na forma grave (anteriormente conhecida por hemorragica).
Seu agente etioldgico® é um arbovirus (virus transmitido por artropodes?) pertencente a familia
Flaviviridae, do género Flavivirus e sdo conhecidos quatro sorotipos® distintos do virus: DEN-
1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4. Quando uma pessoa € infectada por um desses sorotipos adquire
imunidade vitalicia para 0 mesmo e imunidade parcial e temporaria contra 0os outros trés.
Atualmente a dengue é considerada o principal problema de Salude Publica nos paises tropicais
e subtropicais do mundo, pois condigdes como temperatura e umidade favorecem o
desenvolvimento e proliferagdo do mosquito vetor (GUBLER, 1998; WHO, 2009).

O principal transmissor do virus causador da dengue nas Américas é o mosquito Aedes
aegypti. Outra espécie responsavel pela transmissao da dengue é o Aedes albopictus, no entanto
sua participacdo na transmiss&o do virus é maior na Asia. No Brasil encontra-se poucos casos
que relatam o A. albopictus como vetor da dengue (CECILIO et al., 2009; DE FIGUEIREDO
etal., 2010; MARTINS et al., 2012). A transmissao do virus da dengue ocorre pela picada do

! Nome dado ao agente causador de uma doenca. Normalmente, este causador precisa de um vetor para proliferar
a doenca.

2 Filo de animais invertebrados, que possuem exoesqueleto rigido e varios pares de apéndices articulados, cujo
namero varia de acordo com a classe (insetos, aracnideos, crustaceos, entre outros).

3 Refere-se a grupos de micro-organismos afins que causam a mesma doenca. Cada sorotipo representa um
conjunto de tipos de virus que causam a mesma resposta imune no organismo. Assim, sdo reconhecidos 4 tipos
semelhantes de virus que causam o mesmo conjunto de sintomas que caracterizam a dengue.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Doen%C3%A7a
https://pt.wikipedia.org/wiki/Vetor
https://pt.wikipedia.org/wiki/Animais
https://pt.wikipedia.org/wiki/Invertebrado
https://pt.wikipedia.org/wiki/Exoesqueleto
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ap%C3%AAndice_articulado
https://pt.wikipedia.org/wiki/Classe_(biologia)
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mosquito fémea infectada. Geralmente, a fémea adquire o virus ao se alimentar do sangue de
um doente que se encontra na fase de viremia (fase na qual o virus localiza-se circulando no
sangue, e comega um dia antes do surgimento da febre e dura até o sexto dia da doenca). O
virus fica localizado nas glandulas salivares do mosquito, onde se prolifera deixando o mosquito
infectante durante toda sua vida. A fémea infectada transmite o virus a sua prole, por via vertical
(quando o virus infecta o 6vulo ou ovo). O mosquito pode picar mais de uma pessoa para um
mesmo lote de ovos que produz, conseguindo infectar varias pessoas rapidamente, sendo esta
uma peculiaridade do mosquito da dengue conhecida como discordancia gonotrofica (DIAS et
al., 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2002; WHO, 2009).

A dengue se manifesta clinicamente em duas formas: a dengue classica e a dengue
grave. Os principais sintomas da dengue classica se caracterizam por febre alta (39° C a 40° C),
dor abdominal intensa e continua, dores de cabeca, manchas na pele, ndusea, vdmitos, anorexia
e sonoléncia. Na forma grave, além dos sintomas citados, ocorre extravasamento de plasma,
acumulo de liquido, dificuldade respiratéria, insuficiéncia cardiaca, hemorragia grave e até
mesmo faléncia dos érgdos (MARZOCHI, 1994; MS, 2013; WHO, 2015 (MARZOCHI, 1994;
MINISTERIO DA SAUDE, 2013; WHO, 2015).

De acordo com a organizacdo mundial da satde (OMS), os casos de dengue cresceram
drasticamente em todo mundo nas Gltimas décadas. O numero real de casos da doenga no mundo
é incerto, ja que muitos locais ndo notificam os casos e em outros a dengue é classificada de
forma errbnea. Estima-se que 390 milhdes de pessoas sao infectados pelo virus da dengue por
ano. Outro estudo aponta que cerca de 3,9 bilhdes de pessoas distribuidas em 128 paises estdo
em risco de infeccdo por dengue. Em 2008, somando-se os casos de dengue nas regides das
Américas, Sudoeste Asiatico e Pacifico Ocidental, foram registrados cerca de 1,2 milhdes de
casos confirmados de dengue. J4 em 2013 apenas nas Ameéricas foram registrados cerca de 2,35
milhGes de casos, caracterizando um aumento brusco. Na Europa os casos de dengue também
estdo aumentando; em 2012 houve um surto de dengue no arquipélago de Madeira em Portugal,
foram mais de 2.000 casos relatados. O aumento de pessoas infectadas pelo virus da dengue
também esta sendo registrado na China, Malasia e no Japdo. Estima-se que 500.000 pessoas
com dengue grave necessitam de internacdo todos os anos, destes uma grande parte séo
criancas. Cerca de 2,5% dos internados nao resistem e chegam a falecer (BHATT et al., 2013;
BRADY et al., 2012; WHO, 2015).

No Brasil, no periodo que compreende entre 04/01/2015 a 18/04/2015 foram registrados
745.957 casos notificados de dengue no pais. Em 2014 no mesmo periodo foram registrados

223.2 mil casos da doenca. Foram confirmados 404 casos de dengue grave, nesse mesmo
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periodo em 2014, foram confirmados 270 casos graves. Em relagdo aos casos de dbito
registrados no pais em 2014, foram contabilizadas 158 mortes. Nesse mesmo intervalo, no ano
de 2015 registrou-se 229 Gbitos, ou seja, cerca de 45% de casos a mais. Havendo assim um
aumento bastante significativo de pessoas infectadas em todo pais (MINISTERIO DA SAUDE,
2015).

Até o presente momento ndo ha disponibilidade comercial de vacina ou medicamento
que previna a doenga, sendo o controle do vetor o Unico método disponivel para interromper a
transmissdo do virus causador da dengue, seja pelo combate aos criadouros ou pela aplicacao
de inseticidas. Agdes governamentais de esclarecimento e conscientizagdo sao importantes para
que a populacdo compreenda e adote medidas que interrompam o ciclo de transmissao e
eliminem focos do vetor (DIAS et al., 2010; GUBLER, 1998).

O controle do vetor € feito através do uso de inseticidas, sendo esta a forma mais antiga
e também a mais utilizada para o combate de insetos. Compostos inseticidas podem ser de
origem natural ou sintética. Os inseticidas sdo compostos quimicos aplicados direta ou
indiretamente sobre os insetos para diminuir a incidéncia em diferentes fases do seu ciclo de
vida. Inseticidas que agem na fase de ovo sdo chamados de ovicida, j& os que atuam na fase
larval, sdo conhecidos como larvicida. Ha também os pupicidas e adulticidas (que agem na fase
pupal e na fase adulta respectivamente) (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

Parte dos estudos desse trabalho foi realizada com dois compostos larvicidas, visto que
a fase larval é a mais suscetivel, pois as larvas passam por todos o0s seus instas dentro da agua
e sO param de se alimentar nas Ultimas horas do ultimo instar larval (L4). Além disso, os
compostos larvicidas podem agir por contado (sdo absorvidos por uma espécie de cuticula da
larva) ou ingestdo (sdo ingeridos pelas larvas). As pulpas apesar de viverem na dgua ndo se
alimentam, assim sé podem ser eliminadas através da absorcdo. Em relagdo aos mosquitos, é
mais dificil de serem mortos, primeiro porque eles podem voar para lugares isentos de
adulticidas, segundo que para abranger uma maior area na tentativa de matar os mosquitos €
necessario a utilizacdo de adulticidas em larga escala, o que acaba encarecendo 0 processo
(BARRETO et al., 2006; RAMOS et al., 2009)

No Brasil, o larvicida mais utilizado até pouco tempo atrds era o organofosforado
temefds. A utilizacdo demasiada desse larvicida fez com que surgissem populacées resistentes
de larvas do mosquito A. aegypti. Desse modo é importante a busca por novos compostos
larvicidas ou inseticidas para o controle do mosquito e da dengue consequentemente
(FIOCRUZ, 2007).
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Atualmente existem varios estudos sobre compostos que apresentam potencial larvicida,
como exemplos pode-se citar: nanoparticulas de prata sintetizadas usando latex da planta
Plumeria rubra, onde o CLso (concentracdo letal para matar 50%) foi de 1,82 + 0,12 ppm. Pode-
se destacar também os larvicidas obtidos de 6leos de planta , a exemplo tem-se o 6leo das folhas
de Piper aduncum que obteve CLso de 46 + 2,99 ppm, e o0 6leo das folhas de Piper arboreum
apresentou CLsg de 55 + 3,52 ppm. Compostos isolados de planta também apresentam bons
resultados, como o geraniol e o safrol que obtiveram CLso de 81,6 +4,1e 49, 0 £ 1,5. Todos
os resultados CLso descritos foram realizados com larvas de A. aegypti no terceiro instar
(PATIL etal., 2012; SANTANA et al., 2015; SIMAS et al., 2004).

No entanto, a atuacdo destes larvicidas no organismo das larvas ainda € pouco
pesquisado. O estudo da acdo desses compostos € de fundamental importancia, para se saber
onde e como eles agem, assim a escolha de compostos larvicidas podera ser feita de maneira

mais consciente e adequada.

1.5 Aedes aegypti

Aedes aegypti € um mosquito, pertencente a classe Insecta, familia Culicidae e género
Aedes. Originario da Africa, € domesticado e adaptado ao ambiente urbano; utiliza-se de
recipientes artificiais para depositar seus ovos e para o desenvolvimento de sua fase larvéria,
podendo ser recipientes abandonados pelo homem que séo preenchidos pela agua da chuva,
como aqueles utilizados nos domicilios para depositar agua. E considerado como sendo o
vetor da dengue, febre amarela, febre zika e a chicungunha, sendo por este motivo o controle
de suas populacdes considerado interesse de saude publica (FIOCRUZ, 2007; FORATTINI,
1995; MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

O ciclo de vida do A. aegypti (figura 3) compreende quatro fases: ovo, larva, pupa e
adulto. Os ovos apresentam forma eliptica e sdo depositados pelas fémeas individualmente nas
paredes de depdsitos proximos a superficie da dgua. O nimero de ovos depositados esta
relacionado com a quantidade de sangue ingerido pela fémea. Em média, aproximadamente 3,5
mg de sangue é considerado suficiente para o desenvolvimento ovariano. A capacidade de
resistén cia dos ovos de A. aegypti a dessecacdo € um sério problema para sua erradicacao, pois

ap6s 0 amadurecimento completo, 0 ovo pode passar um periodo inativo (meses ou até anos),
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mas vivo, eclodindo ao entrar em contato com a agua (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; DIAS et
al., 2010).

MOSQUITO ADULTO {//

12 ESTADND
LARWVAL

48 ESTADMD
LARWAL

Figura 3. Ciclo de vida do A. aegypti. Adaptada do site: http://www.dengue.org.br/mosquito_aedes.html, data de
acesso: 12/08/2015.

As larvas podem se desenvolver em meio aquético ou criadouros artificiais tais como
pneus, garrafas, vasos, latas, caixas d’agua, tonéis e cisternas destampados (0s preferidos desses
insetos) ou em ambientes naturais como, aberturas em arvores e bromélias. Alimentam-se de
materiais organicos acumulados nas paredes e fundo dos depdsitos ou particulas organicas que
estdo presentes na agua. A filtracdo é a forma mais comum de alimentacdo, podendo filtrar até
dois litros de 4gua por dia (AHMAD et al., 2004; CONSOLLI; OLIVEIRA, 1994; MINISTERIO
DA SAUDE, 2007).

O corpo da larva (figura 4) pode ser dividido em cabeca, térax e abddmen.
Morfologicamente, as larvas sdo alongadas, vermiformes e esbranquicadas. A cabega possui
um par de antenas, olhos e aparelho bucal mastigador-raspador. O térax é mais largo que a
cabegca com segmentos fundidos e revestidos por cerdas. O abddmen é dividido em oito
segmentos, no Ultimo segmento localiza-se o sifao respiratorio (tubo de ar para a respiracdo na

superficie da agua), que é curto, grosso e mais escuro que o corpo.


http://www.dengue.org.br/mosquito_aedes.html
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Figura 4, Estagio larval do A aegypti, adaptada de:
http://medent.usyd.edu.au/photos/larvae_photographs.htm#aedesaeqypti, data de acesso: 12/08/2015.

Para respirar, a larva vai até a superficie, onde fica em posicdo quase vertical e
movimenta-se em forma de serpente, fazendo um “S” em seu deslocamento. As larvas possuem
também o lébulo anal, onde termina o tubo digestorio. No &pice do I6bulo anal, ao redor do
anus, encontram-se as papilas anais, com aparéncia de lingua. As larvas sdo sensiveis a
movimentos bruscos na agua e sdo fotofobicas, ou seja, sob feixe de luz, deslocam-se com
rapidez buscando refugio no fundo do recipiente (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; FORATTINI,
1995; MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

As larvas eclodem e passam por quatro estadios ou instares (L1 - L4). A mudanca entre
esses instares leva cerca de aproximadamente 24 horas. No Gltimo instar larval (L4) as larvas
param de se alimentar, devido a sua transformacdo para a nova fase (pupa). As pupas ndo se
alimentam e seu estado pupal dura aproximadamente dois dias. E nessa fase que ocorre a
metamorfose para a formacao do mosquito adulto. As pupas se mantém na superficie da gua,
flutuando, o que facilita a emergéncia do inseto adulto (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994;
FORATTINI, 1996).

Logo depois de emergir do estagio pupal, o inseto adulto pousa sobre as paredes do
recipiente, podendo permanecer assim durante varias horas, permitindo o endurecimento do
exoesqueleto e das asas, para ter forcas e voar, deixando o sitio de oviposicao. Os adultos de A.
aegypti estdo encarregados da fase reprodutora do inseto, e dentro de 24 horas apds emergirem,

0s insetos ja podem acasalar, o que vale para ambos 0s sexos. As fémeas necessitam apenas de


http://medent.usyd.edu.au/photos/larvae_photographs.htm#aedesaegypti
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um repasto sanguineo* (3,5 mg de sangue) para o amadurecimento dos ovos e estima-se que
uma fémea pode colocar ovos de 4 a 6 vezes, chegando a colocar cerca de 100 ovos em cada
vez. O A. aegypti adulto é escuro, com faixas brancas nas bases dos segmentos tarsais®,
apresentam antenas plumosas com palpos mais longos nos machos e pilos nas fémeas, o que 0s
difere morfologicamente. Medem cerca de 3 a 6 mm de comprimento e podem viver em média
de 30 a 35 dias (BARATA et al., 2001; FORATTINI, 1995; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

4 Processo fisioldgico fundamental no ciclo de vida de alguns mosquitos, onde as fémeas necessitam de
alimentagdo sanguinea para obtengdo de nutrientes necessarios ao desenvolvimento dos ovarios e maturagdo
dos ovos.

5 E a penultima porg¢do da perna dos insetos, apresenta-se nos adultos com um nimero de articulos variando
de um a cinco, os quais sdo denominados tarsomeros ou segmentos tarsais.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar quantum dots derivados de cadmio e teldrio com diferentes
estabilizantes e utiliza-los como marcadores luminescentes em larvas de Aedes aegypti em

instar L4.

2.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar e caracterizar QDs de CdTe-AMP, CdTe-CA e CdTe-Cis por via
eletroquimica;

e Auvaliar os QDs estabilizados com acido 3-mercaptopropibnico, a cisteamina e a L-
cisteina frente as larvas de Aedes aegypti no instar L4;

e Encontrar a concentracdo letal para matar 50% das larvas de Aedes aegypti dos
compostos: acido 3-mercaptopropidnico, cisteamina e L-cisteina;

e Marcar e realizar as imagens através do microscépio de fluorescéncia das larvas de
Aedes aegypti em instar L4 com diferentes concentracdes de QDs CdTe-AMP, CdTe-
CA e CdTe-Cis;
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3. PARTE EXPERIMENTAL

As metodologias descritas a seguir (3.2 e 3.3), foram desenvolvidas por Ribeiro e
colaboradores (2013).

3.1 Produtos Quimicos e Equipamentos

Para a realizacdo das sinteses utilizou-se apenas reagentes comerciais: Teldrio elementar
(Te% em pd (99,8%, 200 mesh, Sigma Aldrich), cloreto de cadmio (CdClz, 99,99%, PM 183,32
g mol?, Sigma Aldrich), Acido 3-mercaptopropidnico (AMP) (C3HsO.S, PM=106,05 g.mol*,
d=1,22 g.mol™, 99+%, Sigma Aldrich) e Hidrocloreto de cisteamina (CA) (C2H7NS.HCI, 97%,
Fluka). Gel comercial da marca P. Fill (GPF), foi utilizado, lote: 032, fabricado em setembro
de 2014. O gel foi comprado no supermercado Extra bom. As medidas de pH foram realizadas

em um pHmetro modelo 744 pH (Metrohm).

3.2 Metodologia de Reducéo do Tellrio Elementar (Te°)

As eletrdlises do Te® em p6 foram realizadas na célula eletroquimica descrita na figura
5, onde: (1) representa uma grade de ago inoxidavel (0,5 x 40 cm) que foi usada como eletrodo
auxiliar (dnodo) em um compartimento de vidro com solucdo eletrolitica de NaOH 0,2 mol.L*
separada por um membrana Nafion®; (2) representa o eletrodo de trabalho, composto por uma
grade de ago inoxidavel com area de aproximadamente 2 cm?; (3) representa a entrada do gas
argonio e (4) representa a solugo eletrolitica com solugdo de NaOH, 0,2 mol.L e a massa de

Te para eletrolise.
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Figura 5: Célula eletroquimica utilizada para redugdo de Te® em pd (adaptado de Freitas et al., 2014).

Na eletrélise de Te® em pd, uma massa de 6,5 mg (0,05 mmol) de teltrio em po foi
adicionada a 30 mL de NaOH 0,2 mol L. A eletrélise foi considerada completa quando a
solucdo passou da coloragdo roxa intermedidria para uma coloragdo completamente

transparente garantindo a presenca de ions telureto (Te?) em solugéo.

3.3 Metodologia de Sintese de QDs

Os QDs de CdTe-AMP e CdTe-CA, foram sintetizados de acordo com 0 esquema
exemplificado na Figura 6. Na primeira etapa do esquema, tem-se a mistura do cloreto de
cadmio e o estabilizante, na segunda etapa a solucdo foi adicionada a cela eletroquimica
contendo teldrio reduzido e na terceira etapa os QDs sintetizados foram deixados sob tratamento

térmico.
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Figura 6: Esquema das etapas de sintese dos QDs.

3.3.1 Sintese de CdTe tendo como Estabilizante o Acido 3-mercaptopropionico (proporgio
—Te:Cd:AMP/ 1:2:2,4)

Foi adicionado a um béquer de 50 mL 18,8 mg de CdCly, dissolveu-se em 10 mL de
agua e acrescentou-se 10 uL. de AMP. O pH foi ajustado para 11 com auxilio de uma solucéo
de NaOH 1M. Toda essa solucéo foi colocada em um bal&o de 100 mL sob atmosfera de argonio
durante o periodo de 5 min. Decorrido o tempo, esta solucéo foi adicionada na solucao de telurio
reduzido com NaOH com auxilio de uma seringa, havendo a formagao de QDs. A solucdo de
QDs foi deixada no baldo de 100 mL sob tratamento térmico a uma temperatura de 130°C por

um periodo de 2h.

3.3.2 Sintese de CdTe tendo como Estabilizante o Hidrocloreto de Cisteamina (CA)
(proporgéo — Te:Cd:CA/ 1:5:12)

Foi adicionado 46 mg de CdCl, e 68 mg de CA a um baldo de 125 mL. A solugéo foi
deixada sob atmosfera de argbnio durante 5 min. Apos esse tempo, essa solucdo foi adicionada
a solucdo de telurio reduzido (descrita anteriormente). Observou-se uma coloracdo alaranjada

referente a formacdo de QD. O pH da solucdo de CdTe-CA foi ajustado para 6, com uma
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solugdo de HCI 1mol.L™, depois a solucdo foi deixada sob aquecimento na temperatura de
130°C por um periodo de 2h.

3.3.3 Sintese de CdTe tendo como Estabilizante a L-cisteina (Cis)

Em um béquer de 50 mL, foi adicionado CdCl.e Cis, em seguida a mistura foi dissolvida
em 10mL de &gua. O pH da solugdo foi ajustado com uma solucdo de NaOH 1M.
Posteriormente, essa solugéo foi colocada em um baldo de 125 mL sob atmosfera de argonio
durante o periodo de 5 min. Transcorrido esse tempo, a essa solugdo foi adicionada com auxilio
de uma seringa a solucdo de teldrio reduzido com NaOH. As quantidades de CdCl, e Cis, bem
como o pH estdo descritos na Tabela 1. Cada solucdo foi deixada sob aquecimento na

temperatura de 130°C, por cerca de aproximadamente 2h.

Tabela 1: ProporgGes e massas dos precursores para a sintese de QDs Te:Cd:Cis.

Te:Cd:Cis Te:Cd:Cis Te:Cd:Cis Te:Cd:Cis Te:Cd:Cis Te:Cd:Cis
1:2:5 1:2:5 1:2:5 1:5:10 1:5:10 1:5:10

9,0 11,0 13,0 9,0 11,0 13,0

18,3 mg 18,3 mg 18,3 mg 45,7 mg 45,7 mg 45,7 mg

30,2 mg 30,2 mg 30,2 mg 60,5 mg 60,5 mg 60,5 mg

3.4 Técnicas de Caracterizacao

A caracterizagdo Optica dos materiais sintetizados foi realizada através de espectros de

absorcéo realizado no Laboratério de Eletrossintese — LES no DQF-UFPE, em um espectro
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Varian/Cary 50 com lampada de xendnio. Ja as medidas de fluorescéncia foram realizadas no
Laboratorio de Analises Quimicas —LAQIS na UFRPE, em um espectofluorimetro Shimadzu
RF-5301PC com lampada de xendnio utilizando fenda de emisséo de 5 nm, fenda de excitagédo
de 5 nm e incremento 1. Para a caracterizacdo estrutural, foi realizada no CETENE (Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste) a andlise por difratograma de Raios-X de pd, em um
difratbmetro de Raios-X (DRX) Bruker modelo D8 Advance com fonte de Cu(Ka) nas
condicBes de 20 de 15° a 60° na taca de 0,03°. min™. Foi adicionado isopropanol na amostra
de QD para analise de DRX, na proporcédo de Alcool:CdTe 1:1. Posteriormente a amostra foi
centrifugada, em centrifuga Scilogex (modelo DM0412E) com 4500 rpm durante cerca de 10
min. Depois da centrifugacdo o precipitado foi depositado em substrato de vidro e seco sob

vacuo, para realizacdo de DRX de po.

3.5 Obtencéo e Cultivo das Larvas

As larvas que foram utilizadas no trabalho sdo originarias da colénia do A. aegypti
Linneaus (cepa Rockefeller) do insetario do Laboratério de Ecologia Quimica da UFPE. A
temperatura do insetario foi mantida constante em 28°C, umidade relativa de 58% e
fotoperiodismo de 14D:10N. A cepa Rockefeller é cultivada e utilizada em diversos
laboratdrios de entomologia, uma vez que é referéncia de suscetibilidade, o que permite uma
padronizacdo e sua aplicacdo em bioensaios para comparagdo de resisténcia com populagdes
locais (FIOCRUZ, 2007).

3.6 Bioensaio Larvicida

A atividade larvicida dos compostos estudados neste trabalho foi avaliada segundo uma
adaptacdo descrita por Navarro e colaboradores do método recomendado pela OMS. Os
bioensaios foram realizados no Laboratério de Ecologia Quimica, do DQF -UFPE
(NAVARRO et al., 2003; WHO, 1981).

Para a realizacdo do teste larvicida preliminar, que determina a faixa de concentragao

de atuacdo de substancia ativa, uma solucdo estoque de 100 ppm foi preparada diluindo 0,005
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g dos compostos (AMP e CA) e completada a um volume de 50 mL com agua destilada. A
partir desse estoque, por meio de diluicdo com agua destilada, prepararam-se trés solu¢fes com
concentragdes 10, 50 e 100 ppm.

Os ensaios foram realizados para diferentes concentragdes da amostra e, para cada
ensaio, um controle foi realizado com agua destilada. Vinte larvas do mosquito A. aegypti no
quarto instar inicial (L-4) foram colocadas em copos de pléastico descartaveis (50 mL) contendo
20 mL da solucdo. A mortalidade das larvas, assim como possiveis alteragdes morfologicas e
comportamentais, foram registrados apds um periodo de 24 e 48 horas a partir do inicio do
experimento. As larvas foram consideradas mortas quando ndo responderam a estimulos ou
quando ndo mantiveram um movimento de imergir e emergir até a superficie da solucéo.

Através dos resultados obtidos nos testes preliminares foi possivel determinar as
concentragdes que seriam testadas nos ensaios seguintes. Os bioensaios seguiram a mesma
metodologia utilizada nos testes preliminares, no entanto foram realizados em triplicata para
manter a confiabilidade dos resultados. Realizou-se varios testes com 0 mesmo composto, para
definir os pontos que foram utilizados no célculo da CLsp, calculada através da analise de Probit
(FINNEY, 1971) com o emprego do software Statplus® 2008 for Windows.

3.7 Aplicacao dos QDs como Marcadores de Larvas de A. aegypti

A marcacdo de larvas de A. aegpyti em instar L4 ocorreu inicialmente no Laboratorio
de Ecologia Quimica, no DQF-UFPE, onde larvas sob diferentes concentracdes (100, 50, 25 e
15%) foram expostas por 2h a QDs de CdTe-CA e CdTe-AMP. Os QDs de CdTe-Cis foram
expostos por 30 min. Transcorrido esse periodo, foi verificado se as larvas luminesciam através
de uma lampada de UV (ultravioleta) de comprimento de onda de 365 nm. Em seguida, foram
realizadas imagens no Microscopio de fluorescéncia - ZEISS Observer Z.1 Apo Tome, da
marca Zeiss e modelo AXIO OBSERVER Z1. As imagens foram obtidas com as larvas de A.
aegypti vivas, mas imobilizadas pelo GPF. O GPF foi depositado sob uma lamina, logo depois,
uma larva foi colocada sob o mesmo e coberta com uma laminula para realizacdo das
microscopias. As imagens de microscopia de fluorescéncia foram realizadas com as larvas

expostas ao controle e aos diferentes QDs.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese dos QDs de CdTe- AMP e CdTe-CA

4.1.1 Reducéo do Te°

O processo de eletrorreducdo de Teldrio elementar (Te®) para telureto (Te?) foi
realizado segundo Ribeiro e colaboradores (RIBEIRO et al., 2013) e posteriormente aplicado
na sintese de QDs de CdTe com diferentes estabilizantes. Para a reducio eletroquimica do Te?,
ndo foi utilizado um agente redutor quimico em solucédo a fim de diminuir a toxicidade dos
QDs, visando aplicagdes bioldgicas e na perspectiva da quimica verde.

A eletrorreducéo do Te® para fons de telureto (Te%), ocorreu a corrente constante (-70
mA) e atmosfera inerte com borbulhamento de argdnio para manter a solugéo livre de oxigénio,
evitando assim, oxidacdo das espécies formadas. A célula eletroquimica (Figura 5) utilizada
apresenta eletrodos de baixo custo, é de facil manipulacdo e pode ser facilmente aplicada em
larga escala. Esta é uma célula tradicional, com eletrodo de trabalho (catodo) de rede de ago
inoxidavel e um eletrodo auxiliar (&nodo) feito do mesmo material colocado em um
compartimento de vidro separado, com solucéo de NaOH 0,2 mol.L (pH 13). O meio reacional
com pH fortemente basico é necessario para a obtencdo da espécie Na Te, evitando a formacao
das espécies NaHTe e HoTe, que ocorrem em pHs mais baixos.

O teltrio elementar foi disperso em solucdo aquosa de NaOH 0,2 mol L%, que foi
eletrorreduzido formando o ion Te? (equacéo 2). No transcorrer da eletrdlise, observa-se uma
mudanca de coloragdo da solucdo, passando de cinza turvo, devido ao teldrio elementar
disperso, para o violeta (Figura 5a e 5b) que indica a formagdo do ditelureto (Tez?). O ion
ditelureto é formado a partir da reagdo de comproporcionamento entre o fon Te® e o tellrio
elementar (equacéo 3). Apds o consumo total do Te® e do Te,™ presente em solugdo (equacio
4), a mesma fica transparente (Figura 5b), o que caracteriza a formagcéo de ions Te? (ja que o
fon telureto é incolor na faixa do visivel) representando o final da eletrorreducdo do telurio,
caracterizando um processo total de 2e- (MURRAY; KAGAN; BAWENDI, 2000; MYERS,
2007; RIBEIRO et al., 2013).
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Tedy + 2e” = Tel, (2)
Tel + Tedy - Telan 3)
Telq + 2~ = 2Tely (4)

Figura 7: Esquema ilustrativo das etapas de reducéo do telurioTe, onde (a) representa a formagéo de fons Te?;
(b) representa a formacéo de Te,2 e (c) representa o consumo total de teltrio elementar e a formacgdo de Te?.

4.1.2 Determinacgdo dos Compostos Estabilizantes

Foram selecionados compostos estabilizantes com diferentes grupos funcionais com
possivel atividade larvicida, a fim de identificar como 0os mesmos atuam no organismo de larvas
de A. aegypti, através de marcacgéo bioldgica utilizando QDs de CdTe.

Na literatura, encontram-se estudos que apontam compostos derivados de Oleos
essenciais, que possuem em sua constituicdo &cidos graxos, exibindo atividade inseticida,
larvicida e de repeléncia (ALI et al., 2012). Oliveira e colaboradores averiguaram a atividade
larvicida de acidos carboxilicos sintéticos em larvas de A. aegypti, os quais indicaram que o
aumento da cadeia carbdnica, aliado as altera¢des nas funcdes organicas adicionais, promoveu
uma melhoria na atividade larvicida dos compostos testados (OLIVEIRA et al., 2013). Desta
forma, € possivel afirmar que compostos com a funcdo (-COOH) podem ser promissores em
estudos de atividade larvicidas e mecanismo de acao.

Dentre os compostos acidos utilizados como estabilizantes em QDs de CdTe destacam-
se 0 &cido 3-mercaptopropiénico (AMP) presente na Figura 8a, j@ amplamente utilizado como
estabilizante, proporcionando QDs com alta estabilidade e 6timas propriedades 6pticas (CHO
et al.,, 2007; ZHAO et al., 2015). Além disso, em um estudo desenvolvido por Mayer e
colaboradores, a atividade do AMP contra o crescimento de Acinetobacter baumannii foi
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avaliada, onde o mesmo inibiu o desenvolvimento bacteriano das cepas analisadas (MAYER et
al., 2012).

Alguns estudos mostram que certos compostos bactericidas também podem apresentar
atividade larvicida. Karthikeyan e colaboradores sintetizaram nanoparticulas de prata utilizando
folhas de Melia dubia, com atividade bactericida contra Bacillus subtilis, Proteus mirabilis,
Klebsieilla pneumoniae, Escherichia coli, e Vibrio cholerae. Além disso, essas nanoparticulas
apresentaram boa atividade frente as larvas do 4° instar de Culex quinquefasciatus
(KARTHIKEY AN et al., 2014). Com isso, acredita-se que o AMP, possa desencadear algum
estimulo frente as larvas de A. aegypti.

Com o objetivo de comparar a atuacdo de diferentes larvicidas, frente as larvas de A.
aegypti, decidiu-se mudar a funcdo acida mantendo o grupo tiol (-SH) com alta interacdo com
a superficie inorganica dos QDs. Uma pesquisa realizada por Cline, que testou varios tipos de
aminas (polares e ndo polares), indicou que as mesmas possuem atividade larvicida contra as
larvas no 4° instar de A. aegypti. Desse modo, optou-se por utilizar o CA presente na Figura 8b,
gue apresenta uma estrutura similar ao AMP, onde o grupo acido é substituido para funcao
amina (-NH), sabendo que este composto ja é descrito como estabilizante em QDs com alta
qualidade (CLINE, 1972).

Outro composto, comumente utilizado como estabilizante em QDs, selecionado para ser
testado foi a Cis (Figura 8 c). A Cis apresenta em sua estrutura um grupo acido como o AMP e
um grupo amina como a CA, além de um grupo tiol, presente em ambos, podendo assim ser
utilizada a fim de comparacdo estrutural. Este composto apresenta baixa toxicidade em seres

humanos, ja que é um aminoacido presente no organismo humano.

a) o b) c) H,N ::H
HS HO
0]
Acido Mercaptopropi6nico Cisteamina L-cisteina

Figura 8. Representacdo da estrutural do AMP (a), CA (b) e Cis (c).

4.1.3 Sintese dos QDs de CdTe-AMP e CdTe-CA
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O procedimento utilizado para a sintese dos nanocristais de CdTe com os estabilizantes
AMP e CA, foi baseado na metodologia descrita por Ribeiro e colaboradores (RIBEIRO et al.,
2013), com algumas modificacdes. A sintese de CdTe-AMP foi realizada na propor¢do de
1Te:2Cd:2,4AMP, partindo de 0,05 mmol de Te®.

Apo6s a eletrorreducdo do teldrio, foi preparada a solugdo contendo o CdClz e o
estabilizante AMP. O pH da solucéo foi ajustado para 11 com auxilio de uma solu¢do NaOH
1M, com o intuito de desprotonar o grupo tidlico, para reagir com os ions Cd?* presentes na
solugdo formando o complexo Cd?*(SCH.CH.COO)?, o qual foi mantido sob argonio durante
5 min. Posteriormente, a solucdo contendo o complexo (Cd-AMP) foi adicionada a solucgéo de
Te? eletroreduzido em solucdo de NaOH, onde foi observado uma coloragdo avermelhada
(Figura 9), referente a formacéo dos QDs de CdTe-AMP.

Figura 9: Foto da solucéo no final da eletrélise (a) e ap6s formacéo dos QDs de CdTe-AMP (b).

Em relacéo a sintese de CdTe-CA, a proporcao utilizada foi de 1Te:5Cd:12CA, também
partindo de 0,05 mmol de Te®. A solugio formada por CdCl,, estabilizante e agua, foi
adicionada a solucdo de Te? formando rapidamente o CdTe-CA de cor alaranjada, como
observado na figura 10. O pH da solucéo foi ajustado depois da formacdo dos nanocristais,
com intuito de estabiliza-los devido & protonacdo do grupo NH2 da CA para dispersao dos

nanocristais. O pH final dos nanocristais foi igual a 6.
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b}

Figura 10: Foto da solucdo no final da eletrdlise (a) e apds formagdo dos QDs de CdTe-CA (b).

As solugOes de CdTe-AMP e CdTe-CA foram deixadas sob aquecimento (130°C) por
um periodo de 2 horas, para crescimento dos nanocristais. Os QDs de CdTe-AMP e CdTe-CA
apresentaram emiss@es no vermelho e amarelo, respectivamente, quando submetidos a luz UV

com comprimento de onda de 365 nm.

Figura 11: Amostra de QDs CdTe-AMP e CdTe-CA respectivamente, na concentragao de 100% apds o tratamento
térmico (a) e as mesmas amostras sob UV A 365 nm (b).

Os QDs sintetizados de CdTe-AMP e CdTe-CA foram caracterizados por

espectroscopia de absorgédo e emissdo (Figura 12).
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Figura 12: Espectro de absorcdo e emissdo, com o valor de FWHM dos QDs de CdTe-AMP (a) e CdTe-CA (b)
na concentragdo de 100%.

Através do espectro de absorcdo, em 2003, Yu e colaboradores desenvolveram a
equacao empirica (equacdo 5) para calcular o tamanho médio das particulas dos nanocristais de
CdTe (YU et al., 2003).

D(CdTe) = (9,8127 x 1077)A% — (1,7147 x 1073)2% + (1,0064)1 — 194,84 (5)

onde, D (nm) representa o diametro dos QDs e A (hm) representa 0 comprimento de onda da
primeira absorcdo excitonica dos nanocristais de CdTe.
Também através do espectro de absorcdo, segundo a lei de Lambert-Beer (equagao 6) é

possivel calcular a concentracdo das amostras em nanoparticulas por mL.
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A=¢.cl (6)

Onde A, representa a absorbancia, ¢ € a concentracdo da amostra e |, representa o
caminho 6tico que nesse caso € o comprimento da cubeta de quartzo de 1 cm. O coeficiente de
extingdo por mol de particula (g) foi calculado por Yu, ¢ colaboradores para nanocristais de
CdTe, através da energia de transicdo que corresponde ao primeiro pico de absor¢do AE em eV,
bem como o didmetro da particula (equacdo 7). O valor de € para nanocristais nao ¢ afetado
pelas condigbes experimentais, método de sintese, troca de ligantes na superficie ou por
solventes, sendo um método valido sob qualquer variacdo experimental de sintese de QDs (YU
etal., 2003). O AE, representa a energia de transi¢ao correspondente a primeira transi¢ao optica

do primeiro estado excitado em eV e r é o didmetro do nanocristal em nm.

€ = 3450 AE(r)** (7

Foram realizadas diluices das solucbes de QDs de CdTe-AMP e CdTe-CA (50, 25 e
15%), a fim de encontrar a menor concentracdo possivel para marcar as larvas de A. aegypti.
Na figura 13 encontram-se os espectros de absorcdo das diferentes concentragcdes de CdTe-
AMP e CdTe-CA.
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Figura 13: Espectro de absorcdo das diferentes concentracdes de QDs de CdTe-AMP (a) e CdTe-CA (b) na
concentragdo de 100% e suas diluices.

De acordo com os dados obtidos pelos espectros de absor¢do utilizando a equacdo de
Yu, foi possivel calcular o tamanho dos nanocristais e as concentracdo de nanoparticulas por
mol dos QDs de CdTe-AMP e CdTe-CA, pelos espectros de emissdo foi medido o valor da
largura a meia altura (full width at half height- FWHM) para os QDs, estas informacdes estdo
descritas na Tabela 2 (YU et al., 2003).

Tabela 2. Valores do comprimento de onda da primeira absorcéo exciténica, didmetro, FWHM (largura & meia
altura), concentracdo em porcentagem e concentracdo em nanoparticulas por mol para os QDs de CdTe-AMP e
CdTe-CA.
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QDs Aabs D Aem  FWHM Concentracao Concentracao

(nm)  (nm) (nm) (nm) (%) (nanoparticulas/mol)

CdTe- 599 3,60 630 93,7 100 1,34 x10°®
AMP 50 7,02 x10”
25 3,64 x107

15 2,30 X107

CdTe- 548 3,22 577 35,9 100 6,75 x10®
CA 50 3,58 x10°
25 1,58 x10°®

15 1,0 x10°®

Os QDs sintetizados apresentaram o diametro de 3,60 nm para 0 CdTe-AMP e 3,22 nm
para 0 CdTe-CA mostrando que o crescimento do nanocristal de ambos foi acentuado com o
aumento da temperatura. O CdTe-AMP e CdTe-CA luminesceram em 630 nm (vermelho) e
577 nm (amarelo) e apresentaram espectros de emissao simétricos, com valores de FWHM de
93,7 e 35,9 nm respectivamente, estando de acordo com os valores de FWHM de QDs
encontrados na literatura que variam aproximadamente entre 30 a 100 (RESCH-GENGER et
al., 2008). Os valores de FWHM encontrados para CdTe-AMP e CdTe-CA indicam formacao
de nanoparticulas com poucos defeitos. Os resultados obtidos nesse trabalho para as sinteses
de QDs de CdTe-AMP e CdTe-CA estdo de acordo com os da literatura (GAPONIK et al.,
2002; LI; QIAN; REN, 2005).

4.2 Sintese e Caracterizacdo dos QDs de CdTe-Cis

A sintese eletroquimica de QDs de CdTe estabilizados com L-Cisteina € inédita na
literatura, entdo foram testadas diferentes condicdes reacionais para atingir as melhores
propriedades dpticas. Foram sintetizados QDs de CdTe-Cis nas proporcdes de 1Te:2Cd:5Cis e
1Te:5Cd:10Cis, partindo de 0,05 mmol de Te?, com pH 9, 11 e 13, o pH das solugdes foram
modificados com auxilio de uma solu¢do de NaOH 1M. Sendo a proporcao inicial baseada no
artigo de Li e colaboradores (LI; SHIH; SHIH, 2010), que sintetizaram CdTe-Cis com
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metodologia tradicional utilizando o agente redutor NaBH4. A solucdo de precursor de CdCl» e
Cis em agua, foi preparada em pH 10-11 para desprotonacao dos grupos tiol (- SH) e carboxilato
(- COO), em seguida esta solucéo foi deixada sob argonio durante 10 min e entédo adicionada

a solucéo de Te? formando o CdTe-Cis de cor laranja escuro, como observado na figura 14.

Figura 14: Foto da solucgéo no final da eletrdlise (a) e apds formacéo dos QDs de CdTe-Cis (b).

As solucbes de CdTe-Cis em diferentes propor¢Ges e pHs foram deixadas sob
aquecimento (130°C) por um periodo de 2 horas para crescimento dos nanocristais. A
proporcao de 1Te:2Cd:5Cis nos trés pHs testados e a proporcao de 1Te:5Cd:10Cis nos pHs 9
e 11, apresentaram baixa luminescéncia, além de formarem precipitados. Assim, a propor¢ao
escolhida foi a de 1Te:5Cd:10Cis em pH 13, j& que ndo houve formagdo de precipitado e
apresentou boa luminescéncia. Durante a sintese de CdTe-Cis (1Te:5Cd:10Cis em pH 13)
foram retiradas aliquotas de 3 mL a cada 15 min de reacdo para acompanhar o crescimento dos
nanocristais, ambas apresentaram boa luminescéncia sob excitacdo com luz UV 1 365 nm,

exceto a aliquota de 105 min, que foi descartada (Figura 15).

15 30 45 60 75 90 105
min  min min  min min  min min

Figura 15: Aliquotas retiradas com tratamento termico de 15 a 105 min (a) e as mesmas aliquotas sob UV 1 365
nm (b).
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As aliquotas foram caracterizadas por espectroscopia de absor¢do e emissdo. O

crescimento foi monitorado como mostrado na Figura 16.
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Figura 16: Espectros de absor¢do (a), emissdo (b) e o crescimento das nanoparticulas (c) com o tempo de
aquecimento dos QDs de CdTe-Cis.

De acordo com os espectros de absorcdo e fazendo uso das equacbes de Yu, 5 e 6
(descritas anteriormente), foi possivel calcular o didmetro dos nanocristais (nm) e o valor da
concentracdo das amostras (nanoparticulas/mol) em diferentes tempos de tratamento térmico.

Os dados obtidos encontram-se dispostos na Tabela 3.

Tabela 3. Valores do comprimento de onda, didmetro e concentragdo em nanoparticulas por mol dos QDs de
CdTe-Cis em tempos diferentes, com a mesma temperatura de 130° C.

1,76 x10°®

574 3,45 1,65 x10°®
581 3,51 1,54 x10°®
592 3,99 1,32 x10°
604 3,69 1,24 x10°®
614 3,79 1,11 x10°
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E possivel dizer que com o transcorrer do tempo entre 15 a 90 min, o didmetro dos
nanocristais aumenta rapidamente com uma taxa de crescimento praticamente constante, como
é observado na Figura 16c. A concentragdo das nanoparticulas em solucdo diminui devido a
etapa de envelhecimento de Ostwald, onde as particulas menores se dissolvem alimentando as
particulas maiores, diminuindo assim a concentracéo total de particulas (FLORES et al., 2012).

Os espectros de emissdo das aliquotas apresentaram um maximo de comprimento de
onda que variou de 568 a 635 nm, foi possivel notar ainda, que 0s espectros de emissdo sao
simétricos, 0 que indica que as amostras sdo homogéneas. Um estudo realizado por Li e
colaboradores, mostrou que o comprimento de onda dos espectros de emisséo variou de 480 a
650 nm (do verde ao vermelho), para QDs de CdTe, vale ressaltar que a metodologia e
parametros utilizados ndo foram os mesmos (temperatura 100°C, tempo de 1 a 5 horas e pH
entre 7,2 — 9,0), justificando o fato de que em pouco tempo de tratamento térmico as

nanoparticulas ja estivessem emitindo em comprimento de onda de 568 nm.

L A, = 576 nm - 1.0
1,2 - Tg
e y -08 =
m: 1,0- 'g
3 y N
= 0,84 -06 5
g o FWHM = 44,92 nm =
© -
2 06 04 G
2 8
2 0,4' g
1 -0,2 €
0,2 - £
0’0 T Y T v T T T v 0’0
400 500 600 700 800

Comprimento de Onda (nm)

Figura 17: Espectro de absorgdo e emissdo, com o valor de FWHM dos QDs de CdTe-Cis na concentragdo de
100% e com tratamento térmico de 30 min de reagao.

Ap06s 30 min de aquecimento, o espectro de absorcao apresentou uma banda de absorcéo
em 581 nm. No espectro de emissdo foi observada uma banda com comprimento de onda

méaximo em 576 nm. Com relacdo a largura de banda, observa-se uma banda de emissdo estreita
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de 44,92 nm, ca racterizando um sistema de particulas com poucos defeitos de superficie (LI;
SHIH; SHIH, 2010; ZHAO et al., 2009).

Foram realizadas dilui¢des da aliquota de 30 min dos QDs de CdTe-Cis (50, 25 e 15%),
para encontrar a menor concentracdo possivel para utilizar na marcacao das larvas de A. aegypti.

Na Figura 18, observa-se o espectro de absorc¢ao das diluigdes.

1,0
——100%
——50%

08 ——25%
——15%
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400 500 600 700
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Figura 18: Espectro de absor¢éo das diluicdes dos QDs de CdTe-Cis em 30 min de reacdo.

Através do espectro de absorcdo, foi calculado o tamanho do nanocristal e sua
concentracdo em solugdo, ambos utilizando a equacdo de Yu (YU et al., 2003), e por meio do
espectro de emissao foi possivel obter o valor de FWHM. Os dados estéo dispostos na Tabela

4.

Tabela 4. Valores do comprimento de onda da primeira absorc¢éo excitdnica, didmetro, FWHM, concentracdo em
porcentagem e concentragdo em nanoparticulas por mol para os QDs de CdTe-Cis.

3,61 x10°
50 1,80 x10°®
25 9,02 x10”
15 3,88 x10”7

581

3,91 44,92
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Como jé era esperado, os valores da concentracdo de nanoparticulas por mol diminuiu

com as diluicdes realizadas a partir do QD CdTe-Cis.

4.2.1 Caracterizagao Estrutural do QD de CdTe-Cis

Por meio do difratograma de raios X de pé é possivel obter informacdes sobre a estrutura
cristalina dos QDs. Neste sentido, foi realizado DRX de p0 para caracterizagdo estrutural dos
nanocristais de CdTe-Cis (Figura 19). A amostra de QD escolhida de CdTe-Cis foi aquela
aquecida por 30 min. E valido destacar que o tempo de aquecimento e o tipo de ligante ndo
interfere na estrutura observada no DRX (LIU; YU, 2009).

A preparacdo da amostra se da através da adicdo de alcool isopropilico para
desestabilizacdo do sistema de CdTe seguindo pela sua centrifugacdo, onde ocorre a
precipitacdo e agregacdo das particulas. Em seguida, a amostra é depositada em substrato de
vidro para secar sob vacuo. Os detalhes da preparagdo da amostra encontram-se descritos no

topico 3.4.

600

— CdTe-Cist

Intensidade (u.a)

20 30 40 50 60
26(%)

Figura 19: Difratograma de Raios-X de pos para a amostra de CdTe-Cis depositada em substrato de vidro.
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De acordo com o difratograma, foi possivel observar picos caracteristicos relativos ao
CdTe nacleo com 20 = 24,27° referente ao plano (111), 40,45° ao plano (220) e 47,36° referente
a (311) numa estrutura cristalina cubica tipo blenda de zinco para os QDs sintetizados (LIU;
YU, 2009).

No DRX dos materiais macicos (bulk) os picos se apresentam bastante finos, no entanto
em 1918, Scherrer observou que a reducdo de tamanho do cristal leva a um alargamento dos
picos, em cristais nanométricos os picos se apresentam bastante alargados, o que é
frequentemente atribuido a dispersdo de tamanho dos nanocristais (HOLZWARTH; GIBSON,
2011).

Os outros picos representados na Figura 17 por asterisco (*) estdo relacionados a
problemas de oxida¢do dos precursores, devido ao oxigénio, formando assim 6xidos de cadmio
e teltrio elementar na superficie da placa. Encontra-se na literatura, relatos de picos na obtencao
de filmes finos de CdTe depositados sob diferentes condicdes, onde picos em regides proximas
a 33,47° e 37,94° representam respectivamente, CdTeOs e CdO (ISON; RAO; DUTTA, 2009;
LIU; YU, 2009; TADJARODI; IMANI, 2011).

4.3 Atividade Larvicida do AMP, CA e Cis

As larvas utilizadas nos testes estavam em instar L4, pois é o instar larval mais
resistente, assim se um composto apresentar atividade larvicida quando testado com larvas L4,
0 mesmo funcionara bem nos outros instares larvais. Estas larvas foram mantidas em diferentes
concentragdes de AMP, CA ou Cis (100%, 50%, 25% e 15%) e examinadas no periodo
correspondente a 24 e 48 horas, onde foi possivel averiguar mudancas morfologicas e motoras.
Observou-se que os movimentos das larvas passaram de normal (agitado) para vagaroso, em
seguida para parcialmente imdveis (s6 respondendo aos estimulos provocados por uma pipeta
de Pasteur) e por fim, para totalmente imdveis (no caso das larvas mortas).

Também foi verificado que houve mudanca na coloragdo de algumas larvas quando
submetidas aos compostos. No caso das larvas expostas ao AMP, ao morrerem apresentaram
mudanga da cor branco transparente (habitual cor das larvas) para uma cor enegrecida em todas
as partes do corpo. Em relacdo as larvas expostas a CA, observou-se que em um curto espaco
de tempo as mesmas apresentaram mudanca de cor branco transparente para uma cor branco

opaca (esbranquicadas), e que esta coloracdo se estendeu por todo o corpo da larva. As larvas
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submetidas a Cis, também exibiram mudanca na coloracéo, ficando esbranquicadas em pouco
tempo de exposicdo ao composto, no entanto as larvas mortas apresentaram coloracéo
enegrecida.

De acordo com essas observacdes, acredita-se que o clareamento das larvas esta
relacionado ao grupo amina, presente nos larvicidas CA e Cis, ja que em ambos 0S compostos
foi possivel verificar a coloracdo esbranquicada em todo corpo da larva. Em relagdo ao
escurecimento do corpo das larvas nos compostos AMP e Cis, é possivel pensar que tal
mudanga ocorra devido a presenca do grupo &cido.

As solucges controle foram compostas apenas por agua destilada, uma vez que nédo foi
necessario 0 uso de co-solvente, pois 0os compostos testados solubilizam em &gua (estas
solucdes sdo importantes para se observar se existe alguma suscetibilidade das larvas mesmo
quando expostas a agua). Em todos os bioensaios referentes ao controle, ndo houve mortalidade
e ndo foi observada nenhuma anomalia com as larvas testadas.

Conforme o procedimento metodoldgico descrito no item 3.6, foram realizados testes
larvicidas preliminares a fim de determinar a faixa de CLso (concentragéo letal necesséria para
matar 50% das larvas que estdo sendo testadas) que os compostos testados estariam inseridos.

Os resultados dos testes preliminares encontram-se listados na Tabela 5.

Tabela 5: Mortalidade em teste larvicida preliminar das larvas em estagio L4 de A. aegypti dos compostos AMP
e CA.

Compostos Concentrac6es preliminares
- 10 ppm 50 ppm 100 ppm
AMP 30% 95% 100%
CA 55% 100% 100%
Cis 20% 85% 100%

A partir dos resultados preliminares foram realizados testes sucessivos para a
determinagdo da CLsg dos compostos AMP e CA. As mortalidades para as concentragdes em
cada teste, bem como suas distribuicbes em grafico de concentragdo versus mortalidade,
geradas pelo software Probit encontram-se dispostos na Figura 20. Os testes para definir a CLso

da Cis ainda estdo sendo realizados.
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Figura 20: Gréaficos Concentracéo (stimulus) versus mortalidade (response) dos testes larvicidas para 0 AMP (a)
e CA (b).

Através do calculo de sobrevivéncia Probit foi possivel chegar ao valor de CLso para 0s
compostos AMP e CA, encontrando um valor de 18,34 + 0,68 e 8,26 = 0,58 ppm
respectivamente. Os dados da CLsp, bem como os erros padrdo e intervalo de confianca dos

valores estdo listados na tabela 6.

Tabela 6: Concentragdes letais para 50% (CLso) das larvas em estagio L4 de A. aegypti do AMP e CA.

Composto CLso? Erro padrdo  Valor-p X2
AMP 18,34 + 0,68 0,916 0,958
CA 8,26 +0,58 0,965 0,968

2 Valores médios de concentragdo letal (CLso). %2 = qui quadrado.

Segundo Cheng e colaboradores, 6leo essenciais ou extrato vegetal que apresentem LCso
entre 50 e 100 ppm em bioensaios larvicidas podem ser considerados ativos, & medida que
aqueles que apresentam CLso inferior a 50 ppm séo considerados altamente ativos (CHENG et
al., 2003). Tendo como base essa referéncia, tanto o AMP como a CA podem ser considerados
como compostos altamente ativos frente as larvas de A. aegypti no quarto instar larval. A CA
mostrou ser ainda mais ativa que o AMP, ja que apresentou CLsg menor, ou seja, para matar
50% das larvas € necessaria uma menor concentracdo de composto comparada ao AMP.

Silva e colaboradores desenvolveram um trabalho, onde utilizaram o parametro de 6leo
essencial e extratos de plantas para analisar a CLso de compostos sintéticos. No trabalho, foi
sintetizada uma série de compostos da classe tiossemicarbazida, esses compostos foram
avaliados frente as larvas de A. aegypti. Alguns desses compostos foram classificados como
inativos, pois exibiram CLso maior que 200 ppm (CsHsON3F), houve compostos ativos que
apresentaram CLsg entre 70 a 60 ppm (CsHsSN3sF — 61,3 ppm) e 0 composto mais altamente
ativo foi 0 CoHoOSN3Cy2, que apresentou CLsp igual a 5,8 ppm (SILVA et al., 2015).
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4.4 Experimentos Preliminares de Marcacdes de Larvas de A. aegypti

4.4.1 Escolha do Fixador para as Larvas de A. aegypti

A primeira etapa na preparacdo de amostras bioldgicas é a fixacdo, que objetiva
estabilizar e preservar o material bioldgico. Um composto para ser um bom fixador, deve ndo
destruir o material biolégico e ndo apresentar toxicidade ou manter um tempo razoavel entre a
fixagio e a morte (ABRAHAO et al., 2004).

Para a realizacdo da marcacdo das larvas de A. aegypti foi necessario utilizar um fixador,
ja que as larvas precisavam ficar imOveis e permanecerem vivas. Experimentos foram
realizados para se obter o fixador que melhor proporcionasse a integridade fisica e biolégica
das larvas.

Oliveira e colaboradores utilizaram etanol em gel para imobilizar larvas de A. aegypti.
Partindo desta informacgdo, realizou-se um teste com o &lcool etilico em gel, além do
etilenoglicol, 6leo de silicone e gel comercial (GPF). Verificou-se que o alcool etilico e
etilenoglicol imobilizaram as larvas, no entanto em pouco tempo (cerca de meia hora) as larvas
morreram. O 6leo de silicone ndo funcionou como fixador para larvas de A. aegypti, visto que
as larvas ndo apresentaram imobilidade na presenca deste dleo. JA& o gel comercial,
proporcionou uma boa imobilidade frente as larvas e ndo apresentou toxicidade, além de ser o
produto mais acessivel e barato (OLIVEIRA et al., 2013).

4.4.2 Marcacao Preliminar

Larvas de A. aegypti no quarto instar larval foram submetidas aos QDs CdTe-AMP,
CdTe-CA e CdTe-Cis na concentragdo de 25%, por duas horas (tempo necessario para as larvas
luminescerem). Os pHSs das solu¢des de CdTe-AMP e CdTe-CA na concentracdo de 25% foram
11 e 6, respectivamente. No entanto, as larvas expostas ao QDs CdTe-Cis morreram em menos
de 30 min. De acordo com Clark e colaboradores, a faixa ideal de pH para as larvas se
desenvolverem normalmente compreende de 4 até 11, sendo mortas quando expostas a pH 3 e

12, implicando assim, que a mortalidade das larvas frente a esses compostos ndo esta
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relacionada ao pH dos compostos larvicidas testados (CLARK; FLIS; REMOLD, 2004,
CLINE, 1972). No caso da solucdo de CdTe-Cis o pH observado foi 13, que € considerado
inapropriado para larvas de A. aegypti.

ApoOs a exposicdo aos QDs, as larvas foram colocadas sob o fixador para a realizacédo
das imagens, as quais foram realizadas com diferentes larvas, submetidas ao controle (agua
destilada) e aos trés QDs através do microscopio de fluorescéncia.

Para a realizacdo das imagens foram testados dois filtros presentes no microscopio de
fluorescéncia, Alexa fltor 488 (AF) e Dapi (Dp), esses filtros permitem a passagem de luz de
um comprimento de onda conhecido para excitagdo do fluor6foro (componente que absorve
energia de um comprimento de onda especifico e em seguida, emite luz em outro comprimento
de onda maior). O filtro Dp absorve aproximadamente em 358 nm e emite proximo a 461 nme
0 AF absorve aproximadamente em 491 nm e emite proximo a 515 nm (ERIKSSON et al.,
1993; HARD; FAN; KEARNS, 1990; SUMNER; KOPELMAN, 2005). Com a utilizag&o dos
dois filtros foi possivel diferenciar as larvas expostas aos QDs CdTe-AMP, CdTe-CA e CdTe-
Cis e o controle. O filtro Dp apresentou melhor desempenho quando utilizado no controle, ja o
AF revelou-se melhor quando aplicado aos QDs. Desta forma, o Alexa fltor 488 foi o filtro
escolhido para realizacao de todas as imagens.

As imagens das larvas de A. aegypti foram divididas em trés partes (cabeca-torax,
abdémen e papilas anais-sifao respiratorio). N&o foi possivel obter imagens das larvas inteiras,
pois a magnificacdo do equipamento ndo permite a visualizagdo das mesmas. As imagens
observadas no equipamento sao apenas das regides que apresentam fluorescéncia. Na figura 21,
encontram-se as imagens das larvas expostas ao controle e aos QDs de CdTe-AMP e CdTe-

CA. Todas as imagens foram realizadas com o filtro de AF, exceto a imagem otica do controle.
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Figura 21: (a) representa imagens oticas das larvas no controle, (b) indica larva no controle com o filtro AF, (c)
mostra larvas expostas ao CdTe-AMP com filtro AF e (d) exibe larvas expostas ao CdTe-CA com filtro AF. O
indice 1 representa parte da cabeca e torax das larvas, o 2 mostra parte do abddémen das larvas e 3 indica parte das
papilas anais e sifdo respiratorio.

Nao foi possivel comparar as larvas submetidas ao QD de CdTe-Cis, devido ao menor
tempo de exposicdo aos QDs. Através das imagens obtidas pelo microscépio de fluorescéncia,
foi possivel observar que as larvas expostas aos QDs de CdTe-AMP e CdTe-CA, foram
marcadas no tubo digestorio. Contudo, as larvas submetidas ao CdTe-AMP, foram marcadas
apenas em parte do tubo digestorio, diferentemente das larvas expostas ao CdTe-CA, que foram

marcadas em todo tubo digestério. Esta diferenca, pode ser atribuida ao fato dos nanocristais
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de CdTe-AMP e CdTe-CA interagirem com as larvas de A. aegypti através dos diferentes
grupos funcionais (&cido carboxilico e amina, respectivamente).

Foram realizadas imagens das larvas expostas ao QD de CdTe-Cis (Figura 22). Através
das imagens obtidas, foi possivel notar que as larvas foram marcadas em todo tubo digestorio.
Acredita-se que o pH tenha influenciado nos resultados da marcagdo do QD de CdTe-Cis, se
assemelhando as imagens de marcagdo do QD de CdTe-AMP. Alguns estudos deverdo ser

posteriormente realizados, afim de investigar a influéncia do pH na marcacéo.

Figura 22: Larva exposta ao CdTe-Cis, onde (a) representa a cabeca e tarte do torax da larva no controle com o
filtro AF, (b) representa parte do abdémen da larva com filtro AF e (d) representa parte das papilas anais e sifao
respiratério da larva com filtro AF.

Ainda foram realizadas imagens das larvas expostas ao controle e aos QDs de CdTe-
AMP, CdTe-CA e CdTe-Cis, utilizando uma lupa com luz branca e lampada de UV de
comprimento de onda de 365 nm (Figura 23).

a1) b1) ¥ P!
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Figura 23: (a) representa imagens de larvas no controle, (b) indica larva exposta ao CdTe-CA, (c) mostra larva
exposta ao CdTe-AMP e (d) exibe larva exposta ao CdTe-Cis. O indice 1 representa imagens realizadas com a luz
branca e 0 2 indica imagens realizadas com lampada de UV de comprimento de onda de 365 nm.
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Observou-se que a larva exposta ao QD de CdTe-AMP apresentou luminescéncia em
parte do tubo digestorio, ja as larvas submetidas aos CdTe-CA e CdTe-Cis mostraram
luminescéncia em todo tubo digestorio. A larva controle ndo apresentou luminescéncia,

ressaltando assim, o que foi notado nas imagens feitas atraves do microscopio de fluorescéncia.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho os compostos AMP e CA obtiveram CLso igual a 18,34 e 8,26 ppm,
respectivamente. Desta forma, podem ser considerados compostos altamente ativos frente a
larvas de A. aegypti no terceiro instar larval. Através de testes preliminares, a Cis mostrou-se
um composto com grande potencial larvicida.

Pode-se concluir também que conseguimos reproduzir a metodologia eletroquimica de
sintese de QDs de CdTe estabilizados com AMP e CA, onde o0s nanocristais sintetizados
apresentaram boas propriedades Opticas, com tamanho de 3,22 nm (CdTe-AMP), 3,51 nm
(CdTe-CA) e com luminescéncia em comprimentos de onda de emissdo proxima do vermelho
(630 nm para CdTe-AMP e 577 nm para CdTe-CA) estando de acordo com os QDs da literatura.

A metodologia mostrou-se aplicavel para a sintese de CdTe estabilizados com cisteina,
onde a melhor proporgdo encontrada foi de 1Te:5Cd:10Cis. Os nanocristais de CdTe-Cis
sintetizados apresentaram tamanho de 3,60 nm e emissdo em comprimento de onda 576 nm
estando de acordo com os QDs de CdTe-Cis sintetizados utilizando as metodologias
tradicionais com NaBHa. Por meio do DRX, foi possivel afirmar que o QD de CdTe-Cis possui
estrutura cristalina cubica tipo blenda de zinco.

A marcacéo das larvas de A. aegypti por meio de QDs de CdTe sintetizados, mostrou-
se eficiente, ja que foi possivel observar a diferenca entre a autoluminescéncia das larvas e as
regibes marcadas pelos QDs. Ainda por meio da marcacdo, foi possivel observar que 0s
diferentes QDs utilizados marcaram o tubo digestorio das larvas, no entanto, os nanocristais de
CdTe-AMP marcaram apenas parte do tudo, enquanto os QDs de CdTe-CA marcaram
completamente o tudo digestorio.

Os nanocristais de CdTe-Cis ndo foram comparados com os outros dois QDs, pois 0
tempo de exposicdo das larvas aos mesmos foi diferente. Acredita-se que a morte das larvas
submetidas as solucoes de CdTe-Cis esteja relacionada ao pH utilizado, que é inadequado para
ser utilizado em | arvas de A. aegypti, ja que a Cis nao apresenta grau de toxicidade

tdo elevado.
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6. PERSPECTIVAS

e Repetir a sintese do QD CdTe-Cis, modificando alguns parametros para obtencdo de
QDs com pH entre 4 e 11 (faixa ideal para serem usados em larvas de A. aegypti);

e Realizar os testes larvicidas para a Cis, a fim de obter o CLso frente as larvas de A.
aegypti (no terceiro instar larval);

e Obter as imagens definitivas da marcacdo dos QDs CdTe-AMP, CdTe-CA e CdTe-Cis
nas larvas de A. aegypti;

e Sintetizar e caracterizar novos QDs de CdTe cujos estabilizantes possuam diferentes

grupos funcionais, para identificar onde 0os mesmos atuam nas larvas de A. aegypti.
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