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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti ¢ o vetor de doencas de importancia publica conhecidas
como arboviroses (Dengue, Zika, Chikungunya e febre amarela). Dessa forma,o
controle entomoldgico ¢ uma eficaz estratégia no combate a essas doengas. Porém, os
mosquitos dessa espécie desenvolvem resisténcia a diversos inseticidas quimicos.
Desenvolver novos produtos capazes de controlar a proliferacio do vetor ¢ uma
estratégia possivel e necessdria. Dentro desse contexto, os compostos nitrogenados
como derivados arilidenos de nitrila e amidas apresentam-se como um bom foco de
pesquisa na busca de novas moléculas destinadas ao combate das arboviroses, tendo em
vista as varias atividade bioldgicas descritas. Neste trabalho, foi realizada a sintese,
purificacdo, elucidacao e testes de atividade inseticida em todas as fases do ciclo de vida
do Aedes Aegypti, limitando os testes em mosquitos adultos a substancia Arbo29A046
por déficit na populagao de mosquitos adultos disponiveis. As substancias Arbo29A046,
Arbo29A047, Arbo29A048A e Arbo29A048B foram sintetizadas e purificadas por
cromatografia em coluna quando necessario. S1, uma substancia pura testada, ndo fez
parte das sinteses, mas faz parte dos estudos por ter como precursor a condensacao de
knoevenagel usada nos arilidenomalononitrilas  sintetizados. A  substincia
Arbo29A048B demonstrou atividade satisfatoria em larvas L3 de 87,5% em 72 horas na
concentracdo de 100 pg/mL. A substancia sintetizada Arbo29A047 demonstrou
atividade, mas devido a limitagdes impostas em sua elucidacdo molecular nao foi o foco
desta pesquisa. S1 demonstrou resultado promissor no teste de atividade pupicida que
em poucas horas na concentragdo de 100 pg/mL obteve 100% de mortalidade. Vale
ressaltar, que dentre as fases do ciclo de vida do mosquito demonstra-se, geralmente a
mais desafiadora.A partir das analises por meio de Ressonancia magnética nuclear e
Espectrometria de massas, foi possivel constatar que os produtos obtidos sdo os

esperados das reacdes realizadas, que traduz sucesso nas realizagdes das sinteses.

Palavras-chave: Aedes aegypti, Derivados arilidenos de nitrila, Amidas, Larvicida,

Pupicida, Adulticida, RMN, Espectrometria de Massas.



ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito is the vector of diseases of public importance known as
arboviruses (Dengue, Zika, Chikungunya and yellow fever). Thus, entomological
control is an effective strategy to combat these diseases. However, mosquitoes of this
species develop resistance to various chemical insecticides. Developing new products
capable of controlling vector proliferation is a possible and necessary strategy. Within
this context, nitrogen compounds such as arylidene derivatives of nitrile and amides are
a good focus of research in the search for new molecules aimed at combating
arboviruses, in view of the various biological activities described. In this work, the
synthesis, purification, elucidation and tests of insecticidal activity were carried out in
all phases of the life cycle of Aedes Aegypti, limiting the tests in adult mosquitoes to
the substance Arbo29A046 due to a deficit in the population of available adult
mosquitoes. The substances Arbo29A046, Arbo29A047, Arbo29A048A and
Arbo29A048B were synthesized and purified by column chromatography when
necessary. S1, a pure substance tested, was not part of the syntheses, but is part of the
studies for having as a precursor the condensation of knoevenagel used in the
synthesized arylidenomalononitriles . The substance Arbo29A048B demonstrated
satisfactory activity in L3 larvae of 87.5% in 72 hours at a concentration of 100 pg/mL.
The synthesized substance Arbo29A047 showed activity, but due to limitations imposed
on its molecular elucidation it was not the focus of this research. S1 showed a promising
result in the pupicidal activity test that in a few hours at a concentration of 100 pg/mL
achieved 100% mortality. It is noteworthy that, among the phases of the mosquito life
cycle, it is generally the most challenging. From the analyzes using nuclear magnetic
resonance and mass spectrometry, it was possible to verify that the products obtained
are those expected from the reactions carried out. , which translates success in the

accomplishment of the syntheses.

Key words: Aedes aegypti, Nitrile Arylidene Derivatives, Amides, Larvicide, Pupicide,
Adulticide, NMR, Mass Spectrometry.
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1 Introduciao

O Brasil e o0 mundo estdo buscando novas formas eficazes de controle dos
mosquitos responsaveis pela transmissdo dos arbovirus, responsaveis por doencas
infecciosas tropicais, que impactam significativamente na satde publica. Conforme
abordado por Donalisio, Freitas e Zuben (2017) essas doengas tém se alastrado pelo
mundo e causado epidemias em decorréncia de mudancas climdticas, crescimento
urbano desordenado, ampliacdo do intercambio internacional e crescente globalizagdo.
Estes fatores favoreceram a adaptacdo urbana destes mosquitos € o consequente
aumento da transmissdo de arbovirus a seres humanos.

Os tratamentos disponiveis para estas doencas ainda sdo bastante limitados,
restringindo-se ao controle dos sintomas apresentados pelos doentes. A prevengao para
tais, assim como o tratamento, ainda ¢ limitada. Lindsay (2017) relata em sua pesquisa
que, atualmente disponibilizam-se vacinas contra febre amarela, contudo estas nao estao
disponiveis para Zika (ZKV) e Chikungunya. A vacina disponibilizada pelos servicos
de saude contra a dengue ainda nao ¢ eficaz, o que reitera fortemente a necessidade de
combate ao vetor dessas doencas. A vacina contra a dengue aprovada no Brasil, a
Dengvaxia, da Sanofi-Pasteur, s6 esta disponivel na rede particular, e para quem ja teve
a doenca. Ou seja, ¢ preciso fazer um teste soroldgico para verificar a presenga de
anticorpos, ja que nem sempre a infec¢do provoca sintomas, ou ter recebido a
confirmagdo no passado. Isso porque, em individuos sem contato prévio com o virus, o
imunizante pode provocar um quadro chamado de antibody-dependent-enhancement
(ADE), “amplificacdo da doenga causada por anticorpos”, em traducdo livre. Nessa
situacdo, hd o risco de desenvolver quadros mais graves de dengue ao ser infectado
depois de receber a dose. Por conta dessa restricdo, o imunizante da Sanofi-Pasteur
acabou ndo deslanchando e ficou restrita a um numero pequeno de pessoas.
(VEJASAUDE,2021).

Contudo, recentemente a farmacéutica Takeda solicitou a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) o registro de uma nova vacina contra a dengue. A
“TAK-003” ¢ feita com uma versao modificada do virus vivo atenuado e protege contra
os quatro sorotipos da doenca. O estudo se encontra na fase 3, e demonstrou eficacia

geral de 80,2% na prevengdo de casos confirmados de dengue. A protecdo foi ainda



maior contra hospitalizagdes (90%) e dengue hemorragica, a versdo mais grave da
doenga (85%). O trabalho segue em andamento, acompanhando cerca de 20 mil criangas
e adolescentes recrutados entre 2016 e 2017. (VEJASAUDE,2021 )

Para tanto, meios para o controle vetorial dos patdgenos sdo vastamente
eficientes, especialmente quando se retém conhecimento do ciclo de vida e reprodugao,
tal como fatores de estrutura fisica e molecular dos vetores e suas vulnerabilidades
fisiologicas. Uma das alternativas na busca desse controle € a sintese e semi-sintese de
novas substancias derivadas de fontes naturais Um dos mecanismos de agdo possiveis
¢o acimulo de espécies moleculares reativas de oxigénio e nitrogénio nos organismos
de insetos, conhecidos por constituir poderosas vias de controle do Aedes aegypti.
(SANTOS, 2014).

Seguindo esse raciocinio, tem-se como foco neste trabalho os compostos
arilidénicos nitrogenados e amidas que sdo abundantes na natureza, ¢ formam uma
grande variedade de compostos com atividades biologicas. Tais variedades se ddo, entre
outros fatores, pela vantagem de muitos compostos secundarios se estruturarem em
forma de arilidenos com presenca de grupos funcionais com heterodtomos nitrogenados
e oxigenados, mais especificamente, os derivados dos compostos nitrogenados incluem
os alcaldides, glicosideos cianogénicos e aminodcidos ndo proteicos cuja
compatibilidade estrutural e eletronica com receptores naturais em seres vivos ¢ bem
observada (PAGARE et al., 2015).

Duas classes de compostos foram o foco deste trabalho a obtencdo de
arilidenos portando grupo funcional nitrila, e de amidas. Fortes atividades antibioticas ja
foram observadas em nitrilas, sendo a atividade bioldgica, de diversas moléculas
observadas dependente da presenca do grupo nitro ligado a molécula de acordo com os
aportes da literatura (PAULA; SERRANO; TAVARES, 2009); (BOSQUESI et al.,
2008). Isso se da por conta de mudancas na estabilidade do da molécula, intermediada
por interagdes entre o nitrocomposto € o seu alvo. A maioria dos compostos
nitrogenados com a¢do farmacoldgica apresentam o mecanismo de biorredugao
enzimatica, o que resulta na formagao de radicais livres, como provavel mecanismo de

acio (PAULA; SERRANO; TAVARES, 2009); (BOSQUESI et al., 2008).



As amidas s3o uma das classes mais importantes de compostos. Essa classe tem
sido encontrada em abundancia na natureza como produtos naturais, proteinas e em
polimeros bioldgicos e sintéticos. Os compostos de grupo funcional amida, ndo tem sua
origem limitada aos sistemas biologicos, mas também em uma imensa variedade de
moléculas sintéticas, a citar, diversos medicamentos comercializados, como Valsartana,
Diltiazem,Benzilpenicilina e Lisinopril (MONTES, 2016).

Os derivados de aliridenos contendo uma fung¢do nitrila e de amidas possuem
diversas propriedades farmacologicas, - inclusive entre elas sdo descritas na literatura as
atividades larvicidas. Juntando-se a issoo risco epidemioldgico gerado pelo vetor das
arboviroses da ZKV, Dengue e Chicungunha e todas as suas repercussdes na saude
publica (GRACA et al, 2004), foi realizado neste trabalho um estudo quimico destas
classes quimicas e avaliacdo de suas atividades em Aedes Aegypti, abordando a sintese,
a proposta de seus mecanismos reacionais, a elucidac¢ao das suas estruturas quimicas e
determinagdo de suas respectivas atividades em Aedes aegypti.

Seguindo como objetivo primdrio realizar a sintese de derivados de
arilidenomalononitrilas e de amidas e suas atividades em Aedes aegypti, foi necessario
estratificar as etapas do projeto para alcance do objetivo proposto sendo elas: sintetizar
derivados de arilidenomalononitrilas, purifica-los, elucidar suas estruturas quimicas por
meio do método fisico Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 1H e 13C
por técnicas uni e bidimensionais), assim como: sintetizar amidas por irradiacdo de
ultrassom, elucidar as estruturas quimicas das amidas por meio do RMN de Hidrogénio
e por conseguinte determinar as atividades das moléculas sintetizadas em larvas L3,

pupas e mosquitos adultos de Aedes Aegypti.

2 Referencial Tedrico — Metodolégico

O mosquito Adedes Aegypti apresenta grande importancia para a satide publica no
Brasil e no mundo, em funcao de sua relagdo na transmissao de arboviroses como ZKYV,
Chicungunha e ¢ claro o virus da Dengue (DENV), sendo o Zika o mais recente no
Brasil, datando sua detec¢do em maio de 2015. ( POMBO, 2016 apud SAMPAIO et
al.2016;CARDOSO et al.2015). Pessoas et al. (2016) destacam que a problematica do
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mosquito, envolve um cendrio epidemioldégico em que os trés agentes etioldgicos
circulam simultaneamente levando ao risco de dispersao desses agentes, além da
possibilidade da coinfec¢ao dessas patologias.

Em julho de 2015 foram identificados no Brasil, casos de sindrome de Guillain
Barré (GBS) associados a0 ZKV em adultos € em outubro do mesmo ano j& havia relato
de microcefalia em recém nascidos associada a esta arbovirose. Até dezembro de 2015,
foram registrados 2.782 casos de microcefalia associados ao ZKV em 618 municipios
de 20 estados do territorio nacional. (OPAS,2015).

A ocorréncia de microcefalia associados ao ZKV foi um fator determinante para
declarar a situagdo de sua epidemia como emergéncia nacional. Diante deste contexto,
foi implementado o “Plano Nacional de Enfrentamento da microcefalia no Brasil”
(POMBO, 2016 apud SAMPAIO et al.2016).

Mesmo usufruindo de esforgos para evitar a entrada de agentes infecciosos em
eventos de massa como os citados, a Chikungunya teve seu primeiro caso no Brasil
registrado em setembro de 2014. Possivelmente, a introducdo do virus seja decorrente
da epidemia que ocorreu no Caribe em 2013 (POMBO,2016 apud WEAVER;
LECUIT,2015). Pombo (2016) apud Faria (2016) reforca essa linha de raciocinio, uma
vez que a linhagem genética do virus identificado no Amapa foi compativel com o
gendtipo asiatico responsavel pela epidemia na ilha de Sant Martin, no Caribe
(POMBO,2016 apud FARIA et al., 2016b).

O DNV, assim como os outros agentes citados, ¢ o causador de uma doencga
infecciosa tropical, que impacta significativamente a satde publica no Brasil e em
numerosos paises tropicais. Tem uma estimativa anual de 500.000 pessoas acometidas
em todo mundo, predominantemente criangas. Cerca de apenas nove paises sofriam
casos graves de Dengue até 1970, atualmente existem casos em mais de 100 paises na
Africa, Américas, mediterraneo Oriental, Pacifico Ocidental e Asia, sendo as Américas,
Asia e Pacifico Ocidental os mais afetados. Em 2008, nos paises das regides
mencionadas, houve registros de 1,2 milhdes de casos e em 2015 ja eram 3.2 milhdes
acometidos pela doenga (OPAS,2016).

Desta forma, vé-se necessario agdes de vigilancia com atribui¢cdes entomologicas

na busca da identificacdo de focos de proliferagdo do mosquito, onde se encontram as
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fases jovens e inatas do Aedes aegypti que ¢ um inseto holometébolo, ou seja, seu ciclo
de vida apresenta metamorfose completa: ovo, larva (quatro estagios), pupa € mosquito
adulto, fases estas que recebem foco na busca da eliminacdo do vetor(FORATTINI,
2002). Diante deste contexto, torna-se ndo somente oportuno, mas necessario, buscar
maiores conhecimentos sobre as caracteristicas e fragilidades inerentes ao inseto nas
diferentes fases do seu ciclo biolédgico.

Diante disso, um dos principios da busca no conhecer cientifico ¢ que o mesmo
ndo se baseia em nog¢des aleatorias, mas sim na observacao, teoria , experimentacao e
por fim conclusdo. E uma sintese de multiplos esforgos intelectuais que se contrapdem e
se complementam: de abstracdo teorico-conceitual e de conexdao com a realidade
empirica.

Assim, ao observar que metabolitos secundarios estdo associados com a defesa
das plantas, defendendo-as de predadores, como insetos, fungos, bactérias e também de
ataque de outras plantas, e como atrativo para polinizadores e dispersores de semente
(CRUZ,2020), pode-se estudar e concluir que um numero substancial de agentes
moleculares e seus grupos funcionais podem ser armas na luta contra vetores de doengas
como o aqui discutido.

Neste sentido, na quimica organica, certas classes moleculares sao conhecidas
por ter atividades bioldgicas que sdo relacionadas a sua estrutura quimica € grupos
funcionais. Este trabalho em estudos anteriores relacionados, principalmente as
atividades biologicas dos grupos funcionais de aliridenos de nitrilas e amidas e de suas

sinteses. Conforme afirma Montes (2016):

[..] a sintese quimica se torna um caminho viavel e pratico, oferecendo uma
rapida resposta ¢ de baixo custo, quando comparado ao desenvolvimento de
drogas por biologia molecular e abordagens de farmacogenética. Quando ¢
feito um trabalho de otimizagdo da estrutura quimica em cima do principio
ativo para a doenga em estudo, os compostos molecularmente modificados
com atividade, seletividade superiores ao farmaco original poderdo se tornar
alternativas medicamentosas mais eficazes (apud LLOYD-WILLIAMS et al.,
1997).
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Neste contexto, as duas seguintes classes de compostos arilidenos e amidas
serdo estudadas. Primeiramente, descrevemos os estudos de sintese e avaliacdo das suas
atividades bioldgicas e em particular, suas atividades em Aedes aegypti. O segundo item

¢ dedicado a sintese das amidas e suas atividades bioldgicas no mesmo vetor.

2.1 — Derivados arilidenos

Os derivados arilidenos podem ser obtidos por meio da reagdo de condensagao,
na qual o aldeido reage com a malononitrila em meio bésico. Esta condensacdo
conhecida como reacdo de condensacdo de Knoevenagel ¢ uma reagdo ligeiramente
modificada da reagdao de condensagao aldolica. Trata-se de uma adi¢ao nucleofilica de
um carbanion formado, que se estabiliza por ressonancia. Em sequéncia, pela
abstracdo de um préton da malononoitrila pela base (trietilamina), um desses
hidrogénios pode ser retirado pela base, através de uma reag@o de desidratacdo na qual
uma molécula de 4gua ¢ eliminada, uma vez que o carbanion formado se estabiliza por
ressonancia. A formagdo da ligacdo carbono-carbono via condensacao Knoevenagel ¢
uma das mais importantes rotas repetidas na quimica organica sintética e permite a
producdo de diversas moléculas farmacéuticas ativas. (BADIGER, KAMANNA,
2021).

Os derivados de arilidenomalononitrila permitiram a obtengdo de diversos
produtos farmaceuticamente potentes, tais como 2-(4-nitrobenzilideno) malononitrila e
2-(3,4,5-trimetoxibenzilideno)-malononitrila, ambos potenciais inibidores de tirosina
quinase (abreviadamente, PTKs, do inglés protein tyrosine kinases), que sdo proteinas
responsaveis pela fosforilagdo de substratos protéicos, como por exemplo, inimeras
enzimas ativas nos ciclos metabolicos dos seres vivos. O produto
2-(3,4-dihidroxibenzilideno) derivado de malononitrila surgiu como um agente
antimelanogénico eficiente.(BADIGER, KAMANNA, 2021),

Em consonancia com Paiva e Ramos (2015) um grande numero de compostos
derivados de arilidenos, obtidos, através da reagao de condensacdo Knoevenagel sao
exemplos da diversidade funcional desta importante classe de moléculas, com distintas

propriedades farmacoldgicas das quais pode-se citar: antibacteriana, anti-inflamatoria,
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antifungica, antiviral, anticancerigena, antioxidante e anti-hipertensiva. Em estudos
relacionados a suas atividades antiinflamatorias, como inibidores seletivos da
sinalizacdo de Toll-like receptors (TLR4), foram observadas mudangas notaveis na sua
atividade em relacdo a sua estrutura, especialmente no que se diz a localizagdao dos
radicais dirigentes dos anéis aromaticos (ZHANG et al, 2012). Isso nos leva a estimar
a magnitude do potencial evolutivo e otimizagdo na manipulagdo laboratorial desta
classe de moléculas quanto as suas agdes biologicas.

Sao descritos na literatura que os compostos de arilidenomalononitrila (Figura 1)
exibem atividades farmacologicas, tais como antimicrobiana (MALLOUK e
colaborador, 2010) e antiproliferativa (Pang e Colaboradored, 1997). Muitas moléculas
derivadas da condensagdo de Knoevenagel sdo bem documentadas e com potencial de
atividade larvicida. Carvalho e colaboradores, (2018) descrevem que
benzilidenomalononitrilas sd3o possuidoras de atividade larvicida, como as
demosntradas na figura 2, especialmente a estrutura 4d, que apresentou mortalidade

procurada em 24 horas.

NC CN

R

Figura 1 - Estrutura quimica de um arilidenomalononitrilas
Fonte: MALLOUK e colaborador, 2010.

Derivados benzilidenomalononitrilas sdo versateis para atuarem como
intermediarios na formag¢do de moléculas farmacologicamente importantes na quimica
medicinal. Assim, derivados pirimidinicos que sdo conhecidos na quimica terapéutica

pela riqueza de seu potencial farmacoldgico, entre elas atividade em Aedes aegypti,
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podem ser preparados via intermedidrios benzilidenomalononitrilas. (MELO e

Colaborador, 2002), (DO MONTE e Colaboradores, 2020).

Carvalho e colaboradores (2018) descrevem que benzilidenomalononitrilas sao
possuidoras de atividade larvicida. Nesse trabalho, os autores sintetizaram uma série de
benzilidenomalononitrilas, reagindo o aldeido apropriadamente substituido com a
malononitrila, utilizando uma mistura dos solventes dgua: glicerol, a temperatura
ambiente, durante 24 horas. Os autores ndo relatam a utilizacdo de base. Em seguida, os
autores determinaram a atividade larvicida dos benzilidenomalononitrilas. Dentre os
compostos obtidos, o composto 2-(4-chlorobenzylidene)malononitrile 4d apresentou a
melhor atividade larvicida (LC50 e LC90 de 9,42 e 15,02, respectivamente, em 24 h).

Considerando o potencial larvicida dos derivados benzilidenomalonitrila
descritos na literatura por Carvalho e colaboradores (2018) e em pesquisas que se
encontram em curso no Grupo de Pesquisa, do Laboratério de Farmacognosia da
Universidade de Brasilia (UNB), além das benzilidenomalononitrilas conduzirem a
formag¢do de compostos com atividade em larvicida (DO MONTE, 2018) e Bharathi
(2014), suscitou a ideia de sintetizar derivados benzilidenomalononitrilas para verificar
a sua atividade em Aedes aegypti.

Numa etapa posterior, planeja-se a continuidade da pesquisa a fim de
desenvolver possivelmente numa Dissertagdo de Mestrado ou Tese de Doutorado, a
utilizagdo desses benzilidenomalononitrilas como reagente para conduzir as moléculas
heterociclicas, tais como pirimidinas, pirimidinonas, em suas atividades no Aedes
Aegypti (MELO, 1989); (MELO e Colaboradores 2017). Desta forma, neste trabalho,
foram sintetizados dois derivados benzilidenomalononitrilas sendo um deles inédito, e
foi avaliado as suas atividades em Aedes Aegypti. Tal relevancia se da, pela pouca ou
nenhuma referéncia no campo teodrico relatando a utilizacdo de tais moléculas no

combate as etiologias transmitidas pelo vetor citado.
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Figura 2 - Derivados benzilidenomalononitrilas
Fonte: CARVALHO e Colaboradores, 2020
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Figura 3 - Compostos obtidos a partir de benzilidenomalonitrilas.

Fonte: CARVALHO e Colaboradores, 2020

2.2 Amidas

16

A escolha desta classe de compostos, como um segundo tema deste trabalho, se

deve ao fato que esta classe tem sido encontrada em abundancia na natureza como

produtos naturais, proteinas e em polimeros biologicos e sintéticos. Os compostos de

grupo funcional amida ndo tém sua origem limitada aos sistemas biologicos, mas

também sdo encontrados em uma imensa variedade de moléculas sintéticas, a citar,

diversos medicamentos comercializados. Este fator é corroborado por Montes (2016)

ao relatar a versatilidade de se utilizar amidas para as mais diversas sinteses:

As amidas sdo comumente encontradas na natureza e se destacam pela baixa

reatividade em comparacdo com os outros derivados carboxilicos, pois
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formam ligagdes de hidrogénio altamente estaveis. Uma consequéncia disso
sdo seus altos pontos de fusdo e ebuli¢do, uma vez que suas interagdes
moleculares se tornam mais fortes devido a essas ligagdes [...] As amidas sdo
uma das classes mais importantes de compostos. Consequentemente, muitos
métodos para a sintese das amidas tem sido descritos, como as reagdes de
aminas com os cloreto de acila, ou com anidridos, ou com ésteres, rearranjo

de aldoximas e hidragdo de nitrilas. (MONTES, 2016 apud WU et al., 2014).

Portanto, ¢ de extrema importancia a pesquisa € o desenvolvimento de novos

agentes com atividade antivetorial contra o vetor de DENV.

2.2.1 Definicao quimica e propriedades biologicas de amidas

Os compostos de grupo funcional amida ndo devem sua origem exclusivamente
aos sistemas bioldgicos, mas também em uma imensa variedade de moléculas sintéticas,
como os ja citados medicamentos comercializados atualmente. De acordo com os
relatorios estatisticos das principais empresas farmacéuticas, quase 25% das drogas
contém uma unidade de ligacao amida.

A amida ¢ uma fung¢do organica nitrogenada na qual o nitrogénio esta ligado a
um grupo carbonil. Tal descri¢do estd exemplificada através da figura 4 (FLETCHER,
J., et al. 1974). Conforme Clayden (2012) descreve a amida, ¢ um grupo bastante
importante na natureza, uma vez que, ¢ a parte principal que liga os aminoacidos entre
si para formar peptideos, os quais compdem as proteinas do corpo humano. Além disso,
também ¢ comumente encontrada em produtos de origem natural (penicilina, uréia,
proteinas, acidos nucléicos), sintética(nailon 66, kevlar), farmac€utica e pesticidas.

(ZHANG, F. et al., 2019).
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Figura 4 - Estrutura quimica do grupo amida.
Fonte: FLETCHER, J., et al. 1974
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Sdo diversos os trabalhos que relatam a func¢do organica da amida como
possuidores de atividades biologicas tais como: antibioticas, inseticidas,
antiproliferativa, citotdxica, larvicida, entre outras. (Zhang, T. et al., 2018; de Jong, L. P.
A. et al., 1982; Kumar, V. et al., 2016; Hanaki, Y. et al., 2015). Dessa forma algumas
amidas descritas a seguir foram agrupadas de acordo com sua origem (natural ou

sintética) e com atividade relacionada particularmente ao DENV.

2.2.1.1 Atividades de amidas naturais relacionadas a dengue

Os metabdlitos secundérios decorrentes de plantas vém se mostrando cada vez
mais promissores no combate a dengue. Uma revisao de literatura realizada por Wuillda
e colaboradores (2019) exibiu a importancia de duas amidas naturais, o
Nona-(2Z)-en-6,8-diynoic acid 2-phenylethylamide (1) ; e deca-(2Z)-en-6,8-diynoic
acid 2-phenylethlylamide (2). Ambas demonstraram CLs, = 7,6 ug/mL em 24 horas
(SIMAS et al, 2011).

) O
/" NH /" NH
Figura 5 - BEstrutura quimica de Nona-(2Z)-en-6,8-diynoic acid 2-phenylethylam e

deca-(2Z)-en-6,8-diynoic acid 2-phenylethlylamide, respectivamente.
Fonte: WUILLDA e colaboradores 2019.

Autores como Dias e Colaboradores (2002) relatam a atividade larvicida frente
ao Aedes aegypti, com atividade inseticida comprovada, da substancia pelitorine,
isolada da Piper nigrum. Esta substancia contém uma por¢ao amida.

Publicagdes relatam o efeito larvicida de extratos brutos de Piper longum sobre
Aedes aegypti com 100% de mortalidade . O componente ativo ¢ uma amida, que tem
ligada a carbonila, a piperidina, sendo o composto denominado de pipsacedina. (Figura
8 ) com valor de CLy,de 0,25 mg/L e toxicidade semelhante a do pirimifos-metil como

larvicida de mosquito. (YANG e colaboradores, 2002).
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4

Figura 6 - Estrutura quimica da pipernonalina.
Fonte: Yang e Colaboradores (2002).

Maleck et al (2014) apresentaram também um estudo no qual a
piperlonguminina - representada na Figura 7 descrita abaixo - causou alta mortalidade

entre as larvas de Aedes aegypti.
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Figura 7 - Estrutura quimica da piperlonguminina.
Fonte: MALECK et al (2014).

Diversas amidas de origem natural sdo descritas na literatura como possuidoras
de atividade inseticida (Miyakado et al. 1979, Banerji et al. 1985, Park et al. 2002, Yang
et al. 2002). Portante, para exemplifica¢do, apresentam-se abaixo algumas amidas com

atividade larvicida em Aedes aegypti.
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Figura 8 - Estrutura quimica da pipsaeedina.
Fonte: MIYAKADO et al., 1979.
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Figura 9 - Estrutura quimica da pipbinina.
Fonte: MIYAKADO et al. 1979, BANERIJI et al. 1985, PARK et al. 2002
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Figura 10 - Estrutura quimica do terc-butil dodecadienamida.
Fonte: YANG et al., 2002
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Figura 11 - Estrutura quimica do terc-butilhexadecadienamida.
Fonte: YANG et al., 2002

2.2.1.2 Atividades de amidas sintéticas relacionadas a Dengue

20
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As amidas de origem natural sdo amplamente estudadas quanto as suas
aplicagdes contra a dengue. Contudo, devido, muitas vezes, a obtengao desses principios
ativos ocorrer em baixas quantidades, as amidas de origem semissintética ou sintética
com atividades antivirais, se revelam como necessarias € sdo extensivamente relatadas
(SANGI, 2016). A sintese quimica ¢ um caminho vidvel e pratico, que oferece uma
rapida resposta e de baixo custo, quando comparado ao desenvolvimento de drogas e
substancias por biologia molecular e farmacogenética. (MONTES, 2016).

De acordo com o descrito por Basavaiah e Naganaboina (2018), amidas podem
ser obtidas a partir da reacdo cldssica de um 4acido carboxilico e uma amina, em
temperaturas altas e meio acido. Diversos compostos bioativos contendo uma fungdo
amida como integrante de suas estruturas quimicas s3o descritos nas pesquisas de
Maciel (2016) e Glomb e Pfahler (2001) como também no relato de Torre (2017).

Na aplicacao de tal sintese contra o DENV, Zanello et al. (2015) sintetizaram
amidas de derivados do acido quininico que apresentaram segurancga e eficacia contra os
quatro sorotipos do virus. Os compostos foram testados em células de hepatoma
humano (Huh7.5) infectadas com o DENV, onde observaram-se que os compostos cujas

estruturas se encontram na figura 12, demonstraram melhor atividade.
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Figura 12 - Estrutura quimica dos derivados do acido quimico com melhor atividade.
Fonte: ZANELLO et al., 2015.

Aportes da literatura descrevem que numerosas amidas, obtidas sinteticamente
ou de forma semissintética, apresentam elevada atividade inseticida, conforme relato de
Miyakado et al (/989) que obtiveram amidas, andlogas de pilitorina e dihidropipercida,
com importante atividade inseticidacontra Calyptraea Chinensis (Figura 13 ). A
pillitorina ¢ relatada como possuidora de elevada atividade inseticida, possuindo
contudo clevada instabilidade. Por outro lado, os mesmos autores citados anteriormente,

relatam que algumas amidas de Piperaceae (dihidropipercida), possuem boa
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estabilidade e potente atividade contra insetos resistentes. Estes dados suscitaram a
aplicacdo da quimica combinatéria como ferramenta para obtengdo de compostos com

maior atividade inseticida e estaveis.

X o\/\/\/\/\/\)J\N
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(@) 4-Cl  / 015
(b) 3,4-diCl / 0.070
(c) 3-Cl / 0.068
(d 3-Br / 0.038
(e) 3-CF5/0.043

Figura 13 - Estrutura quimica de amidas analogas de pellitorina e dihidropipercida com potentes
atividades contra C. Chinensis. Fonte: MIYAKADO et al., 1989.

Amidas derivadas de piperina com alto indice de mortalidade para Ascia
monuste orseis, Acanthoscelides obtectus Say, Brevicoryne brassicae L, Protopolybia
exigua e Cornitermes cumulans, foram sintetizadas por Paula e colaboradores (2000). A
preparagdo das amidas ocorreu a partir da hidrdlise de piperina em &acido pipérico
seguida da introdu¢do de aminas, em rendimentos que variaram de 28-89%. A avaliag¢do
da atividade inseticida foi realizada em concentragdes entre 1.19 e 40 pg.mg'(larvas e
insetos) e o maior percentual de mortalidade foi do composto da Figura 14 (97,5%)

contra A. monuste orseis.
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Figura 14 Estrutura quimica da amida inseticida derivada da piperina.
Fonte: PAULA e colaboradores, 2000.
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Tendo em vista esse vasto campo de estudo, este trabalho seguiu por realizar

sinteses de arilidenomalononitrilas e de amidas.
2.3 Analise por ultrassom e utilizacdo de RMN de Hidrogénio

Considerando as propriedades farmacoldgicas de amidas, entre elas as atividades
larvicidas, um estudo quimico de uma amida foi realizado neste trabalho. - Esse
abordou a sintese por meio convencional e por ultrassom, mecanismo reacional,
elucidacgdo da sua estrutura quimica e determinagdo de sua atividade em Aedes aegypti -
sendo, portanto, estratégico e relevante. Neste sentido, propos-se a sintese de uma
amida, elucidando sua estrutura quimica, tendo como base a espectroscopia de RMN de
hidrogénio e a espectrometria de massas, enquanto que a atividade em Aedes aegypti foi
determinada em testes bioldgicos.

O estudo e andlise da elucidacdo das estruturas quimicas sintetizadas realizada
por RMN de hidrogénio e carbono 13 utilizou técnicas uni e bidimensionais. Com base
nos fundamentos e dados da RMN, as estruturas das moléculas esperadas foram
propostas. De acordo com Silva (2018), a RMN foi descrita pela primeira vez em uma
publicacdo de dois grupos independentes: o dos fisicos Purcell, Torrey e Pound, da
Universidade de Harvard, e o de Bloch, Hansen e Packard, da Universidade de Stanford
em 1946.

J& no inicio da década de 1950 a RMN ja era usada para a solucionar problemas
quimicos. Em menos de dez anos apos a sua descoberta, o primeiro espectrometro de
RMN de alta resolucdo para 1H em onda continua ja estava no mercadol-4.A RMN foi
um grande salto para a determinagdo estrutural de moléculas organicas, reduzindo o
tempo de elucidagdo da estrutura de moléculas organicas em varias ordens de grandeza.
(SILVA,2018).

Ja em relag¢ao ao uso do método de ultrassom, Martines, Davolo e Junior (1999)
descrevem que este recurso tem sido uma ferramenta desde o descobrimento dos efeitos
sonoquimicos por Alfredo Loomis em 1927 e desde entdo sofreu e auxiliou em grande
avango na fisico-quimica. Como exemplo de aplica¢do da reacdo de ultrassom cita que
em reagdes de alquilagdo do indol, o ultrasom favoreceu a migragdo do nucleofilo para a

fase organica, facilitando o ataque, além de aumentar o rendimento esperado de 19%
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para 90%, diminuindo o tempo de reagdo de 3 horas para 1,3 horas e aumentando a

pureza do produto obtido.

3. Método

Os arilidenos foram obtidos a partir da reacdo do correspondente aldeido com a
malononitrila, em meio basico. Enquanto que as amidas foram obtidas pela condensagao
entre um acido carboxilico e uma amina, em meio basico e utilizando a

diciclohexilcarbodiimida como agente condensante.

A primeira parte do trabalho foi consagrada a sintese de arilidenomalononitrilas,
incluindo mecanismo reacional e o estudo da elucidagdo da estrutura quimica por RMN
de 1H e 13carbono, uni e bidimensionais. Estes compostos foram sintetizados por meio
de condensacdo Knoevenagel entre o aldeido correspondente e malononitrila, em meio
basico. Os arilidenos foram obtidos a partir da reacdo do correspondente aldeido com a
malononitrila, em meio basico. Tais derivados tiveram as avaliagoes de suas atividades
em Aedes aegypti realizadas. A sintese dos derivados de benzilidenomalononitrilas foi
realizada seguindo metodologia utilizada por MELO, 1989, MELO e Colaboradores
(2002). Desta forma, dois derivados benzilidenomalononitrilas seguem o mecanismo

reacional esquematizado abaixo.
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Figura 15 - Esquema geral de sintese dos benzilidenomalononitrilas.

Fonte: do autor.

Para o mecanismo da reacdo de condensacao de Knoevenagel, descrito na

literatura por Costa (2003), que descrevemos abaixo, inicialmente, a base abstrai um

proton da malononitrila, uma vez que este composto tem duas func¢des nitrilas que

estabilizam o anion carbonidnico por ressonancia, estabilizando, portanto, o carbanion,

descritos nas figuras 16 e 17.
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Figura 16 — Esquema de condensacdo entre o aldeido e a malononitrila, em meio basico.

Fonte: do autor.
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MECANISMO PARA A FORMAGAO DO ARILIDENOMALONONITRILA

oN
SR ~

H,C + H—i——H —N-

) H,C0

A CN O
_b - *
H‘Sj _H !
N
N H/ H

A base, priperidina, abstrai um proton do carbnrm da malonomtnla, Forma-se carbamon (C). O carbamon se estabiliza por ressonancia,
com a participaco dos grupos mitnilas.

H,CO

N N N N
oo v !
C-CHyl-CHye{C-CHe C-CH
G 3-—% ?Lf: -~ & 3
A N NG ‘N

D O o D abstral vm proton do ion piperidinmm, vma vez gue o nitrogémo e encontra

Em segmda o carbanion ataca nucleofilicamente o carbono da carbonila, formando anion 1on piperidinim
carregado positivamente, formando o intermediano hidroxilado E. +

- /“_'\H/ ~H
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O intermediano ( E ) apresenta hidroxila (OH). A hidroxala ndo H
& um bom grupo de saida, mas com a presenca da piperidina que
abstrai o hidrogénio do carbone vizinho ao que a contem, consepue

partir, que juntamente com o proton que é retirado do carbono alfa,
forma wma molécula de dgua. Assim, se forma o composto

arilidenemalononitrila (F) HSC:O'/A‘“ O
g + = i
OH +
N NT.
H,CO g
O e H-} ) O

Figura 17 - Esquema de formacao da arilidenomalonitrila.
Fonte: do autor.

A obtengdo da amida foi realizada por método reacional convencional e por via

ultrassom. A alternativa via ultrassom foi estabelecida a fim de se trabalhar na dire¢ao



28

da quimica verde. As amidas foram sintetizadas por meio de uma reacdo de
condensagcdo entre um acido carboxilico e uma amida, a temperatura ambiente,
utilizando trimetilamina como base e diciclohexilcarbodiimida como agente
condensante. Para a execugdo desse processo foi seguida adaptacdo feita no Laboratdrio
de Farmacognosia (UNB) de metodologia utilizada por Montes (2016). A primeira
modificacdo foi a utilizacdo de diciclohexilcarbodiimida, como agente condensante, ndo
tendo sido usado benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)phosphonium
hexafluorophosphate (BOP) Outra modificacdo fundamental foi a utilizacdo da
ultrassom, que fizemos no laboratdrio, baseados em relatos da literatura sobre a
aplicagdo de ultrassom para outros tipos de compostos. Com isso, obteve-se o produto
desejado com apenas 01 hora e trinta minutos, enquanto pelo tempo funcional sdo
necessarios 03 dias de tempo reacional, indo assim ao encontro da quimica verde,
reduzindo-se drasticamente o tempo necessario para a formagdo da amida e
utilizando-se menor quantidade de solvente.

Destacamos também que por esse método que foi adaptado no laboratoério,
observou-se a formacao de um co-produto, possivelmente um éster, e sua associagdo ao
Aedes aegypti, foi também determinada, ndo apresentando atividade. A segunda parte
do trabalho incluiu também mecanismo reacional ¢ o estudo da elucidacdo das
estruturas quimicas por RMN de 1H e 13carbono, uni e bidimensionais e por
espectometria de massas. A formagao da amida estd exemplificada pelo mecanismo dos
esquemas 4 e 5 (descritos nas figuras 18 e 19), assim como, para a formacao do éster,

esta descrita através do mecanismo no esquema 6 (figura 20), ambos propostos abaixo:
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Figura 18 - Esquema de sintese da amida.
Fonte: do autor.
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Figura 19 - Esquema 5: Mecanismo para a formagao da amida.
Fonte: do autor.
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Ester

Figura 20 - Esquema 6: Mecanismo para a formagdo do éster.

Fonte: do autor.

3.1. Sintese do aduto de knoevenagel

CN

¢

malononitrila
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Piperidina

HsC COH
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H:CO

3-met1l-4-metoxi-benzaldeido

CN
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HaC CN

3a
HaCO

2-(3-metil-4-metoxi-benzilidene)malononitrila

D)
o~ ~COH

2-furanobenzaldeido

H CHN

2-(2-furfurilmetilene )malonitrila

Figura 21 - Esquema de reag@o do aduto de Knoevenagel 3a-b.

Fonte: do autor.
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Em um baldo de 125 mL, contendo um agitador magnético, foram colocados
0,0135 mol do aldeido (benzaldeido para 3a e 2-furanoaldeido para 3b), 0,0135 mol de
malononitrila e 25 mL de metanol, sob agitacio magnética, a temperaura ambiente, por
um periodo de cerca de 20 a 30 minutos, a reacdo sendo acompanhada por
cromatografia em camada delgada.

O sistema de solventes utilizado foi n-hexano:acetato de etila (8:2). No caso do
derivado 3a, formaram-se cristais pouco tempo depois, que foram filtrados e
cristalizados, utilizando-se n-hexano como solvente. No caso do composto 3b, pouco
tempo depois a solugdo ficou com a coloragdo preta. A reacdo foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada, tendo como sistema de solventes n-hexano:acetato
de etila (7:3).

Ap6s 30 minutos, adicionou-se pequena quantidade de gelo a solugdo e se
formou um solido preto, que necessitou posteriormente ser purificado por coluna de
cromatografia, utilizando silica em pd como adsorvente e como sistema de solventes

n-hexano:acetato de etila (7:3). Os rendimentos encontram-se localizados no Quadro

1.

CN

CN
HsC

3a

H,CO

Figura 22 — Estrutura quimica do Benzaldeido para 3a e 2-furanoaldeido para 3b.
Fonte: do autor.
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A primeira sintese usou como reagentes o 3-metil-4metoxi-Benzaldeido como
aldeido e a Malononitrila utilizando como base a piperidina. A reagdo ocorre
utilizando-se quantidades equivalentes dos reagentes, para tanto, a molaridade buscada

foi a mesma para ambos os reagentes.
3.2. Sintese da amida

A amida pdde ser preparada a partir da reagao classica de um acido carboxilico e
uma amina, em temperaturas altas e meio acido (BASAVAIAH E NAGANABOINA,
2018). Temperatura alta ¢ necessaria, neste método, em virtude da carbonila de 4cido ser
entre os compostos carbonilados, das menos reativas, em fun¢do da ressonancia do
grupo carboxila, provocando diminuicdo da deficiéncia de elétrons da carbonila do
acido. Desta forma a nucleofilicidade da amina nao ¢ suficiente para atacar
nucleofilicamente a carbonila e por consequéncia provocando uma certa dificuldade
para a formacdo da ligagdo -(CONH)-. Para contornar esta dificuldade, utilizou-se a
diciclohexilcarbodiimida (DCC) que atua para formar um intermediario, que apresenta a
carbonila mais reativa apresentado no mecanismo da reagdo apresentada no esquema 5
(figura 19). Entretanto, nesse trabalho, foi realizada uma adaptacdo deste método
descrito, utilizando-se ultrassom ap6s o periodo de ativacdo por DCC, que ¢ descrita a
seguir. (FRANCO, 2013).

Em um baldo de 125 mL sustentado sobre banho de gelo, contendo um agitador
magnético, foram colocados 0,002024 mol do acido (Acido cindmico), 0,002024 mol
de DCC e 20 ml de Diclorometano. Por um periodo de 30 minutos, foi mantida sob
agitacdo constante.

Apbés esse periodo, foi adicionado ao baldo, 0,002024 ml de
2,4-Dimetoxibenzilamina. O baldo foi relocalizado e exposto a acdo do ultrassom,
dando continuidade a reacdao a temperatura ambiente. A reagdo obteve término em uma
hora e trinta minutos, confirmada por cromatografia em camada delgada. O sistema de
solventes utilizado foi n-hexano:acetato de etila (7:3).

Em um funil de separac¢ao vedado, foram realizadas as parti¢des do produto com
Hcl 1 Mol, solugao de NaHCO3 saturada e solug@o de NaCl saturada respectivamente.

ApOs separacdo da fase organica das aqupsas, foi realizada a filtragdo do produto, com
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utilizagdo de mais 10 ml de diclorometano e em seguida o produto foi seco em camara
de vacuo.

O produto necessitou posteriormente ser purificado por coluna de
cromatografia, utilizando silica em pd como adsorvente e como sistema de solventes

n-hexano:acetato de etila (7:3). Os rendimentos encontram-se localizados no quadro 1.

Figura 23 - Estrutura quimica da amida sintetizada ; Arbo29A048B.
Fonte: do autor.

ESQUEMA REACIONAL

o FO Ty

\_I““

Figura 24 - Esquema reacional do procedimento experimental utilizado neste trabalho.
Fonte: do autor.

3.2.2. Estrutura do éster intermediario (proposto neste trabalho)

Na formag¢do da amida, foi necessario inicialmente se ativar a carbonila do acido,
mediante acdo da diciclohexilcarbodiimida (conforme mecanismo supramencionado).
Em conformidade com os dados RMN H, a acdo do agente condensante
(diciclohexilcarbodiimida) deve resultar também na formacdo do intermedidrio éster,

como sub-produto, proposto neste trabalho como sendo a estrutura abaixo.
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Estrutura do Ester Intermadizrio

Figura 25 - Estrutura quimica do éstér (A).
Fonte: do autor.

3.3 Acompanhamento por Cromatografia de Camada Delgada

A cromatografia de camada delgada (CCD) ¢ um método rapido, eficiente, de
baixo custo e largamente empregado em controle de qualidade de plantas medicinais,
tanto em matéria-prima vegetal quanto em fitoterapicos derivados. Parte do principio da
adsorcdo de substancias aplicadas em silica, que apoiadas em um sistema de solventes
organicos permite a andlise do nivel de polaridade da substdncia permitindo a
construcdo de sua identidade. Para a correta estratificagdo das substancias analisadas
utilizou-se o fator de retencdo (Rf) de um composto, que é calculada pela distincia

percorrida pela amostra sobre a distancia percorrida pelo eluente.

3.4 Preparaciao para RMN

A preparacao da amostra para analise de RMN foi feita, pesando-se de 5-10 mg,
sendo o minimo para a obtengdo dos espectros de hidrogénio e carbono 13
respectivamente, e diluindo-a em dimetisulféxido (DMSO) ou metanol deuterado. A
solucdo ¢ acondicionada em um tubo de RMN, propriamente identificado. e adicionado

em.
3.5 Criac¢ao dos mosquitos Aedes aegypti

A pesagem dos ovos foi realizada pelas propor¢des de 0,05 g de ovos para
montagem de uma gaiola de 33x33x33. Apds a pesagem os ovos foram adicionados em

um tubo Falcon de 50 ml e adicionados mais 40 ml de agua, gerando um total de 90 ml
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que foram agitados manualmente por 4 min. Para cada pote de 500 ml foram
adicionados no minimo 200 ml de dgua a cada 0,05 g de ovos. Em seguida, cada pote de
500 ml sem tampa foi inserido em uma camara de vacuo até atingir 0,7 bar ou -550
mmHg, para estimulagdo de eclosdo, por 5 min.

ApOs a exposi¢do a baixas pressoes pelo tempo descrito , a cdmara foi desativada
e 0s ovos nos potes foram deixados em repouso por pelo menos uma hora e apos, os
ovos foram cuidadosamente recolhidos. Apds recolhimento, 0,5 ml da solugdo ,
previamente agitada e homogenizada, de ovos eclodidos com larvas foram colocados
em um papel filtro e registrado o nimero de ovos eclodidos e ndo eclodidos, usando um

esteromicroscopio em pelo menos trés campos de visao diferentes.

Aedes Aegypti I

Adulto //

s =

IOve

Larva1l ‘g

Larva 2 ';’

Larva 3

Larva 4

Fonte: https://www.tuasaude.com/ciclo-de-vida-do-acdes-acgypty/

Figura 26 - Fases do ciclo de vida do dedes Aegypti.
Fonte: //www.tuasaude.com/ciclo-de-vida-do-aedes-aegypti/

As larvas foram alimentadas com rag¢do de gato/peixe moida em regime
controlado. Nos dias 8, 9,10,11 de criagdo, as pupas oriundas de larvas que nao foram
utilizadas em testes, sdo separadas em grupos de machos e fémeas e registrados os
nimeros de ambos. Para a montagem de cada gaiola, foram usados 1350 pupas fémeas
e 450 machos e no completar de sua metamorfose, os mosquitos adultos sdo
alimentados a cada semana com solu¢do de 10% (v/v) de actcar. A alimentacdo com
sangue foi feita duas vezes por semana com dois a trés dias de alimentagdo com
aproximadamente 5-7 ml de sangue de equino em cima da gaiola com parafilme em
contato com a rede da mesma, aquecidos por conducdo térmica usando pote acima do

alimentador, contendo agua aquecida a cada hora até o final do dia.
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3.6 Testes em Aedes Aegypti

Os testes em Aedes Aegypti foram realizados em trés etapas: larvas, pupas e
mosquitos adultos. A criacdo dos mosquitos segue os protocolos estabelecidos no POP
P0009 do laboratorio de Farmaco Gnosia (FS/UnB). Os testes na fases aquaticas do
ciclo de vida do mosquito, seguem os protocolos estabelecidos no POP FR00064 e
Fr0010 e em sua fase adulta os protocolos do POP FR0021 do laboratorio de Farmaco
Gnosia (FS/UnB), a descricdo da criacdo e testes serdo tratados a seguir.

As fases aquaticas: larvas L3 e pupas, foram separadas em cada pogo da placa de
testes, com o uso de pipetas Pasteur de plastico. Para larvas e pupas, foram preparados
solugdes com os cristais dos produtos sintetizados. Em ambos os testes as solucdes nas
concentragdes iniciais de 6,0 mg/ml e ao serem adicionadas 50 pL as placas em seus
respectivos pogos contendo 3 ml de agua levando a uma concentragdo final de 100
ng/ml por pogo. A leitura dos testes larvicidas foi feita uma vez a cada 24 horas por trés
dias, levando o teste a um total de 72 horas. Em seguida, cada pogo ¢ seco da agua do
criadouro, com o uso da mesma pipeta, e apds isso sdo adicionados 3 ml de 4gua limpa
em cada pogo. Cada placa possui 12 (doze) pogos, o que viabiliza teste em
quadruplicata para duas substincias cada e um controle. Cada sequéncia de pogos foi
devidamente identificada e observada por 72 horas em cada teste.

A diluigdo das substancias puras foi realizada com 1 ml de DMSO em
eppendorfs de 1,5 ml. Para cada substincia foram pesados nos mesmos eppendorfs
massas proximas de 5 mg, resultando em concentragdes m/v de 5 mg/ml. Com o uso de
micropipetas de 250 pL, foram inseridos em cada pogo de 3 ml, 50 uL da solugdo
diluida. Pelo célculo das concentragdes resultantes, cada pogo de teste, salvo o controle,
termina com a concentragdo de 100 pg/ml. Caso qualquer substdncia demonstrasse
atividade maior ou igual a 80% de letalidade nos espécimes a mesma seria aceita como
eficaz. Larvas L3 e pupas que ndo nadam perante estimulo sequencial e /ou apresentem
mudancas letais de estrutura fisica, foram consideradas mortas.

Os testes adulticidas foram realizados com wuma concentragdo 1:1
produto/acetona. Aproximadamente 1 mg de produtos foram pesados e dissolvidos em 1

ml de acetona e logo em seguida adicionados 200 pL em garrafas limpas e
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autoclavadas. Para otimizar a ambientacdo das garrafas com os produtos, 800 uL de
acetona eram adicionadas as mesmas logo para auxiliar a impregnacao das garrafas e
tampas de aluminio, estas que no momento do teste sdo seladas, mas permitem
passagem de ar para os mosquitos (em média 12 - 15 por garrafa).Cada um dos testes
foi realizado em quadruplicata (Exceto pelo adulticida que ¢ feito em triplicata) na

presenca de um controle.

4 Resultados e Discussao

As sinteses programadas ocorreram da maneira esperada sem grandes
complicagdes, assim como 0s testes bioldgicos no vetor estudado. Foram realizados a
sintese de derivados benzilidenomalonotrilas e de uma amida, dos quais dois sdo
inéditos,com abordagem bioldgica também inédita ao conhecimento adquirido até o
momento da estruturagdo e pesquisa. Houve limitagdes técnicas em testes de elucidagao
por RMN e espectrometria de massas devido a ndo disponibilidade do maquinario
necessdrio em toda a fase da pesquisa. Porém, tal contraponto, ndo prejudicou a
veracidade dos resultados obtidos. De igual modo, tal situacdo ocorreu com os testes
biologicos com mosquitos adultos.

Nas descricdes abaixo encontram-se as imagens representativas dos dois
compostos sintetizados (destes, um ¢ inédito na literatura), bem como do co-produto
(Arbo29A048A) da reagdo da amida, um éster cuja estrutura nao foi definida, mas se
apresenta uma estrutura provavel. Baseada no mecanismo reacional. Fez-se também a
sintese de uma segunda arilidenomalonitrila (Arbo29A047), que ndo pode ser
purificada e assim nao se pode elucidar sua estrutura quimica propriamente. Mas,

baseado no mecanismo, apresenta-se a estrutura quimica esperada.
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Figura 27 - Estrutura quimica dos produtos e coproduto obtidos na realizagdo das sinteses.
Fonte: do autor.
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Abaixo apresenta-se o calculo do rendimento das substincias que puderam ser

confirmadas através da espectrometria.
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Codigo da substancia Rendimento %
Arbo29A046 35,92
Arbo29A048B 14,57

Quadro 1 - Rendimento das sinteses realizadas confirmadas por espectometria.
Fonte: do autor.

4.1. Elucidacio por RMN

OCH,

SC1 ou Arbo29A 046

Figura 28 - Andlise espectroscopica do 2-(2’-metil-4’-metoxibenzilideno)malononitrila.
Fonte: do autor.

1
RMN H (CD30D/600MHz): Rf 0,49 (n-hexano/acetato de etila (7:3); sélido amarelo;

rendimento 35,92% ¢ 8,13 ppm (s, 1H, H(2)), o 7,89 ppm (d, J (dd, J H-6’-H-5"=8,7Hz
e J H-6’-H-2” = 2, 4Hz),), 1H, H (6°)’), 0 7,22 ppm (d J H-5’-H-6’=6Hz’, 1H, H(5")), &
3,92 ppm (s, 3H, H do metila da metoxila)); 6 2,18 ppm (s, 3H, H do metila)); RMN

B¢ 150MHz(CD30D),

Os assinalamentos dos atomos seguintes de carbono foram propostos a partir
do espectro HMBC, para as situagdes que o HMBC permitiu. Esclarece-se que
1H-13C-HMBC-nJCH (n = 2 e 3, HMBC = Heteronuclear Multiple Bond Correlation,
IH detectado, método inverso), utilizando-se valores médios (nJCH = 7 — 10 Hz) para

detectar as interagcdes heteronucleares spin-spin através de duas (2JCH) e trés ligacdes
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(3JCH) entre os atomos de carbono-13 e hidrogénio. Assim, proposi¢cdo dos
assinalamentos: 0162,5 ppm (1C, C-4%)), 6132,5 ppm (1C, C-2’)), 131,7 ppm (1C,
C-6%)), 6126,7 ppm (1C, C-3°)), 6123,5 ppm (1C, C-1°)), ol11,1 ppm (1C, C-57)),
0114,5 ppm (2C, da nitrila)), 855,7 ppm (1C, da metoxila)), 615,7 ppm (1C, da metila)).

OCHj,

SC3 ou Arbo29A048A

RF Menor

Figura 29 - N-(2,4-dimetoxibenzil)cinamamida.
Fonte: do autor.

Fazendo andlise comparativa com o composto N(4-clorobenzil)cinamamida
descrito por Montes (2016), foram constatadas muitas similaridades e foi sugerido o
assinalamento para os hidrogénicos da substancia N-(2,4-dimetoxibenzil)cinamamida,
mostrados abaixo. Destaque-se que a similaridade ¢ sobretudo na parte que contém os
C-1 a C-8, com seus hidrogénios - 7,53 (m, 2H, H-2, H-6); 7,39 (m, 3H, H-3,4,5); 6,7
(d, J = 15Hz, 1H, H-8), H-7, (ndo sendo possivel identificar, possivelmente entre os
multipletos dos protons da regido aromatica), 8,3 (1H, CONH); 4,28 (d, J = 3H, 2H,
H-7°), 6,7 (s, 1H, H-5"); 6,5 (m, 2H, H-2" ¢ H-3").

Os deslocamentos quimicos observados no composto também apresentaram
alguma similaridade com N(4-clorobenzil)cinamamida. Os 16 &4tomos de carbono
puderam ser observados, considerando que dos 18 4tomos de carbono da estrutura,
tem-se que os C-2 e C-6, sdo equivalentes, assim como o sdo os dtomos de C-3 e C-4.
Pode-se observar o pico a 164,8 que corresponde ao atomo de carbono da carbonila, a
55,42ppm e 55,21ppm sdo os picos que correspondem aos carbonos das duas metoxilas.
38,96 ppm devido ao carbono metilénico (C-7’). Enquanto que os outros a respeito dos
picos ndo se pode assinalar precisamente, mas se apresentam em deslocamentos

quimicos compativeis com o previsto.
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Spectrum from Caio@2021-10-29.wiff (sample 1) - Branco. Experiment 1. +TOF MS (50 - 500) from 0.412 1o 0.487 min, subtracted by (Spect...in). subtracted by (Spectrum from Caio@2021-10-29.wff (sample 1) - Branco, Experiment 1. +TOF MS (50 - 500) from 0.295 to 0.332 min)
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A estrutura foi confirmada pela espectrometria de massas de alta resolucao
(Figura 34 e 35) que detectou o pico de m/z de 320,1251, que corresponde exatamente
ao ion molecular de Arbo29A046 e o pico de m/z de 211,0681, do ion molecular que por sua vez
corresponde a Arbo29A048B. Em ambos os casos além de se obter a massa molecular esperada,

ser o pico principal.

4.3 Resultados dos testes em Aedes Aegypti.

A respeito dos testes em Aedes Aegypti, cinco substincias foram testadas,
destas, trés demonstraram atividade biologica procurada; “Arbo29A047”,
“Arbo29A048B” e “S1”. Tanto Arbo29A047 e Arbo29A048B tiveram suas estruturas
elucidadas nesse trabalho, porém S1 ainda ndo pdde passar por essas etapas de
elucidacao. Estudos futuros serdo realizados a respeito desta substancia, assim como a

realizagdo de sinteses de substancias similares e seus testes em Aedes Aegypti.

Em testes larvicidas, a substancia de cdédigo Arbo29A046 apesar de nao
demonstrar atividade em larvas L3, na leitura dos testes pupicidas, observou-se
potencial adulticida, comparando a quantidade de mosquitos recém metamorfoseados
mortos nos fossos em relagdo aos fossos de S1 e controle. E sabido, porém, que este
ocorrido pode se dever ao fato de que comumente, devido ao pequeno espaco disponivel
nos fossos de testes das placas, as asas do inseto se encharcam, o que o leva ao
afogamento.

Entretanto, comparativamente o nimero de mosquitos adultos mortos no testes
pupicidas, foi um artefato que poderia indicar potencial em mosquitos adultos se nao
como inseticida como repelente, podendo ter causado inquietacdo nos mosquitos em
seus fossos e estimulado tentativas de voo excessivas e assim causado suas mortes

precoces.

N° larvas mortas 24 h N° larvas mortas 48 h N° larvas mortas 72 h

codigo Re|Re|[Re|Re|méd|%|Rep|Re|Re|Re|méd| % |Re|Re|[Re|Re|méd| %

pllp2[(p3|p4]| ia 1 |p2|p3|p4| ia plip2|p3|p4| ia
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Arb029A0 [0 [0 [o o[ o o[ o ofo[oo[o]ofo][ofo] o]0
46

Arbo29A0 | 51619 |6 |65|6| 7 [10]10] 8|87 [87,[10]10]10]10] 10 | 10
47 s 5| s 0

Arbo29A0000 ololololo 010 0/]0]0] 0[O
48A

Arbo29A0 ololo 0lol4l6ls 5,2 |52, 918(10]|8,7|87,
48B 5| s 5|5

Quadro 2 - Resultados de testes larvicidas dos produtos de todas as sinteses.

Fonte: do autor.

O teste adulticida foi limitado apenas a amostra de cdodigo Arbo29A046,

primeiramente pois a mesma parecia demostrar potencial nas observacdes de mosquitos

mortos, em seguida pela limitacdo imposta ao experimento devido a necessidades

operacionais na montagem populacional e manutengdo de mosquitos fémeas do

laboratorio.
Frasco 1 Frasco 2 Frasco 3 Frasco 4
Tempo
Vivo Morto Vivo Morto Vivo Morto Vivo Morto
0 11 12 0 10 0 10 0
15 11 12 0 10 0 10 0
30 11 12 0 10 0 10 0
45 11 12 0 10 0 10 0
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60 11 0 12 0 10 0 10 0
75 11 0 12 0 10 0 10 0
90 11 0 12 0 10 0 10 0
105 11 0 12 0 10 0 10 0
120 11 0 12 0 10 0 10 0

Quadro 3 - Resultados de testes adulticidas do produto Arbo29A046;
Fonte: do autor.

Assim, os testes adulticidas foram organizados na semana seguinte e apesar das
observagoes, nao demonstrou mortalidade em mosquitos adultos. Potencializava-se a
ideia de realizar testes de repeléncia com essa substincia, porém, foi imposta uma
limitacdo aos experimentos devido ao exposto no pardgrafo anterior. Por esta mesma
razdo, os testes adulticidas tiveram de ser adiados e ndo foram realizados nas
substancias seguintes.

Os produtos de arilidenos de nitrila e amida Arbo29A047 e Arbo29A048B
respectivamente obtiveram resultados esperados pelo estudado e apresentado neste
trabalho, pela literatura em relagdo a atividade dessas classes de substancias,
apresentando resultados de mortalidade de mosquitos de 100% e 87,5% em 72 horas
respectivamente. A atividade larvicida de ambas as substincias foi primeiramente
observada em 24 horas, na primeira leitura dos testes, mas estima-se que possam ter
iniciado essa atividade horas antes. Foi surpreendente e curioso, entretanto, a substancia
de codigo Arbo29A048A ndo apresentar atividade nos testes em questdo, considerando
que substancia similar em estudos anteriores apresentou 100% de eficacia. Pretende-se

realizar a repeticao deste teste utilizando esta substancia para certificar os resultados.

N° pupas mortas N° mosquitos vivos N° mosquitos mortos

Re|Re|Re|[Re| mé [% | Re |[Re|Re|Re|méd| % |Re|Re|Re[Re|méd | %)
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1234 ]dia pl[2(3]|4] ia 1a
N 0/(0(O0O[0]|] O [O|10(10(10]|10]| 10 |10 0 (0
0
0/0(O0O[0] O [O|10(10(10]|10]| 10 |10 0 (0
Arbo29A 0
046
0/0(O0O[0] O [O|10(10(10]|10]| 10 |10 0 (0
Arbo29A 0
047
0(0(O0O[0] O [O|10(10(10]|10]| 10 |10 0 (0
Arbo29A 0
048A
0/0(O0O[0] O [O|10(10(10]|10]| 10 |10 0 (0
Arbo29A 0
048B
10/10/10/10] 10 |110) 0 OO ]JO0O] O | O 0 |0
S1 0

Quadro 4 - Resultados de testes pupicidas dos produtos de todas as sinteses.

Fonte: do autor.

Em testes em fase pupal, nenhuma das substancias sintetizadas para este trabalho

obteve resultados positivos de atividade. Pupas sdo os alvos de teste mais desafiadores

nesse ramo de estudo, o fato delas nao se alimentarem e serem aerdbias, sdo fatores que

dificultam algumas substancias de ingressarem na fisiologia do inseto. Todavia, a

amostra de S1, demonstrou eficacia de 100% em menos de 24 horas, inclusive,

diferencas no comportamento entre as pupas da mesma placa foram observadas

relativamente aos fossos que continham S1, momentos ap6s a aplicagdo. E um desafio

desenvolver substancias quimicas que contenham o equilibrio lipossoluvel (para melhor




47

aderéncia e penetragdo no sistema do inseto) e polar ( para se permitir-se dissolver em

agua), porém S1 demonstrou potencial para desenvolvimento futuro. (BRASIL, 2001).

Estrutura molecular e atividade percentual em Aedes Aegypti
Larvicid | Pupicid | Adulticid
Nome Molécula:
a (%) a (%) a (%)
NC
NG X
0,00 0,00 0,00
Arbo29A046 HaC
OCH;
\ N
) 87,5 0,00
X
Arbo29A048
B
S1 77? X
0,00 100

Quadro 5 - Resultados de testes relativas a estrutura molecular.
Fonte: do autor.

4.4 Cromatografia de camada delgada

4.4.1 Arbo29A046
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e

Figura 32 - CCD de Arbo29A046 sistema eluente Hexano
(0,2:9,8)(1:9) e (9,8:0,2) respectivamente.
Fonte: do autor.

. Acetato da esquerda para direita:

= o R s ~ L
i |

I ; | e
Figura 33 - CCD sistemas Hexano : Acetato da esquerda para direita: (9,6:0,4)(9,4:0,6) (9:1)e (9,9:0,1)
respectivamente.

Fonte: do autor.

Figura 34 - CCD sistemas Hexano : Acetato : (9,9:0,1). CCD de término da reagao.
Fonte: do autor.
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Na ultima CCD apresentada, foi realizada a comparagdo entre o produto
sintetizado nesta reacao (ponto SC1) com o produto sintetizado em outro ensaio
idéntico, antes testada no mesmo laboratério (ponto SCA1). Ambos localizados no meio
da placa. Observa-se 0 mesmo Rf em ambos os pontos e ambos sendo diferentes dos

Rfs de seus regentes antecessores, comprovando a eficacia do método.

4.4.2 Cromatografia de camada delgada de Arbo29A07

'h____.

i———m

Figura 35 - CCD de término de reacdo de Arbo029A47 Sistema eluente: Hexano : Acetato : (7 : 3), .
Fonte: do autor.
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A CCD mostra o progresso da reacdo, evidenciando que ja ndo se encontravam
os reagentes: malononitrila (M) e furfuraldeido (FA), no meio reacional (ponto MR2).
Acredita-se que o produto majoritario, de Rf maior, era o produto esperado e que os
restantes eram impurezas que apresentavam menor concentracdo. Uma coluna foi

realizada para purificagao.

4.4.3 Cromatografia de camada delgada de Arbo29A048A e Arbo29A048B

Figura 36 - CCD de 2,4-Dimetoxibenzilamina, Acido cinimico (Arbo 155), DCC e meio reacional
Sistema eluente: Hexano : Acetato : (7 : 3) (A), (8:9) (B), (9: 1) (C) e (6:4) (D). Arbo29A048A no
quarto ponto possui RF mais alto e Arbo29A048B o mais baixo.

Fonte: do autor.

5 Conclusio

O estudo progrediu bem e os objetivos propostos foram cumpridos e seus
resultados sdo congruentes ao esperado. Apesar de que a elucidagdo das moléculas se
demonstrou desafiadora devido a algumas limitag¢des técnicas, foi possivel adaptar-se as
novas situagdes que surgiram e obter resultados satisfatérios. A pratica na adaptagdo de
métodos motivou a nossa equipe a inovar técnicas conhecidas e otimiza-las, levando a
sintese de quatro substancias, duas delas contendo estrutura quimica bem definida e
atividades em Aedes Aegypti; Arbo29A47 e Arbo29A048B que obtiveram atividade

larvicida de 100 e 87,5 % em 72 horas, respectivamente nas concentragoes de 100
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png/mL. A amida Arbo29A048B teve rendimentos de 14,57 % e ndo tem registro na
literatura, sendo uma molécula inédita e com atividade biologica de possivel utilidade
publica possivel confirmada neste trabalho.

Em estudo posterior esses compostos serdo submetidos a avaliacdo de outras
atividades farmacoldgicas, uma vez que neste trabalho o foco quanto a abordagem
bioldgica, foi a atividade em Aedes aegypti. Arbo29A046 pode ser um candidato para
testes repelentes devido ao nimero de mosquitos afogados apresentados em seus testes
pupicidas, dos quais comparativamente aos outros fossos do mesmo teste, inclusive o
controle eram notavel observagdo. S1, apesar de ndo ter sido o foco deste trabalho ¢é
digno de nota por demonstrar-se promissora em testes de atividade pupicida que, em
poucas horas na mesma concentracdo de 100 pg/mL, obteve resultado de 100% de
mortalidade, que dentre as fases do ciclo de vida do mosquito demonstra-se, geralmente
a mais desafiadora, obtendo resultados positivos, em média, em 10% dos de todos os
testes realizados.

Os resultados experimentais demonstraram corresponder aos referenciais
tedricos no desenvolvimento das sinteses quimicas, meios de elucidacdo, além do
potencial esperado de substincias nitrogenadas aqui abordadas: derivados de
arilidenomalononitrila e amidas estudadas na literatura que continham atividade
larvicida e que inspiraram este estudo. A partir do conhecimento adquirido, pode-se
confirmar que ¢ possivel a abordagem de sintese no controle antoldgico das arboviroses
que desafiam a saude publica ndo somente do Brasil, como em iniimeros paises nas
Américas, Africa e Asia. O potencial para estudos relacionados deve seguir a ser
explorado, especialmente levando-se em consideragdo que os vetores de arboviroses
demonstram capacidade de adquirir resisténcia aos inseticidas mais comuns e esta ¢

uma ameaca que esta longe de ser neutralizada
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Anexos

Materiais usados

Balanga analitica ;

Proveta 25 ml ;

Micropipeta ;

Barra magnética ;

Chapa aquecedora com agitagao modelo: hs7-Ika ;
Balao de fundo redondo com junta 125 ml ;
Condensador ;

Bacia de aluminio (Adaptacdo de Banho Maria com 6leo) ;

56
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Imagens de RMN

Espectro de RMN-H de Arbo29A046
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Espectro de HSQC de Arbo29A046 (1)
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Espectro de HSQC de Arbo29A046 (2)
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Espectro de RMN-H de Arbo29A048B
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Espectro de RMN-13C de Arbo29A048B
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