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RESUMO

Aedes aegypti € um vetor que tem causado grande preocupacado na sociedade nas
tltimas décadas, devido a disseminacao de epidemias por arbovirus ocasionada por
ele. Atualmente, seu controle populacional vem ocorrendo por meio da aplicacdo de
inseticidas, os quais, entretanto, ndo vém apresentando eficacia devido a resisténcia
generalizada entre as populacdes desse vetor. Diante disso, 0 presente estudo teve
como objetivo o planejamento in silico, e sintese de cinamamidas. Para essa
abordagem foi utilizado o método target fishing, seguido de uma triagem virtual.
Posteriormente, os compostos foram sintetizados via reacdo de Steglich e
devidamente caracterizados usando as técnicas de RMN !H, DEPT-Q e FTIR. Em
relacdo ao estudo in silico os resultados foram validados e demostraram que essa
quimioteca pode ser uma boa candidata a larvicida, por apresentar uma estrutura que
esta dentro das normas previstas para um inseticida seletivo e ambientalmente
seguro. Além disso, apresentaram afinidade pronunciada frente as enzimas quitinase
(O17411), 3-hidroxiquinurenina transaminase (6MFB) e acetilcolinesterase (Q6A2E?2)
expressas pela larva do vetor. No que se refere a sintese, as moléculas sintetizadas
apresentaram rendimentos entre 47-100%. No que tange a atividade larvicida
preliminar, dois compostos da quimioteca mostraram-se ativos, sendo eles (AF18) e
(AF09), e dois compostos parcialmente ativos (AF08 e AF17), um composto
fracamente ativo (AF15), e nove compostos inativos. Ainda, a concentracao letal que
elimina 50% da populacdo (CLso) foi determinada para os compostos ativos e
parcilamente ativos (AF18, AF09, AF08, e AF17), os quais apresentaram 0s seguintes
valores de CLso 41,6, 55,9, 105,2 e 105,8 pg/mL, respectivamente. Em estudo de
relacdo estrutura-atividade, verificou-se que as propriedades fisico-quimicas em
destaque, o numero de ligagcbes rotativas e o coeficiente de particdo foram cruciais
para a atividade larvicida. Morfologicamente as larvas expostas a um dos composto
mas ativo, AF09, apresentaram reducdo de massa, deformidade no intestino médio,
e também deformacdes na regidao do sifao e papilas anais. O que supde que os alvos
biol6gicos que possam estar envolvidos sejam enzimas digestivas. Contudo, estudos

de inibicdo enzimatica sao imprescindiveis para elucidacdo do mecanismo de acgéao.

Palavras-chave: Sintese; cinamamidas; estudo larvicida; Aedes aegypti.



ABSTRACT

Aedes aegypti is a vector that has caused great concern in society in recent decades,
due to the spread of arbovirus epidemics caused by it. Currently, its population control
has been occurring through the application of insecticides, which, however, have not
been effective due to generalized resistance among populations of this vector. Given
this, the present study aimed at the in silico design and synthesis of cinnamamides.
For this approach, the target fishing method was used, followed by virtual screening.
Subsequently, the compounds were synthesized via the Steglich reaction and properly
characterized using *H NMR, DEPT-Q, and FTIR techniques. Regarding the in silico
study, the results were validated and demonstrated that this chemotherapeutic can be
a good candidate for larvicide, as it presents a structure that is within the norms
foreseen for a selective and environmentally safe insecticide. In addition, they showed
a pronounced affinity for the enzymes chitinase (017411), 3-hydroxykynurenine
transaminase (6MFB), and acetylcholinesterase (Q6A2E2) expressed by the vector
larvae. Regarding the synthesis, the synthesized molecules presented yields between
47-100%. Regarding the preliminary larvicidal activity, two compounds from the
chemotheque were active, namely (AF18) and (AF09), and two partially active
compounds (AF08 and AF17), a weakly active compound (AF15), and nine inactive
compounds. Also, the lethal concentration that eliminates 50% of the population (L Cso)
was determined for the active and partially active compounds (AF18, AF09, AF08, and
AF17), which presented the following values of LCso 41.6, 55.9, 105.2, and 105.8
pg/ml, respectively. In a structure-activity relationship study, it was found that the
physical-chemical properties highlighted, the number of rotating bonds, and the
partition coefficient were crucial for larvicidal activity. Morphologically, larvae exposed
to one of the most active compounds, AF09, showed a mass reduction, midgut
deformity, and deformations in the siphon region and anal papillae. Which assumes
that the biological targets that may be involved are digestive enzymes. However,

enzymatic inhibition studies are essential to elucidate the mechanism of action.

Keywords: Synthesis; cinnamamides; larvicidal study; Aedes aegypti.
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1 INTRODUCAO

O inseto Aedes aegypti da familia Culicidae é o vetor responsavel pela
transmissao de arboviroses, tais como Zika, Chikungunya, Dengue e Febre Amarela,
afetando mais de cerca de meio bilhdo de pessoas mundialmente a cada ano (NATAL,
2002; BALWAN; SINGH; KOUR, 2022). Essas doencgas tém causado grande impacto
na saude publica, principalmente no que tange aos riscos de epidemias, considerando
que as medidas terepéuticas incluindo vacinas para os arbovirus circulantes
transmitido pelo Ae. aegypti ainda s&o incipientes. Dessa forma, as tentativas de
reduzir sua disseminacéo tém se concentrado no controle do vetor, com destaque ao
meio quimico, que faz uso de inseticidas como o temef6s® (ZARA et al., 2016;
JUAREZ et al., 2021). Contudo, seu uso tem sido descontinuado devido a sua
toxicidade e carcinogenicidade, além das larvas apresentarem resisténcia (MOREIRA,
2012; MELO, 2009). Diante desse cenario, faz-se necessario a busca por moléculas
mais ativas e seletivas frente a esse vetor (DUQUE, 2023). Nesse aspecto, destacam-
se os derivados do acido cinamico (DACSs), os quais possuem uma série de atividades
farmacoldgicas, dentre elas: atividade antimicrobiana, antitumoral, antioxidante,
inseticida, larvicida, entre outras. (PEPERIDOU et al., 2017; SHARMA, 2011).

Diante disso, estudos ja desenvolvidos por este grupo de pesquisa (Laboratorio
de Quimica Orgéanica Aplicada a Materiais e Compostos Bioativos — LCM), reportam
os DAC’s como agentes larvicidas promissores, com destaque ao p-clorocinamato de
etila que apresentou CLso de 8,3 ug/mL (FRANCA et al., 2021). Nessa investigacéo,
foi observado mediante estudos in silico e de relacéo-estrutura atividade, que o &tomo
de cloro na posicéo para do anel aromatico do grupo cinamoil, exerce uma efetiva
acao larvicida. Por outro lado, as cinamamidas fazem parte de uma promissora classe
de compostos, descritas na literatura por possuirem uma vasta gama de atividades
bioldgicas, incluindo: antifungica (DAI et al., 2015); herbicida (PENG et al., 2021);
antioxidantes, antibactericidas, anti-inflamatoérias (KUCHANA; RENUKA, 2018), entre
outras. Nesse contexto, o planejamento in silico de derivados cinamicos
funcionalizados com o grupo amida pode indicar informacdes cruciais para o

desenvolvimento de novos compostos mais eficientes para aplicagao larvicida.

Pesquisas acerca de novos agentes larvicida fazem uso dessa estratégia para
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acelerar a identificacdo e otimizacdo de novos compostos (SILVA et al.,, 2019;
KIOSHIMA et al.,, 2019). Alguns dos beneficios dos métodos in silico estdo
relacionados a identificacdo computacional de potenciais alvos biolégicos, a avaliacao
de propriedades farmacocinéticas, a otimizacdo do tempo e custos em comparacao
as abordagens experimentais convencionais (SEGALL; BARBER, 2014; BROGI et al.,
2020).

Nesse sentido, o presente trabalho consistiu no planejamento de amidas
cindmicas mediante estratégias in silico para design dos compostos e selecdo de
multiplos alvos biologicos do vetor. Seguida da sintese, avaliacdo da atividade
larvicida frente as larvas do quarto estagio do Ae. aegypti e analise morfolégica das

larvas expostas ao composto mais ativo.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ConsideracOes gerais acerca das arboviroses

Arboviroses sdo doengas causadas pelos chamados arbovirus, 0os quais sdo
um grupo diversificado de virus transmitidos por vetores, comumente artropodes
infectados, ou seja, insetos e aracnideos (YOUNG, 2018; WHO, 2017). Esses
patdgenos transmitidos por artropodes representam mais de 17% das doencas
infecciosas, que afetam milhdes de pessoas em todo o mundo a cada ano, e
compreendem uma proporgdo significativa de patégenos humanos emergentes
(WHO, 2017). As arboviroses disseminadas pelos mosquitos vém expandindo sua
distribuicdo global nos ultimos anos, e novos virus, como Chikungunya e Zika,

surgiram e se espalharam globalmente (BRADY; HAY, 2020).

Acerca dos fatores relacionados a essa expansao, acredita-se que ha uma
combinacgéo entre aumento da urbanizacao, viagens globais e mudancas ambientais
associadas ao aumento das temperaturas (YOUNG, 2018). Destacando a
temperatura, as mudancas climéaticas causam impacto na disseminacéo de doencas
transmitidas por vetores, afetando o tamanho da populacdo de vetores, a
sobrevivéncia, a picada, as taxas de incubacédo de patdogenos e a competéncia do
vetor (MORDECAI et al., 2017; TESLA et al., 2018). O aumento das arboviroses tem

forte impacto econdémico e social.

Existem mais de 500 arbovirus conhecidos, dos quais mais de uma centena foi
identificado como causadores de doencas em humanos, dando origem a uma
tremenda carga de doencas e cepas socioecondmicas em regides tropicais e
subtropicais em todo o mundo (LABEAUD et al., 2011). Dentre as arboviroses a
Dengue, Zika e Chikungunya, que ocorrem em co-circulagdo, sédo as de maior
importancia médica no mundo e que exigem vigilancia epidemiolégica ativa (PAIXAO;
TEIXEIRA; RODRIGUES, 2018; YOUNG, 2018; GOULD et al.,, 2017). Essas sao
transmitidas aos humanos predominantemente por meio dos mosquitos altamente

competentes Aedes aegypti e Aedes albopictus (KRAEMER et al., 2015).

No que tange ao tratamento para essas doencas, apesar de sua importancia, a

falta de vacinas e medidas terapéuticas eficazes atualmente disponiveis para
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infeccbes arbovirais exigem o0 uso de outras estratégias visando diminuir a
disseminacao dessas arboviroses (GIRARD et al., 2020 ; OMS, 2009). Mesmo que
existam vacinas licenciadas o seu uso ainda é limitado. Por exemplo, a vacina
atenuada contra a febre amarela e a CYD-TDV, que € uma vacina atenuada
tetravalente contra a Dengue. Essa ultima é licenciada em um esquema de trés doses

em 20 paises da Asia, Australia e paises da América Latina.

Na Ameérica Latina, o primeiro programa publico de vacinagéo contra Dengue
foi lancado em 2016, em areas endémicas de Dengue no estado do Parana, no Brasil,
implantando cerca de 500.000 doses de vacina, hormalmente para uso em pessoas
de 9 a 45 anos (WILDER-SMITH et al.,, 2019; WHO, 2018). Portanto, medidas
eficazes, escalonaveis e sustentaveis de controle de vetores, como também
intervencdes de saude publica oportunas e precisas sao essenciais para o manejo de

doencas arbovirais que, por sua vez, dependem da vigilancia da doenca (WHO, 2018).
2.2 As arboviroses de maior importancia no mundo
2.2.1 Dengue

A Dengue, arbovirose transmitida comumente por mosquitos Aedes, € causada
pelos quatro sorotipos do virus da Dengue (DENV 1-4). Essa arbovirose evoluiu de
uma doenca esporadica para um grande problema de saude publica com substancial
efeito social e econdmico devido ao aumento da extensdo geografica, nimero de
casos e gravidade da doenca (GUZMAN; HARRIS, 2015). Podendo se apresentar com
sintomas comuns, incluindo febre, dores musculares e articulares, dor de cabeca e
erupcdo cutanea (CASTRO et al., 2017; GUZMAN; HARRIS, 2015). Como esses
sintomas ndo sao especificos, podem se assemelhar a outras infec¢des, incluindo
COVID-19, Chikungunya, Zika e até mesmo febre maculosa. Assim, o diagndstico
clinico preciso da dengue é desafiador, o que pode resultar em diagndsticos errbneos
e subnotificacdes da doenca (MULLER et al., 2017).

De acordo com dados obtidos no Centro Europeu de Prevencao e Controle de
Doencgas (CECD) sobre a distribuicdo geografica dos casos de dengue (Figura 1) até
19 de dezembro de 2022, foram notificados 3.766.153 casos e 3.582 mortes. A maioria
dos casos foi relatada pelo Brasil (2.182.229), Vietna (325.604), Filipinas (201.509),
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india (110.473) e Indonésia (94.355). Sendo a maioria das mortes relatadas no Brasil
(929), Vietna (112), Filipinas (656), india (86) e Indonésia (853). Desde a atualiza¢&o
anterior publicada na semana 48 de 2022, foram relatados 122.384 novos casos e 200
novas mortes (CECD, 2022).

Figura 1 - Distribuicdo geografica dos casos de dengue notificados em todo o mundo,
outubro-dezembro de 2022.
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Fonte: CECD (2022)
2.2.1 Zika

O Zika virus, da familia Flaviviridae € outra arbovirose que merece destague
(MUSSO; GUBLER, 2016). Os mosquitos do género Aedes foram os responsaveis por
disseminarem o primeiro grande surto epidémico de Zika na Oceania entre 2013/14.
A partir dai, o virus se expandiu pela América entre 2014/15, comprometendo também
grande parte do continente asiatico e africano, apresentando grande relevancia
epidemioldgica (MUSSO; GUBLER, 2016; HU et al., 2019; OMS, 2019). Tem sido
amplamente divulgado que aproximadamente 80% das pessoas com infeccdo pelo
virus Zika sédo assintomaticas. Essa afirmacéo é baseada em uma pesquisa domiciliar
realizada em 2007 no estado de Yap, o qual faz parte do estados federados da
Micronésia, que foi citado em muitas publicacbes sobre o virus Zika (DUFF et al.,
2009).

Na maioria dos casos apresenta-se como uma doenga febril autolimitada.
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Porém, dados crescentes estabeleceram uma associacao entre infeccao por Zika,
gravidez e desfechos fetais adversos. Destacando a microcefalia como a mais
proeminente, ocorrendo também outros sindromes neuroldgicos, especialmente a
sindrome de Guillain-Barré (RASMUSSEN et al., 2016; CAO-LORMEAU et al., 2016).

Em 2022, o CECD informou que um total de 31.453 pacientes com Zika foram
confirmados em 13 dos 52 paises e territorios. E o relatorio semanal da Organizacéo
Pan-Americana da Saude (OPAS) divulgado em 15 de dezembro de 2022, 31.451

casos de Zika que foram relatados este ano nas Américas (CECD, 2022).
2.2.3 Chikungunya

Por ultimo, a Chikungunya que tem causado grande impacto social e
econdmico no mundo. Trata-se de uma arbovirose causada por um virus pertencente
a familia Togaviridae. A doenca é transmitida ao ser humano pelas fémeas infectadas
do género Aedes. O tempo de inicio da infec¢do pode variar, ocorrendo de 4 a 8 dias
apos o paciente ter sido picado por um mosquito infectado (HORWOOD; BUCHY,
2015). Em geral, a fase aguda da doenca comeca 1 a 10 dias apés a incubacédo, com
inicio abrupto de febre, cefaleia, fadiga, sintomas gastrointestinais com nauseas e
vomitos, erupcdo cutdnea, mialgia e artralgia intensa (STAPLES; BREIMAN;
POWERS, 2009). Complicacfes oftalmologicas podem se desenvolver em qualquer
fase da doenca; entretanto, fotofobia e dor retro-orbitaria sdo mais comumente
observadas durante a fase aguda (MAHENDRADAS; AVADHANI; SHETTY, 2013).
Além disso, os segmentos anterior e posterior do olho podem estar envolvidos. Na
coérnea, as células epiteliais e endoteliais sdo os alvos preferenciais do CHIKV,
enquanto no tecido conjuntivo da esclera os fibroblastos séo afetados, podendo levar
a episclerite e a esclerite (COUDERC et al., 2008).

Os sintomas da chikungunya comecam abruptamente com febre (temperatura,
geralmente >38,9°C). As febres geralmente duram de varios dias até 2 semanas e
podem ser de natureza bifasica (DELLER et al., 1968; HALSTEAD et al., 1969). Logo
apos o inicio da febre, a maioria das pessoas infectada desenvolve poliartralgias
graves, muitas vezes debilitantes. As dores articulares sdo geralmente simétricas e
ocorrem mais comumente nos pulsos, cotovelos, dedos, joelhos e tornozelos, mas

também podem afetar as articulacbes mais proximais. Artrite com inchaco das
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articulacbes também pode ocorrer. Aléem de artralgias dos membros inferiores que
podem ser severamente incapacitantes, resultando em uma marcha lenta, ampla e
hesitante, que pode persistir por meses (STAPLES; BREIMAN; POWERS, 2009).

by

Em relacdo a quantidade de casos em 2022, até 19 de dezembro, foram
notificados 363.206 (Figura 2) casos e 76 mortes. A maioria dos casos foi relatada no
Brasil (247.537), India (108.957), Guatemala (1.800), Tailandia (1.109) e Paraguai
(936). Mortes foram relatadas no Brasil (75) e no Quénia (1). Desde a atualizacao
anterior publicada na semana 48 de 2022, foram notificados 1.185 novos casos, sem
novas mortes. Na Figura 2 sdo observados os casos notificados a nivel mundial e
nacional (CECD, 2023). No Brasil, as trés arboviroses mencionadas anteriormente sao
recorrentes destacando principalmente os casos de Dengue a qual se tornou um dos
principais problemas de saude publica, com varias epidemias relatadas anualmente
em todo o pais (STOLERMAN; MAIA; KUTZ, 2019).

Figura 2 - Numero de casos notificados de Dengue, Chuikungunya e Zika virus, em
2022, no Brasil e no mundo.
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Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude, (2022); CEDC, (2023). Adaptado pela autora, 2023.

Analisando a quantidade de casos dessas arboviroses por regidao do Brasil
(Figura 3), as regides sul e sudeste sdo as mais acometidas por essas doencas.
Estudos reportam que ha uma relagéo entre as condigdes climaticas e a incidéncia de

caso dessas doencas. As quais se manifestam majoritariamente nas por¢gdes mais
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guentes dessas regides (MENDONCA, 2003; DE PAULA, 2005; OLIVEIRA, 2006).

Figura 3 - Numero de casos notificados de Dengue, Chuikungunya e Zika virus, em
2022, nas regides e UF do Brasil
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Fonte: Adaptado de Secretaria de Vigilancia em Saude, (2022).
2.3 Ciclo de transmissao de arbovirus

Arbovirus infectantes para humanos tém ciclos de transmissdo complexos
(Figura 4) envolvendo a circulacdo entre animais selvagens, como passaros,
morcegos e certos mamiferos (ciclo de vida silvestre), circulagdo entre a populacdo
humana (ciclo humano) e transmisséo dentro e entre o ciclo humano ou silvestre por
vetores artrépodes infectados, como mosquitos (ciclo entomoldgico). Esses arbovirus
foram rastreados em reservatérios de vida selvagem e insetos, no entanto, tais
pesquisas enfrentam varios desafios na coleta e interpretacdo de dados (RAMIREZ et
al., 2018).
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Figura 4 - Os quatro ciclos de transmisséo para arbovirus - silvestre, entomologico,
clinico e baseado em aguas residuais .
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Fonte: Adaptado de Lee et al. (2022).

Em relacdo ao ciclo entomoldgico, a transmisséo de arbovirus por vetores é

realizada em quatro etapas (Figura 5):

(1) Infeccéo do vetor (fémea do mosquito) apos o ciclo gonotrofico, ou seja,
apos a alimentacao sanguinea de um hospedeiro durante a fase febril ou virémica da
doenca (GUZMAN et al., 2016);

(2) periodo de incubacéo extrinseca, o virus infecta as células do intestino
médio e em seguida ocorre a disseminacao para replicacao nos tecidos do mosquito,
até que a infeccdo chega as glandulas salivares entre 5 a 12 dias depois, esse é um
processo que € influenciado pela temperatura ambiente, o virus estirpe e a
competéncia do mosquito (GUBLER, 1998; SILER; HALL; HITCHINS, 1926);

(3) transmissédo do virus do mosquito infeccioso para um ser humano durante

uma nova alimentagédo sanguinea (GOULD et al., 2017) €;

(4) periodo intrinseco de incubacdo e aparecimento dos sintomas da
doenca. Os sintomas se desenvolvem dentro de um periodo de incubacéo de 4 a 10
dias ap0s a picada de um mosquito infectado e geralmente duram de 2 a 7 dias. A
pessoa assintomatica ou sintomatica pode transmitir o virus a um novo mosquito e
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manter o ciclo epidémico ativo (GUZMAN et al., 2016; CONWAY; COLPITTS; FIKRIG,
2014). Eventualmente, os seres humanos contaminados sdo assintomaticos mas
podem ser picados e dar continuidade ao ciclo. Como o foco desta pesquisa € o
desenvolvimento de um larvicida frente as larvas do Ae. aegypti, a proxima secgéo tera

como foco apenas esse vetor.

Figura 5 - O ciclo do virus da Dengue urbana em humanos e mosquitos.
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2.4 Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

O Ae. aegypti (Diptera: Culicidae) (Figura 6) € um mosquito originario da Africa,
onde existem populacdes selvagens e domeésticas (CHRISTOPHRS et al., 1960).
Fisicamente mede menos de 1 centimetro e possui uma aparéncia inofensiva, possui

uma cor preta com listras brancas no corpo e nas pernas. Esse vetor pertence a familia
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Culicidae, subfamilia Culicinae e subgénero Stegomyia, é considerado um mosquito

cosmopolita de regides tropicais e subtropicais (KRAEMER et al., 2015).

No que diz respeito a sua trajetéria evolutiva, esse se desenvolveu com um
comportamento estritamente sinantrépico e antropofilico, sendo reconhecido entre os
culicideos como a espécie mais associada ao homem (NATAL, 2002). E na fase adulta
que 0s mosquitos transmitem doencas, convém ressaltar algumas particularidades
dos imaturos, que ajudam a explicar o grau de adaptabilidade que essa espécie
conquistou, no que tange suas relacbes com a espécie humana. O Ae. aegypti
engquadra-se entre as espécies do referido grupo que se adaptaram a depositar 0s

ovos has paredes de pequenos artefatos que acumulam agua (NATAL, 2002).

Figura 6 - O mosquito Ae. aegypti

Fonte: Rogers, 2022.

2.4.1 Ciclo de vida do Ae. aegypti

Para descrever a dinamica da populacdo desse mosquito é considerado todo o
ciclo de vida: fase aquatica (ovo, larva e pupa) e fase alada (mosquitos adultos)
(CANTANE, 2015). O ciclo de vida do Ae. aegypti apresenta quatro etapas de

desenvolvimento, sendo elas: ovo, larva (admitindo quatro estagios, os quais sao
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diferenciados pelo seu tamanho, sendo as do quarto instar (L4) as mais resistentes),
pupa e adulto (Figura 7). Esse ciclo dura aproximadamente 10 dias, e o inseto adulto
pode resistir por um periodo de 30 a 35 dias. O ciclo de desenvolvimento depende
diretamente da presenca de 4gua e da temperatura ambiente. Em dias quentes com
temperaturas meédias de 25°C, o desenvolvimento dos ovos em adultos se completa
em pouco mais de 1 semana. No caso de dias frios, o desenvolvimento pode ocorrer
ao longo de meses (FOSTER; WALKER, 2002).

Figura 7 — Ciclo de vida do Ae. aegypti.
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2.4.1.1 Mosquito adulto

A fase adulta pode durar entre duas semanas e um més o que varia de acordo
com as condi¢cdes ambientais. Ap0s a pupa emergir para mosquito adulto ocorre a
reproducdo, posterior ao acasalamento uma Unica inseminacdo € suficiente para
fecundar todos os ovos que a fémea venha a produzir durante a sua vida (NELSON,
1986). As fémeas, sdo hematofagas, ou seja, necessitam de um repasto sanguineo
para a maturagao dos ovos. Depois de uma refeicdo completa, as fémeas produzem
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uma meédia de 100 ovos por postura. Aproximadamente 3 dias ap0s a refeicdo
sanguinea inicia-se a oviposicdo durante a qual se da a fecundacdo e o
desenvolvimento embrionario. O mosquito macho alimenta-se de sucos vegetais,
podendo o mesmo acontecer com as fémeas (NELSON, 1986; MACHADO, 1998).
Uma fémea, em condicOes ideais, pode chegar a po6r até cerca de 270 ovos
(BESERRA et al, 2006).

2.4.1.2 Fase do ovo e desenvolvimento embrionéario

O desenvolvimento embrionario, em climas tropicais, processa-se 48 h apés a
postura, em condi¢cdes de humidade e temperatura favoraveis (FOSTER; WALKER,
2002). Concluido o embrionamento, os ovos podem sobreviver a dessecacao por
varios meses e mesmo anos, eclodindo quando submergidos em agua, dando origem
a uma larva do primeiro estagio. A eclosdo é influenciada pela temperatura,
fotoperiodo e teor de oxigénio da agua (GILLETT; ROMAN; PHILLIPS, 1977;
JEFFERY et al., 2012).

2.4.1.3 Estagio larval e pupal

A fase larval inicia com o primeiro de quatro instares, durante essa fase as
larvas séo diferenciadas pelo seu tamanho. A transicdo dos estagios € realizada pela
muda da pele quitinosa que se desprende, possibilitando o crescimento e
desenvolvimento do proximo instar. O desenvolvimento larval completo geralmente
dura de cinco a sete dias e € finalizado quando a larva do quarto instar atinge a forma
de pupa (ICAZA, 2003). As larvas do Ae. aegypti sdo onivoras e se alimentam com a
ajuda de sedas orais dispostas em um leque que € usado para filtrar particulas de
matéria organica suspensa e microrganismos na agua. As larvas se alimentam na
agua de protozodarios, bactérias, leveduras e algas, tanto no fundo do habitat quanto
na coluna d'dgua (PONCE, 1999). A pupa é o ultimo estagio de desenvolvimento
aquatico, geralmente durando entre 2 e 4 dias em condi¢des ideais (FOCKS et al.,
1981; NELSON, 1986; MANRIQUE-SAIDE et al., 1998). Esse estagio € movel (embora
nao se alimente) e nada ativamente dentro do recipiente em resposta a estimulos

externos, como vibra¢gdes e mudancgas na intensidade da luz.
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2.4.1.3.1 Morfologia das larvas do Ae. aegypti

As larvas desse mosquito caracterizam-se por apresentar um aspecto alongado
e cor escura, e possuem cabeca, pescoco, térax e abdémen, como também escova
bucal, palato, espinhos pré-clipeos, mento, olho composto, antena, espinhos de pente,
tubo de sifao, dentes pecten e papila anal (Figura 8), os quais ja foram descritos por
varios pesquisadores (BARRAUD et al.,, 1934; SNODGRASS, 1959; CLEMENTS,
2013). A cabeca da larva contém vérios 6rgaos complexos, como olhos, placa mental,
botdes de antenas, um par de musculos retratores internos da escova, um par de
musculos retratores externos da escova e cérebro. A regido do térax larval, por sua
vez, € conhecida como intestino anterior das larvas, e possui cecos gastricos, células
epiteliais, membrana basal, membrana peritréfica e microvilosidades embutidas junto
com as fibras musculares (JENO; NAKKEERAN, 2022).

Na cauda da larva ficam localizados os tubos de sifao e valvulas espiraculares.
Nos tubos de sifao ocorrem abertura anal ao longo do canal alimentar para o bom
funcionamento do sistema digestivo (JENO; NAKKEERAN, 2022). J& a regido do
abdbémen contém o sistema digestivo juntamente com o canal alimentar localizado na

regido do térax e é crucial para o seu desenvolvimento (CLEMENTS, 2013).
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Figura 8 — Morfologia da larva do Ae. aegypti.
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Fonte: Adaptado de Bar e Andrew, 2013.

2.4.2 Distribuicdo geografica de Ae. aegypti

Por muitos anos, esse inseto estava geograficamente restrito ao continente
africano e ao sudeste da Asia (MOUSSON et al. 2005, SCHOLTE E SCHAFFNER
2007). Entretanto, dados reportados apontam que essa espécie ja colonizou o
restante dos tropicos. Por meio do intenso comércio maritimo durante os séculos XVII
a XX, e, atualmente, ja estao distribuidos em quase todos os continentes (HLAING et
al. 2009; BROWN et al. 2011; POWELL; TABACHNICK,2013).

No que se refere aos principais impulsionadores da expansao geografica das
espécies de mosquitos invasores sao a globalizacdo e as mudancas no ambiente
(incluindo as mudancas climaticas) (LWANDE et al., 2020). De acordo com o0s
resultados apresentados por Iwamura, Guzman-Holst, Murray (2020) sugerem que 0
mundo se tornou ~1,5% mais adequado por década para o desenvolvimento de Ae.
aegypti, a previsdo € que essa tendéncia acelere para 3,2—4,4% por década até 2050
(IWAMURA; GUZMAN-HOLST; MURRAY, 2020).

A Figura 9 indica o numero total de conclusdes do ciclo de vida (CCV) do Ae.

aegypti, por ano, na escala global (a), América Central (b), Africa Ocidental (c) e
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Sudeste Asiatico (d). Nas areas de cor cinza, sdo as consideradas improprias
para desenvolvimento do Ae. aegypti. Por fim, pontos magenta representam registros
de presenca de Ae. aegypti IWAMURA; GUZMAN-HOLST; MURRAY, 2020).

Figura 9 — Distribuicdo geografica do Ae. aegypti no mundo até 2020.
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Fonte: lwamura, Guzman-Holst, Murray, 2020.

2.5 . Medidas adotadas no controle do vetor

Diante do cenario atual de disseminacéo de arboviroses ocasionadas pelo Ae.
aegypti, essas infeccbes virais podem ser evitadas aumentando a imunidade do
hospedeiro mediante o uso de vacinas ou combatendo o vetor. No que tange as
medidas de controle de vetor, diferentes formas tém sido implementadas com um
sucesso Vvariavel: controle quimico; manejo de habitat e controle biolégico
(WEERATUNGA et al., 2017).

2.5.1 Manejo de Habitat

O manejo do habitat tem como objetivo a reducéo dos potenciais criadouros do
mosquito, removendo-os do ambiente (GUBLER, 1996). Esses criadouros sao

31



essencialmente artificiais: urbanos (lotes vagos, lixdes, aterros sanitarios) ou
domésticos (pneus, garrafas, latas abertas ou recipientes de qualquer tipo, agua
potével, tanques, entre outros) (OPS, 2011). Muitos paises que enfrentam epidemias
regulares tentam impor essas medidas por meio da educacédo publica ou por métodos
punitivos por meio dos sistemas legais (por exemplo, multas ou prisées) (MENDES,;
DE MORAIS, 2014).

2.5.2 Controle Biologico

Outra estratégia € o controle bioldgico, que introduz predadores ou parasitas
para competir ou reduzir as populacdes das espécies-alvo. Essas estratégias incluem
aprisionamento em massa de larvas, uso de peixes larvivoros, métodos de controle
populacional como o uso de bactérias Wolbachia spp., bem como técnicas de
manipulacdo genética. Esses sdo alguns métodos ndo quimicos emergentes no
controle de vetores (HURST et al., 2012; SENG et al., 2008; ALPHEY et al., 2013;
KEAN et al., 2015).

Em relagdo aos peixes larvivoros, diferentes tipos de peixes sdo excelentes
predadores de larvas de mosquitos, por exemplo, Poecilia reticulata, Betta splendens
e o Trichogaster trichopteros, essas séo espécies que foram introduzidas em muitas
partes do mundo para essa finalidade (CHANDRA et al.,, 2008; PYKE, 2005;
HOWARD; ZHOU; OMLIN, 2007). No que tange ao uso de bactérias para o controle
populacional, as Wolbachia pipientis sdo bactérias endossimbiotica de transmissao
materna, que infectam cronicamente 40% de todas as espécies conhecidas de
artrépodes (ZUG; HAMMERSTEIN, 2012). As medidas de controle biol6égico com o
uso dessas bactérias incluem feminizacdo de machos, partenogénese, morte de
machos e incompatibilidade citoplasmatica, além de efeitos fisioldgicos que podem
ser explorados para limitar a replicacdo de muitos patdgenos (YEN; BARR, 1973;
MOREIRA et al., 2009; KAMBRIS et al., 2009; HURK et al., 2012).

Por fim, ainda dentro das estratégias de controle bioldgico existe a técnica de
manipulagdo genética, a qual envolve a técnica do inseto estéril, em que os machos
estéreis sao criados e liberados no ambiente, com o objetivo de reduzir o potencial
reprodutivo da populacédo de mosquitos, para assim diminuir o tamanho da populacao

(ALPHEY et al., 2013). Entretanto, os métodos quimicos que envolvem o uso de
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inseticidas de origem organica ou inorganica, ainda é a metodologia mais adotada

como parte do manejo sustentavel e integrado para o controle de vetores.
2.5.3 Controle quimico

O controle quimico é mais utilizado para combater as popula¢cées de mosquitos
Aedes, devido a sua eficacia na regulacdo das populacdes de larvas e adultos
(LAZCANO et al., 2009). E importante ressaltar que os larvicidas devem ser
considerados como um método complementar ao manejo ambiental e visam impactar
na densidade e longevidade do mosquito, bem como em outros parametros de
transmissdao (MANJARRES-SUAREZ; OLIVERO-VERBEL, 2013).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as intervencdes de
controlo do vetor recomendadas para implantacdo em grande escala sao: i)
mosquiteiros tratados com inseticida (MTI) pré-qualificadas pela OMS, que em muitos
locais continuam a ser redes insecticidas de longa duracao (RILD); e ii) pulverizacéo
residual interna (PRI) com um produto pré-qualificado pela OMS. Uma vez alcancada
a cobertura ideal, intervengcbes suplementares podem ser consideradas para
implantacéo, dependendo das especificidades da populacao, situacao ou cenario. I1sso
inclui medidas de protecao pessoal que tém um padrdo de uso primario para proteger

usuarios individuais, embora possam ter alguns ainda (OMS, 2022).

Atualmente, existem quatro classes de inseticidas recomendados pela OMS
para pulverizacao residual domiciliar, que sdo: organoclorados, organofosforados,
carbamatos e piretroides; e larvicidas que incluem pesticidas bacterianos,
benzoiluréias, imitadores de hormdnios juvenis, organofosforados e espinosinas,
enguanto apenas uma classe, ou seja, piretroides sintéticos sédo recomendados para
mosquiteiros tratados com inseticida (MTI) (RAGHAVENDRA, KAMARAJU,;
VELAMURI, 2018).

As formulacdes de inseticidas atualmente usadas para IRS se enquadram em
cinco classes principais de inseticidas com trés modos de acéo (Tabela 1), com base
em seu principal local de destino no vetor. Os produtos pré-qualificados pela OMS
foram avaliados quanto a seguranca, a qualidade e a eficacia entomoldgica, o que

inclui a avaliacdo de seu efeito de mortalidade em mosquitos quando aplicados a uma
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variedade de superficies internas de residéncias encontradas em areas endémicas de
malaria (OMS, 2022).

Tabela 1 - As formulacdes de inseticidas atualmente usadas para IRS, recomendados
pela OMS, em 2022.

As formulacdes de inseticidas atualmente usadas para IRS, recomendados pela OMS.

Mecanismo de acéo Classes Inseticidas
Piretroides alfacipermetrina, deltametrina,
lambda-cialotrina, etofenprox,
Moduladores de canal de bifentrina
sddio Organoclorados Nenhum produto preé-
qualificado disponivel
Organofosforados: malation, malation, fenitrotion, pirimifos-
Inibidores da fenitrotion, pirimifos-metil metil
acetilcolinesterase Carbamatos bendiocarb, propoxur
Moduladores competitivos Neonicotindides Clotianidina

dos receptores nicotinicos
de acetilcolina

Fonte: OMS, 2022.

2.5.3.1 Organofosforados

O termo geral organofosforados, inclui todos os inseticidas que contém fésforo,
sdo substancias neurotoxicas que tém como alvo primario a enzima
acetilcolinesterase (AChE), ocorrendo uma reacdo de fosforilacdo (Figura 10)
(CRINNION, 2000). A AChE tem como func¢édo bioquimica a hidrélise da acetilcolina,
um importante neurotransmissor, que promove a propagacdo do impulso nervoso,
uma vez que provoca a abertura de canais de soOdio na célula pos-sinaptica
(HEMINGWAY; RANSON, 2000). Por atuarem inibindo essa enzima sao
extremamente toxicos para mamiferos. Esses inseticidas foram descobertos
posteriormente aos organoclorados (CRINNION, 2000; LOTTI, 2010; VIDYASAGAR
et al., 2004; SHARMA et al., 2005).

Dentro dessa categoria, o temefos® (Figura 11) € o inseticida mais conhecido
e que foi amplamente utilizado mundialmente para o controle do Ae. aegypti nos
estagios larvais (VIANA-MEDEIROS et al., 2018 ). Contudo, o uso frequente de tais
produtos ocasionou o aparecimento de populacdes resistentes a esse pesticida
(POCQUET et al., 2014). No mais, o temefos® é tdxico para mamiferos e pode afetar

adversamente a fertilizacdo e desenvolvimento embrionario (KIM et al., 2020).
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2.5.3.2 Organoclorados

Os organoclorados, por sua vez, sao inseticidas que contém carbono,
hidrogénio e cloro, sdo estaveis e muito persistentes no ambiente, 0s quais sao
cumulativos no tecido adiposo (WALISZEWSKI et al., 2002; WALISZEWSKI et al.,
2003). Para mamiferos, eles atuam principalmente no sistema nervoso central,
causando alteragcbes nas membranas que revestem 0s nervos e nas propriedades
eletrofisioldgicas, o que leva a mudancas na cinética do fluxo de K* e Na* por meio da
membrana da célula nervosa (NARAHASHI et al., 1992).

Essa classe inclui o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) (Figura 11), substancia
quimica que teve grande notoriedade no século passado e foi utilizada no controle dos
vetores da malaria, febre amarela e outras doencas. Em relacdo ao mecanismo de
acao, atua no canal de sodio, provavelmente mantendo-o aberto e perturbando o
equilibrio de ions sédio e potassio dos axbnios, impedindo a transmissao normal de

impulsos nervosos em insetos e mamiferos (WARE, 2000).

Entretanto, o0 wuso descontrolado desses pesticidas persistentes e
bioacumulativos afeta negativamente a saude humana, ambiental e contribui para o
surgimento de populacdes de mosquitos Aedes resistentes (MUHSEEN et al., 2021).
De acordo com as recomendac¢des da OMS, que apoia ativamente a promocdo da
seguranca quimica e, em conjunto com o Programa das Nacdes Unidas para o Meio
Ambiente (PNUMA), tem como compromisso em comum com a meta global eliminar
o uso de DDT, ao mesmo tempo em que minimiza a carga de doencas transmitidas
por vetores (OMS, 2022).

2.5.3.3 Carbamatos

Os carbamatos sdo derivados do &cido carbamico, similiar aos
organofosforados, apresentam uma acao letal e rapida frente aos insetos, esses tém
como mecanismo de acdo a inibicdo da AChE (Figura 10), nesse caso a reacao
envolvida é a carbamilacdo (WARE, 2000; DENT, 2000). Alguns carbamatos séo
potentes inibidores da Aliesterase (uma Esterase alifatica) e apresentam seletividade
pronunciada contra as AChE de certas espécies. Dentre os mais utilizados dessa

categoria, esta o carbaril. O carbaril (Figura 11) € um inseticida de amplo espectro
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com baixissima estabilidade quimica que se deve a rapida hidrélise para 1-naftol em
meio alcalino (WARE, 2000; DITTERT, 1963).

Figura 10 — Interacdo da acetilcolina (l), carbaril (Il) e clorpirifos-oxon (Ill) com o sitio
ativo da acetilcolinesterase (AChE).
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Fonte: Adaptado de Gupta et al., 2017.

2.5.3.4 Piretréides

Os piretréides (Figura 11) sao inseticidas sintéticos, que quimicamente sao
baseados em piretrinas naturais, essas sdo encontradas nas flores de
Chrysanthemum cineraraefolum (SAILLENFAIT; NDIAYE; SABATE, 2015). A
estrutura basica dessas substancias consiste em um acido e um alcool, com uma
ligacdo éster. Alguns dos mais comumente usados sdo permetrina, deltametrina,
cipermetrina e ciflutrina para tratamentos de pulverizagcdo residual e espacial,
geralmente em antecipac&o ou durante uma epidemia (AKINER, 2009; SAILLENFAIT;
NDIAYE; SABATE, 2015). Os alvos moleculares das piretrinas e piretréides sdo
semelhantes em mamiferos e insetos e incluem canais de soédio, cloreto e calcio
dependentes de voltagem, canais de cloreto controlados por GABA, receptores
nicotinicos, despolarizagdo da membrana e jungbes comunicantes intercelulares
(ENSLEY, 2018). Para mais, exibem uma certa estabilidade e sdo biodegradaveis,
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nao cumulativos e ndo € muito comum provocarem intoxicacdes agudas em aves e
mamiferos, porém podem causar hipersensibilizacéo e irritacdo das mucosas desses
animais. Além disso, sdo extremamente toxicos para seres aquéticos (BRAGA,
VALLE, 2007; PALCHICK, 1996).

Figura 11 — Exemplos de inseticidas de quatro classe.
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Elaborado pela autora, 2023.

2.6 Inseticidas utilizados para o controle do Ae. aegypti no Brasil

De acordo com informacdes colhidas no boletim epidemiol6gico n° 48, que
contém dados referentes ao monitoramento dos casos de arboviroses até a semana
epidemioldgica 51 de 2022. As substancias para o controle do Ae. aegypti que estédo
sendo usadas no Brasil sdo: pastilhas de larvicida (Espinosade 7,48%) para o
tratamento de recipientes de agua,; inseticida Clotianidina 50% + Deltametrina 6,5%,
para o tratamento residual em pontos estratégicos (borracharias, ferros-velhos etc); e
para aplicacdo espacial (UBV), Imidacloprido 3% + Praletrina 0,75% (Secretaria de

vigilancia em saude, 2022)

No que se refere ao larvicida Espinosade (Figura 12), esse € um pesticida
natural de origem bacteriana. Esse composto é uma mistura de dois componentes

inseticidas ativos, Espinosina A, o componente principal e Espinosina D, o
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componente secundario, produzidas pelo actinomiceto Saccharopolyspora spinosa
(HERTLEIN et al., 2010; KIRST, Herbert A. et al., 1992; THOMPSON, 1995). E um
sélido cristalino branco com um sistema de anel tetraciclico Unico ligado a um
aminoacgucar (D-forosamina) e um aclcar neutro (tri-O-metil-L-ramnose). As
espinosinas apresentam baixa volatilidade, tém baixa solubilidade em agua,
resistentes a hidrolise até pH 5 que aumenta lentamente além desse pH e mostram
rapida fotélise aquosa em pH 7,0 e tém meia-vida inferior a um dia (RAGHAVENDRA,;
VELAMURI, 2018).

O mecanismo de acédo do Espinosade tem como local priméario de ataque ao
receptor nicotinico de acetilcolina e como local secundéario de ataque os receptores
GABA (SALGADO, 1997; WATSON, 2001). Esses mecanismos de a¢gado sugerem que
a resisténcia devido a mudancas nos locais-alvo de outros inseticidas nao resultaria
em resisténcia cruzada ao espinosade (SHONO; SCOTT, 2003).

Figura 12 - Estrutura quimica do pesticida natural Espinosade.
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Elaborado pela autora, 2023.

O uso constante de inseticidas, seja na agricultura e na area da Saude, resulta
no desenvolvimento de populagdes resistentes o que acaba dificultando o controle do
vetor. Essa resisténcia tem sido detectada em varias classes de pesticidas,
provocando a re-emergéncia das arboviroses (BROGDON; MCALLISTER, 1998).

Apesar dos avancos alcangados no desenvolvimento de combate ao vetor, 0s
inseticidas quimicos continuam sendo uma importante estratégia de controle. Neste
contexto, faz-se necessario a busca por novos inseticidas frente ao vetor Ae. aegypti,

visando a obtenc¢éo de substancias com baixa toxicidade para mamiferos e que sejam
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biodegradaveis. Nesse aspecto, destacam-se os derivados do acido cinamico (DACSs),
0S quais possuem uma série de atividades farmacologicas, dentre elas: atividade
antimicrobiana, antitumoral, antioxidante, inseticida, larvicida entre outras
(PEPERIDOU et al., 2017; SHARMA, 2011). Destacando as cinamamidas que sao
amidas derivadas do acido cinamico e, possuem ampla gama de atividades em varios
campos, tais como: produtos farmacéuticos, agricolas e biolégicos. No campo
agroquimico, inseticida, repelente aviario e atividades herbicidas (JIN; SUN; WU,
2011; XIAO et al., 2009). Contudo, ainda ndo ha investigacdes na literatura a respeito

da atividade larvicida dessas moléculas frente ao vetor Ae. aegypti.
2.7 Cinamamidas

A ligacdo amida é uma das ligacdes quimicas mais fundamentais e difundidas
na natureza, sendo importante em varias areas da quimica, como sintese organica,
descoberta de drogas, polimeros e bioquimica, a qual € existente amplamente em
muitas moléculas organicas e biomoléculas (LI; MA; SZOSTAK, 2020; GREENBERG;
BRENEMAN; LIEBMAN, 2000). A natureza usou ligacdes amida para fazer essas
biomoléculas importantes devido a alta estabilidade das ligagdes amida em varias
condicdes de reacdo (condicGes acidas e basicas), alta temperatura e presenca de
outros produtos quimicos (SIMON et al., 2000). A alta estabilidade das ligacdes amida
€ atribuida a sua tendéncia de formar uma estrutura ressonante, que fornece um
carater de ligacdo dupla a ligagdo amida (KEMNITZ; LOEWEN, 2007; MUJIKA,;
MERCERO; LOPEZ, 2005; WANG; CAO, 2011).

A cinamamida esta presente em diversos produtos naturais. Trata-se de
amidas que atuam como uma estrutura de interesse para projetar e chegar a novas
moléculas biologicamente ativas (GAIKWAD; NANDURI; MADHAVI, 2019). Algumas
das atividades biolégicas das cinamamidas ja descritas na literatura séo: atividade
antifangica (DAl et al., 2015); herbicida (PENGI et al., 2021); atividades antioxidantes,
antibacterianas e anti-inflamatérias (KUCHANA; RENUKA, 2018), entre outras
(Figura 13). Uma das caracteristicas que conferem relevancia ao uso das
cinamamidas esta relacionada a sua baixa toxicidade, de modo que estas podem ser
Uteis também na protecdo de culturas, produtos armazenados e estruturas agricolas
em que os pesticidas seriam perigosos (CROCKER, D. R.; SCANLON, C. B.; PERRY,
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1993). Ademais, as propriedades favoraveis das amidas, como alta polaridade,
estabilidade e diversidade conformacional, fazem dela um dos grupos funcionais mais
populares e confiaveis em todos os ramos da quimica organica. Métodos aprimorados
para a sintese da funcionalidade amida, sejam cataliticos e livres de residuos ou
quimiosseletivos e adequados para acoplamento de fragmentos, estdo em grande
demanda (PATTABIRAMAN; BODE, 2011).

Figura 13 - Algumas das atividades biologicas das cinamamidas descritas na
literatura.
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Normalmente, as ligacbes amida sdo formadas pela reacdo de um &cido
carboxilico ativado com uma amina de escolha, os acidos carboxilicos podem ser
ativados separadamente, antes da formacao da amida, ou podem ser ativados in situ
usando reagentes de acoplamento e por diferentes rotas sintéticas. Um dos métodos
sintéticos mais popular é mediante a formacdo de cloreto de acila seguida de
tratamento com as aminas (Esquema 1) (PATTABIRAMAN; BODE, 2011; ZHANG et

al., 2013; KAMAL et al., 2016).
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Esquema 1 - Sintese de amidas cinamicas mediante formacao de cloreto acido

SOCl,, TEA

o DCM/DMF, 80-90°C o R
R-NH,, TEA_ NN
R©/\AOH4 “pcm, 23n . R H

(COCI),, DMF (anidro

Elaborado pela autora, 2023.

Outro método que vem sendo muito aplicado € o tratamento de acido e amina
em DMF ou DCM na presenca de reagentes de acoplamento como N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) ou 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC)
junto com uma base como N-(dimetilamino)piridina (DMAP) ou trimetilamina
(Esquema 2) (YOU et al., 2011). No decorrer dos anos, uma variedade de reagentes
e protocolos foram desenvolvidos para ativacao de acidos carboxilicos e acoplamento
de aminas. Em particular, reagentes de acoplamento como DCC/DMAP, EDC/HOB,
HATU/DIPEA, CDI/EtsN e BOPCI/EtsN sdo usados para muitas reacdes de
acoplamento de rotina (GHOSH; SHAHABI, 2021).

Esquema 2 - Formacao de cinamamida utilizando carbodiimidas como reagentes de
acoplamento.

i EDC, HOBt, TEA N N’R
X OH T R-NH, ’ ' R H
R DCM ou DMF

20h

Elaborado pela autora, 2023.

Como é o caso da reacdo denominada acoplamento de Steglich a qual utiliza
uma carbodiimida junto com DMAP para ativar um acido e permitir a formacéo de
ésteres e amidas (NEISES; STEGLICH, 1978). Nessa reacao o acido é ativado pela
carbodiimida, DCC, e o DMAP atua como catalisador nucleofilico para minimizar a

formacao do subproduto improdutivo da migracao acil (LUTJEN et al., 2018).

Devido as condicbes brandas em relacdo a metodologia que utiliza
carbodiimidas como reagente de acoplamento, nesta pesquisa optou-se pelo emprego
desse método. Sendo inicialmente realizado um planejamento racional das moléculas
a serem sintetizadas com uma abordagem computacional, ou seja, 0 uso de métodos

in silico descritos a seguir.
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2.8 Métodos computacionais no planejamento de novos agentes larvicida

A sintese organica e 0s ensaios biologicos fazem parte do processo
fundamental para o desenvolvimento de moléculas biologicamente ativas. No entanto,
a quimica computacional, uma area de pesquisa aparentemente distante das outras,
pode contribuir significativamente para a descoberta de novos compostos (JIANG;
GENG, 2019; LAVECCHIA, 2019).

Métodos computacionais, por exemplo técnicas de docking molecular, dinamica
molecular, target fishing, predicéo in silico de propriedades fisico-quimicas, sdo alguns
das diferentes estratégias para o planejamento racional de farmacos e composto
biologicamente ativos.

2.8.1 Docking molecular

O docking molecular é um dos métodos utilizados com frequéncia no
planejamento racional de compostos, devido a sua capacidade de predicéo,
substancial de precisdo, a conformacao de ligantes de moléculas pequenas dentro do
sitio ativo dos alvos macromoleculares (MENG et al., 2011).

Apos a descoberta dos primeiros algoritmos na década de 1980, o docking
molecular tornou-se uma ferramenta essencial na quimica medicinal (LOPEZ-
VALLEJO et al.,, 2011). Os algoritmos de docking molecular executam previsdes
guantitativas da energia de ligacdo (FitScore), fornecendo classificacbes de
compostos ancorados com base na afinidade de ligacdo dos complexos ligante-
receptor (LOPEZ-VALLEJO et al., 2011; HUANG; ZOU, 2010). A técnica de docking
consiste em duas etapas basicas: predicdo da conformacao do ligante, como também
a posicao e orientacao dentro desses locais e avaliagao do FitScore (MENG et al.,
2011).

2.8.2 Target fishing

Em paralelo, o estudo dos possiveis alvos bioldgicos sdo importantes na
descoberta de novas moléculas e fundamentais para o caculo de docking molecular.
Diante disso, o0 método target fishing é usado para identificar os alvos biolégicos mais

provaveis de uma molécula (CERETO-MASSAGUE et al., 2015).
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Diferentes métodos dentro da quimica computacional foram desenvolvidos para
prever os alvos moleculares de um composto (KOUTSOUKAS et al., 2011; BENDER
et al., 2007). Os quais foram, inicialmente, classificados em quatro grupos: busca de
similaridade quimica, mineracédo de dados/aprendizado de méquina, docking de painel
e analise de espectros de bioatividade (BENDER et al., 2007; JENKINS; BENDER,;
DAVIES, 2006).

2.8.3 Predicao in silico de propriedades fisico-quimicas

Além disso, as propriedades fisico-quimicas sdo muito Uteis no processo de
planejamento, é imprescindivel conhecer quais caracteristicas fisico-quimicas séo
cruciais para a atividade em questdo, neste caso a atividade larvicida. Essas
propriedades estdo relacionadas a absorcdo, a distribuicdo, ao metabolismo e a
excrecdo (ADME) de compostos nos estagios iniciais de descoberta/desenvolvimento
(BOOBIS et al., 2002).

Quando se compara as propriedades fisico-quimicas na descoberta de
medicamentos, os pesticidas apesar da semelhanca apresentam caracteristicas
Unicas devido a biodiversidade de pragas e as condi¢cdes de uso. Um exemplo é a
importancia da fotoestabilidade, pois sdo substancias cuja aplicacdo normalmente é
ao ar livre (HAO; DONG; YANG, 2011).

Acerca dessas diferencas Hao et al. (2011) investigaram o perfil das
propriedades fisico-quimicas de agroquimicos realizando um estudo comparativo
sobre as propriedades constitutivas de 788 pesticidas comercializados, incluindo 341
herbicidas, 182 fungicidas e 265 inseticidas. Foram selecionadas seis propriedades
para serem avaliadas, incluindo Massa Molecular (MM), coeficiente de particao
octanol-agua (ClogP), Aceitadores de Ligacdo de Hidrogénico (ALH), Doadores de
Ligacdo de Hidrogénio (DLH), Ligagbes Rotativas (LRo) e Ligagbes Aromaticas (LAr),
dentre esses quatro foram descritores basicos usados na regra de Lipinsk para
medicamentos. Por fim, foi proposto um guia simples para definir a semelhanca com
pesticidas da seguinte forma: MM <435 Da, CLogP <6, ALH<6,DLH<2,LR0<9
e LAr <17 (HAO; DONG; YANG, 2011).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Planejar e sintetizar cinamamidas para avaliagdo da atividade larvicida frente a
larva do quarto instar do vetor Ae. aegypiti.

3.2 Objetivos especificos

I.  Planejar cinamamidas mediante estratégias in silico;
II.  Sintetizar as cinamamidas por meio da reacao de Steglich;
[ll.  Avaliar a atividade larvicida frente as larvas do vetor Ae. aegypti;
IV. Realizar andlise morfolégica das larvas frente aos compostos ativos;

V. Discutir a Relacdo Estrutura-Atividade (REA) dos compostos testados.
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4 MATERIAIS E METODOS

As atividades experimentais desta pesquisa foram desenvolvidas no
Laboratério de Quimica Orgéanica Aplicada a Materiais e Composto Bioativo (LMC),
localizado no Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB) da Universidade Federal de
Alagoas (UFAL).

4. 1 Reagentes, solventes e condi¢cfes

Foram utilizados reagentes e solventes adquiridos da Aldrich®, Vetec®,
Dinamica® e Synth® (grau P.A.). Os solventes utilizados nas reagées foram destilados
sob pentéxido de fosforo (P20s) como agente dessecante. Os procedimentos de
sintese foram conduzidos em atmosfera de argbnio e submetidos a aquecimento e

refluxo, todas as etapas séao descritas em detalhes a seguir.
4.2 Métodos Cromatogréaficos

As cromatografias por adsorcao foram realizadas utilizando silica-gel 60 (0,063-
0,200mm) adquiridas comercialmente pela Merck®. Os eluentes empregados estédo
descritos nas respectivas preparacgdes. As cromatografias em camada delgada foram
realizadas em cromatoplacas de vidro com dimensdes de 10x5 cm preparadas no
laboratorio utilizando silica gel com silica-gel 60 PF254 adquirida comercialmente pela

Merck®.
4.3 Métodos Espectroscopicos

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H) e
Carbono (RMN 2C) utilizando a técnica DEPT-Q, foram obtidos pelo Ndcleo de
Andlises e Pesquisa em Ressonéncia Magnética Nuclear (NAPRMN) em um
equipamento Bruker com frequéncia de 600, 400, 150 e 100 MHz. Os solventes
delterados necessérios para a preparacdo das amostras foram obtidos
comercialmente pela Cambridge Isotope Laboratories, contendo Tetrametilsilano
(TMS) como padrao interno. Utilizou-se o software TopSpin 3.5pl 7 (2018-2019)
(BRUKER®) para andlise dos espectros de 'H e 3C. No que se refere as

multiplicidades dos sinais de absor¢cdo de energia dos nucleos de hidrogénio nos
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espectros de RMN !H estdo indicadas de acordo com a seguinte convencéo: s
(simpleto), d (dupleto), t (tripleto) e m (multipleto). Os deslocamentos quimicos foram
expressos em partes por milhdo (escala 3) e as constantes de acoplamento em Hertz
(Hz). Por fim, os espectros de Infravermelho (IV) foram obtidos em um aparelho
Shimadzu IR PRESTINGE.

4.4 Procedimentos de sintese
4.4.1 Sintese do &cido p-clorocinamico

Sintese do intermediario &cido p-cloro-cindmico: em um tubo de Schlenk de 25
mL foram adicionados 0,250g (2,4 mmol) de acido malbnico, 0,281g (2,0 mmol) de p-
cloro-benzaldeido, solubilizados em 0,328 mL (4,08 mmol) de Piridina. O sistema foi
mantido sob agitacdo a uma temperatura de 60° C, por 20 min em refluxo; depois
adicionou-se 0,023 mL (0,24 mmol) de piperidina. Ao completar o tempo de 24h, foi
adicionado 1,1 mL de agua destilada gelada no meio reacional, ainda em agitagéo.
Posteriomente foi adicionado 1 mL de HCI 37%, em banho de gelo e mantendo
agitacao por 15 min, a posterior foi verificado o pH o qual deve estar em uma escala
de pH= 1. Por fim, foi ealizada uma filtracdo a vacuo com agua destilada gelada para,
sem necessidade de purificacao adicional.

4 .4.2 Sintese das amidas cinamicas

Método A: em um baldo de 25 mL dissolveu-se 0,75 mmol do &cido, 0,058 mL
(0,43 mmol) da amina de escolha e 0,75 mmol de dimetilaminapiridina (DMAP) em 5
mL de CHsCN (anidro). O sistema foi mantido sob agitacdo com temperatura de 0° C.
Em seguida, transferiu-se, gota a gota, uma solucdo de 0,79 mmol de
Diciclohexilcarbodiimida (DCC) dissolvido em 5 mL de CH3CN. A mistura reacional foi
mantida em atmosfera de argdnio a 60 °C sob agitacdo por 24h. Ao completar a
reacdo, a mistura foi transferida para um funil de separacéo, diluida com 10 mL de
CHsCN e submetida a trés processos de lavagens: 3 x 15 mL com HCI 5% (m/v), 3 x
15 mL com KHCOs e 3 x 15 mL com H20. A fase orgéanica separada foi seca com
Na2SO4 anidro, filtrada e rotaevaporada a pressdo reduzida. Posteriormente, o
material sdlido foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel, usando como

fase movel hexano/acetato (8:2).
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Método B: a primeira etapa reacional consiste no emprego de SOCI. para
formacéao do cloreto acido. Dessa forma, em um baldo de 25 mL foi adicionado 1 mmol
do &cido, solubilizados em 3 mL de DCM (anidro), juntamente com 0,1 mmol de DMF
(anidro). O sistema foi mantido sob agitacdo em refluxo e atmosfera inerte, para
posterior adicdo de 5 mmol de SOCIz a 0°C. Seguidamente, o sistema foi aquecido a
uma temperatura de 60 °C e ficou em agitacao por 2 h. O cloreto acido formado foi
rotaevaporada a presséo reduzida e solubilizado em DCM para posterior etapa de
formacédo da amida. Na segunda etapa reacional foram adicionados em um baldo de
25 mL: Immol da amina de escolha e 1,4 mmol de EtsN, os quais foram solubilizadas
em DCM (anidro). Posteriormente, a solucao contendo o cloreto acido foi adicionada
a uma temperatura de 0°C. A mistura permaneceu sob agitagdo por 2 h a 60°C. O
produto formado foi transferido para um funil de separacao, diluido com 10 mL de
acetado de etila e submetida a trés processos de lavagens: 3 x 15 mL com HCI 5%
(m/v), 3 x 15 mL com KHCOs e 3 x 15 mL com H20.

4.1 Caracterizacdo dos compostos sintetizados
Sintese do intermediario acido p-cloro-cinamico

(0

x OH

Cl

Sdlido branco cristalino, 100% de rendimento (0,333 g), destacando que ndao houve
necessidade de uma purificacdo. RMN 'H (400MHz, DMSOuds, & (ppm)): 7,7 (d, J=7,9
Hz, 2H); 7,5 (d, J= 16,0 Hz, 1H); 7,4 (d, J= 8,3 Hz, 2H); 6,5 (d, J= 16,- Hz, 1H); 12,5
(s, 1H).

RMN 13C (100MHz, DMSO, & (ppm)): 167,9 (C=0); 135,3 (C-Cl): 133,8 (C); 143,1
(CH); 130,5 (CH); 129,3 (CH); 120,5 (CH).

FT-IR (cm™): 1666 (vd -C=C-CO-O- do grupo carboxilico); 1620, 1486 (v C=C de
aromatico); 1301-1276 (v-OH); 813 (Anel p-dissubistituido).
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(E)-3-(4-clorofenil)-N-hexilacrilamida (AF03)

Sélido branco, rendimento de 54% (0,060 g). RMN 'H (600MHz, CDCls, & (ppm)): 7,5
(d, J= 16,0 Hz, 1H); 7,4 (d, J= 8,4 Hz, 2H); 7,3 (d, J= 8,4 Hz, 2H); 6,3 (d, J= 16,0 Hz,
1H); 3,4 (g, J= 6,8 Hz, 2H); 1,6 (g, J= 7,2 Hz, 2H); 1,3 (m, 6H); 0,8 (t, J= 6,6 Hz, 3H);
5,7 (s, 1H).

RMN 13C (150MHz, CDCls, & (ppm)): 165,7 (C=0); 135,6 (C-Cl); 133,6 (C); 139,4
(CH); 129,3 (CH); 121,3 (CH); 39,9 (CH2); 31,4 (CH2); 29,6 (CH2); 26,6 (CHz); 22,5
(CH2); 13,6 (CHa).

FT-IR (cm™): 3296 (vs N-H); 2927 (vs C-H e vas C-H); 2854 (vs CH2/CH3 e Vas
CH2/CHs); 1537-1614 (v C=C de anel aromatico); 1320-1279 (vs C-O); 1708 (C=0);
1651 (Dupla trans); 727 (Banda de cadeia longa); 821 (Anel p-dissubistituido).

N-hexilcinamamida (AF09)

o

H

Oleo incolor, 72% de rendimento (0,060 g). RMN 'H (600MHz, CDCls, & (ppm)): 7,6
(d, J= 16,0 Hz, 1H); 7,4 (d, J= 6,8 Hz, 2H); 6,4 (d, J= 16,0 Hz, 1H); 7,3 (d, J= 6,4 Hz,
3H); 5,8 (s, 1H); 3,3 (g, J= 6,7 Hz, 2H); 1,6 (g, J= 7,6 Hz, 2H); 1,3 (m, 6H); 0,8 (t, J=
6,4 Hz, 3H).

RMN 13C (150MHz, CDCls, & (ppm)): 165,9 (C=0); 134,9 (C); 140,1 (CH); 129,60
(CH); 128,80 (CH); 127,79 (CH); 120,83 (CH); 39,8 (CH2); 31,5 (CH2); 29,6 (CH2);
22,49 (CHz); 14,0 (CHa).

FT-IR (cm1): 3290 (vs N-H); 2994 (vs C-H e vas C-H); 2850 (vs CH2/CHs e Vas

CH2/CHs); 1450-1615 (C=C de anel aromatico); 1332-1219 (vs C-0O); 1651 (C=0); 974
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(Dupla trans); 720 (Banda de cadeia longa); 690 (Anel monossubistituido).

(E)-3-(4-clorofenil)-N-fenetilacrilamida (AFQ7)

oS

Sélido branco, 47% de rendimento (0,048 g). RMN 'H (600MHz, CDCl3z, & (ppm)): 7,5
(d, J= 16,0 Hz, 1H); 7,4 (d, J= 8,2 Hz, 2H); 7,3 (t, J= 7,1 Hz, 4H); 7,2 (q, J= 6,9 Hz,
3H); 6,3 (d, J= 16,0 Hz, 1H); 5,6 (s, 1H); 3,7 (g, J= 6,6 Hz, 2H); 2,9 (t, J= 6,8 Hz, 2H)

RMN 13C (150MHz, CDCls, & (ppm)): 165,5 (C=0); 138,8 (C-CI); 135,5 (C); 133,4 (C);
139,7 (CH); 129,0 (CH); 128,9 (CH): 128,8 (CH); 128,7 (CH); 126,6 (CH); 120,2 (CH);
40,8 (CH2); 35,6 (CH>).

FT-IR (cm™): 3308 (vs N-H); 2930 (vs C-H e vas C-H); 2848 (vs CH2/CHz e Vas
CH2/CHs); 1486-1615 (C=C de anel aromético); 1326-1214 (vs C-0); 1651 (C=0); 972
(Dupla trans); 820 (Anel p-substituido).

N-fenetilcinamamida (AF08)

Y

N
H

Soélido branco, 64% de rendimento (0,058 g). RMN 'H (600MHz, CDCls, & (ppm)): 7,6
(d, J= 16,0 Hz, 1H); 7,5 (d, J= 5,4 Hz, 2H); 7,4 (q, J= 6,4 Hz, 5H); 7,3 (q, J= 7,1 Hz,
1H); 6,4 (d, J= 16,0 Hz, 1H); 5,7 (s, 1H); 3,7 (g, J= 6,6 Hz, 2H); 2,9 (t, J= 6,9 Hz, 2H).

RMN 13C (150MHz, CDCls, & (ppm)): 165,8 (C=0); 138,9 (C); 134,9 (C); 141,0 (CH);
129,6 (CH); 128,8 (CH); 128,7 (CH); 127,8 (CH); 126,6 (CH); 120,7 (CH); 120,2 (CH);
40,8 (CH2); 35,7 (CH2).

FT-IR (cm): 3296 (vs N-H); 2924 (vs C-H e vas C-H); 2854 (vs CH2-/CHs € Vas

CH2/CHs); 1444-1610 (C=C de anel aromatico); 1214-1196 (vs C-O); 1651 (C=0); 967
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(Dupla trans); 690 (Anel monossubistituido).

(E)-3-(4-clorofenil)-N-(4-fluorofenetil)acrilamida (AF13)

F
O /\/©/
WN
H
Cl

Sélido branco, 55% de rendimento (0,078 g). RMN 'H (600MHz, CDCl3, & (ppm)): 7,6
(d, J= 16,0 Hz, 1H); 7,4 (d, J= 8,7 Hz, 2H): 7,3 (d, J= 8,2 Hz, 2H); 7,2 (q, J= 5,6 Hz,
2H); 7,0 (t, J= 8,6 Hz, 2H); 6,3 (d, J= 16,0 Hz, 1H); 5,7 (s, 1H); 3,6 (q, J= 6,7 Hz, 2H);
2,8 (t, J= 6,9 Hz, 2H).

RMN 13C (150MHz, CDCls, & (ppm)): 165,6 (C=0); 162,5 (C-F); 135,6 (C-Cl); 134,4
(C); 133,3 (C); 139,8 (CH); 130,1 (CH); 129,0 (CH); 128,9 (CH); 121,1 (CH); 115,6
(CH); 115,4 (CH); 40,9 (CHz): 34,9 (CH2).

FT-IR (cmt): 3287 (vs N-H); 2927 (vs C-H e vas C-H); 2854 (vas CH2 e Vas CH2); 1654
(C=0); 1614-1500 (C=C de anel aromético); 1320 (vs C-O); 820 (Anel p-
dissubistituido).

N-(4-fluorofenetil)cinamamida (AF12)

F
o
AN /\/©/

N
H

Soélido branco, 55% de rendimento (0,076 g). RMN 'H (600MHz, CDCls, & (ppm)): 7,6
(d, J= 16,0 Hz, 1H); 7,5 (d, J= 7,5 Hz, 2H); 7,4 (d, J= 5,9 Hz, 3H); 7,2 (q, J= 5,6 Hz,
2H); 7,0 (t, J= 8,6 Hz, 2H); 6,3 (d, J= 16,0 Hz, 1H); 5,6 (s, 1H); 3,6 (q, J= 6,6 Hz, 2H);
2,8 (t, J= 6,9 Hz, 2H).

RMN 13C (150MHz, CDCls, & (ppm)): 165,9 (C=0); 162,5 (C-F); 134,8 (C); 134,5 (C);
141,2 (CH); 130,2 (CH): 129,7 (CH): 128,8 (CH); 127,8 (CH): 120,5 (CH); 115,5 (CH);
115,4 (CH); 40,9 (CHz); 34,9 (CH2).
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FT-IR (cm™): 3326 (vs N-H); 2924 (vs C-H e vas C-H); 2854 (vs CHz e Vas CHy); 1657
(C=0); 1615-1503 (C=C de anel aromatico); 1220 (vs C-O); 967 (dupla trans); 825
(Anel p-dissubistituido).

(E)-N-alil-3-(4-clorofenil)acrilamida (AF18)

(o)

H
Cl

Sélido branco, 51% de rendimento (0,041 g). RMN 'H (600MHz, CDCl3, & (ppm)): 7,6
(d, J= 16,0 Hz, 1H); 7,4 (d, J= 8,4 Hz, 2H); 7,3 (d, J= 8,5 Hz, 2H); 6,4 (d, J= 16,0 Hz,
1H); 5,9 (m, 1H); 5,7 (s, 1H); 5,2 (dd, J=1,2 e 1,1 Hz, 1H); 5,1 (dd, J= 0,9 e 0,9 Hz,
1H); 4,0 (t, J= 5,7 Hz, 2H).

RMN 13C (150MHz, CDCls, & (ppm)): 165,5 (C=0); 135,6 (C-Cl); 133,3 (C); 116,7
(CH2); 139,9 (CH); 134,0 (CH); 129,1 (CH); 128,9 (CH); 121,0 (CH): 42,2 (CH>).

FT-IR (cm): 3257 (vs N-H); 2924 (vs C-H e vas C-H); 2842 (vs CH2 e vas CH2); 1657
(C=0); 1615-1491 (C=C de anel aromatico); 1084 (vs C-O); 972 (dupla trans); 813
(Anel p-dissubistituido).

N-alilcinamamida (AF15)

(o)

H

Sélido branco, 51% de rendimento (0,049 g). RMN 'H (600MHz, CDCl3, & (ppm)): 7,6
(d, J= 16,0 Hz, 1H); 7,5 (d, J= 6,2 Hz, 2H); 7,3 (d, J= 6,5 Hz, 3H); 6,4 (d, J= 16,0 Hz,
1H); 5,9 (m, 1H); 5,7 (s, 1H); 5,2 (d, J= 17,1 Hz, 1H); 5,1 (d, J= 10,2 Hz, 1H); 4,0 (t, J=
5,4 Hz, 2H).

RMN 13C (150MHz, CDCls, & (ppm)): 165,6 (C=0): 135,6 (C-Cl); 133,3 (C); 116,7
(CH2); 139,9 (CH); 134,0 (CH); 129,1 (CH); 128,9 (CH): 121,0 (CH); 42,2 (CH>).
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FT-IR (cm1): 3279 (vs N-H); 3060 (vs C-H e vas C-H); 2913 (vs CH2 e vas CH2); 1651
(C=0); 1444-1621 (C=C de anel aromatico); 1214 (vs C-O); 972 (dupla trans); 690
(Anel monossubistituido).

(E)-3-(4-clorofenil)-N-ciclohexilacrilamida (AF19)

Jus Se

Sélido branco, 53% de rendimento (0,050g). RMN 'H (600MHz, CDCls, & (ppm)): 7,6
(d, J= 16,0 Hz, 1H); 7,5 (d, J= 6,2 Hz, 2H); 7,3 (d, J= 6,5 Hz, 3H); 6,4 (d, J= 16,0 Hz,
1H); 5,9 (m, 1H); 5,7 (s, 1H); 5,2 (d, J= 17,1 Hz, 1H); 5,1 (d, J= 10,2 Hz, 1H); 4,0 (t, J=
5,4 Hz, 2H).

RMN 13C (150MHz, CDCls, & (ppm)): 165,6 (C=0); 135,6 (C-Cl); 133,3 (C); 116,7
(CH2); 139,9 (CH); 134,0 (CH); 129,1 (CH); 128,9 (CH); 121,0 (CH); 42,2 (CHz).

FT-IR (cm™): 3279 (vs N-H); 3060 (vs C-H e vas C-H); 2913 (vs CHz e Vas CHy); 1651
(C=0); 1444-1621 (C=C de anel aromatico); 1214 (vs C-O); 972 (dupla trans); 690
(Anel monossubistituido).

N-ciclohexilcinamamida (AF16)

S

N
H

Sélido branco, 51% de rendimento (0,060 g). RMN 'H (600MHz, CDCl3, & (ppm)): 7,6
(d, = 16,0 Hz, 1H); 7,4 (d, J= 6,5 Hz, 2H); 7,3 (m, 2H); 6,3 (d, J= 16,0 Hz, 1H); 5,5 (s,
1H); 3,9 (m, 1H); 1,9 (d, J= 9,8 Hz, 2H); 1,7 (m, 2H); 1,6 (d, J= 13,1, 1H); 1,6 (d, J=
13,1, 1H); 1,4 (m, 2H); 1,2 (t, J= 5,6, 3H).

RMN 13C (150MHz, CDCls, & (ppm)): 164,9 (C=0); 135,0 (C); 140,7 (CH); 129,5 (CH);
128,8 (CH); 127,7 (CH): 121,2 (CH); 127,9 (CH): 127,6 (CH): 48,2 (CH): 33,2 (CH2);
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25,6 (CH2); 24,9 (CHo).

FT-IR (cm™): 3266 (vs N-H); 2913 (vs C-H e vas C-H); 2848 (vs CH2 e Vas CH>); 1651
(C=0); 1545-1615 (C=C de anel aromatico); 1220 (vs C-O); 978 (dupla trans); 677

(Anel monossubistituido).
(E)-N-benzil-3-(4-clorofenil)acrilamida (AF20)

(0]
NN N/\©
H
Cl

Sélido branco, 51% de rendimento (0,050 g). RMN 'H (600MHz, CDCls, & (ppm)): 7,6
(d, J= 16,0 Hz, 1H); 7,4 (d, J= 8,4 Hz, 2H); 7,3 (m, 7H); 6,4 (d, J= 16,0 Hz, 1H); 5,9 (s,
1H); 4,6 (d, J=5,6 Hz, 2H).

RMN 13C (150MHz, CDCls, & (ppm)): 165,4 (C=0); 138,1 (C-Cl); 135,6 (C); 133,1 (C);
140,1 (CH); 129,0 (CH); 128,9 (CH); 128,8 (CH); 127,9 (CH); 127,6 (CH); 43,9 (CH2).

FT-IR (cm™1): 3290 (vs N-H); 2919 (vs C-H e vas C-H); 2842 (vs CH2 e vas CH2); 1657
(C=0); 1486-1615 (C=C de anel aromatico); 1220 (vs C-O); 967 (dupla trans); 695

(Anel monossubistituido); 813 (anel p-substituido).

N-benzilcinamamida (AF17)
0]
N N
H
Sélido branco, 55% de rendimento (0,067 g). RMN 'H (600MHz, CDCl3, & (ppm)): 7,7

(d, J= 16,0 Hz, 1H); 7,5 (m, 2H); 7,4 (m, 8H): 6,4 (d, J= 16,0 Hz, 1H); 5,9 (s, 1H); 4,6
(d, J= 5,6 Hz, 2H).

RMN 13C (150MHz, CDCls, & (ppm)): 165,6 (C=0); 138,3 (C); 134,8 (C); 141,4 (CH);
129,7 (CH); 128,8 (CH); 128,8 (CH); 127,9 (CH); 127,8 (CH); 127,6 (CH); 120,4 (CH);
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43,9 (CHa).

FT-IR (cm™1): 3326 (vs N-H); 2924 (vs C-H e vas C-H); 2854 (vs CH2 e vas CH>); 1657
(C=0); 1550-1615 (C=C de anel aromatico); 1220 (vs C-O); 972 (dupla trans); 666

(Anel monossubistituido); 825 (anel p-substituido).
Etilcinamamida (AF10)

(0]

NN N/\
H

Sélido branco, 100% de rendimento (0,176 g). RMN 'H (400MHz, CDCls, & (ppm)):
7,6 (d, J= 16,0 Hz); 7,5 (m, 2H); 7,4 (m, 3H); 6,3 (d, J= 16,0 Hz, 1H); 5,7 (s, 1H); 3,4
(m, 2H); 1,2 (t, J= 7,1 Hz, 3H).

RMN 3C (100MHz, CDCls, & (ppm)): 165,8 (C=0); 134,9 (C); 140,8 (CH); 129,6 (CH);
120,7 (CH); 128,8 (CH); 127,7 (CH); 14,9 (CHa); 34,6 (CH>).

FT-IR (cm): 3271 (vs N-H); 2978 (vs C-H e vas C-H); 2908 (vs CHz e vas CH2); 2854
(C=0); 1220 (vs C-0); 972 (dupla trans); 716 (Anel monossubistituido).

(E)-3-(4-clorofenil)-N-etilacrilamida (AF11)

o

NS N/\
H
Cl

Sélido branco, 70% de rendimento. RMN 'H (600MHz, CDCls, & (ppm)): 7,6 (d, J=
16,0 Hz, 1H); 7,4 (d, J=8,46 Hz, 2H); 7,3 (d, J= 8,4, 2H); 6,4 (d, J= 16,0 Hz, 1H); 5,7
(s, 1H); 3,4 (m, 2H); 1,2 (t, J= 7,2, 3H).

RMN 13C (150MHz, CDCls, & (ppm)): 165,4 (C=0); 135,4 (C-Cl); 133,4 (C); 129,1
(CH); 128,9 (CH); 121,3 (CH); 34,7 (CH2); 14,9 (CHa).

FT-IR (cm™): 3225 (vs N-H); 3060 (vs C-H e vas C-H); 2871 (vs CH2 e Vas CHz); 1645

(C=0); 1556 (dupla trans); 813 (anel p-substituido).
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4.6 Avaliacao da atividade larvicida

O teste biologico foi realizado no insetario do Laboratério de Quimica Organica
Aplicada a Materiais e Compostos Bioativos (LMC), da Universidade Federal de
Alagoas (UFAL). Os vetores foram mantidos a temperatura de 27 £ 2 °C e 80 £ 4% de
umidade, em agua isenta de cloro, por um fotoperiodo de 12h. As larvas foram

alimentadas com racéo Friskies® durante todo o seu desenvolvimento.

Os bioensaios foram realizados sob uma abordagem qualitativa em triplicata.
As concentragdes foram de 100 ug/mL, 50 ug/mL e 5 ug/mL, empregando-se larvas
do quarto estagio (L4). Para tanto, as solu¢des estoque foram preparadas diluindo-se
as amostras em 75 pL de Tween 80, seguida da adicdo de agua destilada até
completar um volume de 100 mL. Em paralelo, para compostos com baixa
solubilidade, foram diluidos em 100 puL de Tween 80 e 200 uL de dimetilsulféxido
(DMSO). Posteriormente, aliquotas de 20 mL da solucéo teste foram transferidas para
recipientes descartaveis de 50 mL, por ultimo 20 larvas foram adicionadas.

Seguindo os parametros da OMS (2005), o grau de mortalidade foi computado
em 24 e 48h, tendo como controle positivo e negativo, respectivamente, temefés® (5
png/mL) e DMSO/Tween 80 (200uL; 100 uL), os quais foram mantidos nas condi¢cbes
do teste. Dessa forma, a atividade foi classificada da seguinte forma: mortalidade
superior a 75% considerou-se o0 composto ativo; entre 50% e 75% parcialmente
ativo; entre 25% e 50% fracamente ativo e inferior a 25% inativo (WHO, 2005;
JUNIOR, 2015). Assim, o percentual de mortalidade foi calculado de acordo com a
equacdao abaixo:

Numero de larvas mortas

% de mortalidade larval= ”» X100

Posteriormente, um ensaio considerando diferentes concentragdes, foi
conduzido para determinar a Concentracéo Letal que elimina 50% de uma populacdo
(CLso). Onde foram realizados testes em diferentes concentragdes (125, 100, 75, 50,

25 mg/L), computando-se a mortalidade das larvas apés 48 horas.
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4.7 Estudos in silico
4.7.1 Predicdo de alvos moleculares

Inicialmente, foi realizada uma analise denominada Target Fishing, a qual é
designada para a identificacéo de alvos moleculares potenciais baseados na estrutura
das moléculas por meio do servidor da web “Similarity ensemble approach (SEA)”
(https://sea.bkslab.org/), o qual se baseia no principio de similaridade quimica
(KEISER et al., 2007; SALVATORE et al., 2021).

4.7.2 Homologia de proteina

Posteriormente, foi realizada a homologia molecular, validacdo dos alvos e
posterior andlise de docking molecular visando analisar e discutir os potenciais alvos
biolégicos. Em seguida, realizou-se a pesquisa das sequéncias de aminoacidos das
enzimas hidrolase epoxida (Q8MMJ6), acetilcolinesterase (Q6A2E2), glutationa S-
transferase (5FT3), arilalquilamina N-Acetiltransferase 7 (4FD7) 3-hidroxiquinurenina
transaminase (6MFB) e quitinase (O17411) por meio do banco de dados Uniprot
(https://www.uniprot.org/). Para a homologia molecular, essa foi realizada com a
utilizacdo de modelos adequados presentes no Protein Data Bank (PDB). As
sequéncias FASTA (sequéncia de aminoacidos) foram submetidas ao modelo de
construcdo do SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/). A validacdo das
estruturas tridimensionais das homologias foi realizada a partir da ferramenta PDBsum
por meio do grafico de Ramachandran (FRANCA et al., 2021).

4.7.3 Docking molecular

Em seguida, foi realizado o docking molecular, em que, inicialmente as
moléculas projetadas foram desenhadas no Software Chem3D, otimizadas utilizando
0 programa Spartan® e salvas no formato .mol2. Os estudos de docking molecular
foram realizados no programa GOLD 3.0°® em computador PC Windows 11. As
proteinas foram previamente tratadas com a adicdo dos hidrogénios polares e a
remocgdo de todas as moléculas de agua (MATEEV et al., 2022). Em seguida, foi
realizada a selecdo da regifo catalitica num raio de busca de 6 A. E o processo de

validacdo (Resolucdo e redocking molecular) para as proteinas co-cristalizadas foi
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executado. Logo apéds, trés funcbes de pontuacdo (ChemPLP, GOLDScore e
ChemScore) foram efetuadas e sua selecéao foi feita a partir do processo de redocking
e do calculo do Root Mean Square Deviation (RMSD), respectivamente (BELL;
ZHANG et al., 2019). A andlise do sitio de ligacao e das ligacdes quimicas formadas
entre proteinas e ligantes foi realizada usando o software Biovia Discovery Studio

2019 e o pymol verséo 2.3.1 foi utilizado para criar as ilustracdes.
4.7.4 Predicdo das propriedades fisico-quimicas

Por fim, as propriedades fisico-quimicas das moléculas planejadas foram
determinadas no website SWISS ADME (http://www.swissadme.ch/). Onde as
propriedades investigadas foram: massa molecular (MW); coeficiente de particao
(CLogP); numero de aceitadores de ligacédo de hidrogénio (ALH) e doadores (DLH);
namero de ligagBes rotativas (LRo); niumero de ligacbes aromaticas (LAr). Tais
propriedades estdo intimamente relacionadas a hidrofilicidade, a lipofilicidade, a
solubilidade, a permeabilidade e a flexibilidade, bem como a fotoestabilidade (JIA et
al., 2019).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Planejamento racional de cinamamidas

Estudos larvicidas tém demonstrado que a presenca de grupos
eletroretiradores, com destaque aos atomos de halogénios, tém potencializado essa
atividade biolégica devido ao aumento da polaridade e da lipofilicidade molecular
(HERNANDES et al., 2010). As larvas dos vetores com destaque ao Ae. aegypti
possuem barreiras estruturais hidrofébicas, com isso as propriedades intensificadas
pelos substituintes eletroretiradores exercem efeitos de suma relevancia para
aumentar a atividade inseticida (FUJIWARA et al., 2017). No que se refere ao grupo
funcional amida, estudos anteriores destacam a influéncia positiva de substituientes
alifdticos na cadeia lateral resultando no aumento da atividade larvicida, o que
possivelmente pode estar relacionado a flexibilidade proporcionada pela presenca das
ligacdes rotativas (OLIVEIRA et al. 2014; CANTRELL et al., 2010). Diante disso, os
derivados cinamamidas monossubstituidos e dissubstituidos avaliados neste trabalho
(Figura 14) foram prospectados com a presenca e auséncia de grupos
eletroretiradores na posi¢cédo para do grupo cinamoila e com substituintes aromaticos
e alifaticos na cadeia lateral da funcdo amida a fim de avaliar os efeitos desses na

atividade em questéao.

A partir dos resultados in silico Target Fishing, o pool dos possiveis alvos
moleculares da quimioteca de cinamamidas demonstrou a existéncia de 4 supostos
alvos enzimaticos (Hidrolase époxida - Q8MMJ6; Quitinase - 017411;
Acetilcolinesterase (Q6A2E2) e Tripsina (P29787). Ademais, na literatura é
amplamente discutido outros potenciais alvos biologicos do vetor Ae. aegypti no
desenvolvimento racional de inseticidas, os quais também foram considerados neste
trabalho, sendo eles: Glutationa S-transferase (5FT3), arilalquilamina N-
Acetiltransferase (4FD7), 3-hidroxiquinurenina transaminase (6MFB) e proteina
transportadora de esterdis (1PZ4) (ARAUJO et al., 2021) (Tabela 2). Sendo assim,
essas 7 proteinas foram alvos desse estudo das quais a 4FD7, 5FT3, 1PZ4 e 6MFB
possuem suas estruturas cristalograficas descritas no PDB, sendo essas utilizadas na
avaliagéo in silico (Tabela 3). AQ8MMJ6, a 017411 e a Q6A2E2, por sua vez, ndo se

encontram descritas nos bancos de dados, sendo utilizada as suas respectivas
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homologias (Tabela 3).

Figura 14 - Previsao dos possiveis alvos biolégicos a partir da estrutura quimica das

cinamamidas.

Cinamamidas

(o)
R
H
R4

R1: Cl, H

J

Elaborado pela autora, 2023.

Modelo de Classe Alvo,

‘ Macromoléculas ’

Hidrolase Epoxida
Acetilcolinesterase

Tripsina \_\

Quitinase

--= Predigado de alvo \9

Tabela 2 - Funcao das proteinas selecionadas do inseto Ae. aegypti.

Macromolécula

Funcéao

Expressa

Acetilcolinesterase

E uma serina protease,
gque cumpre a funcéo
fisiologica de hidrélise de
neurotransmissores  nas
sinapses (LAVIALLE-
DEFAIX et al., 2011; ZHU
et al., 2013)

Fase larval e mosquito
adulto (LAVIALLE-DEFAIX
et al.,, 2011; ZHU et al.,
2013).

Hidrolase Ep6xida

Convertem uma variedade
de epodxidos em seus didis

Sdo expressas de forma
ubiqua no intestino, na

correspondentes regido da cabeca e do
(MORISSEAU; tbrax e no ovario de
HAMMOCK, 2005); e fémeas de Ae. aegypti
estio  envolvidas no (BOROVSKY et al., 2023).
metabolismo de hormonios

juvenis (SEINO et al,

2010).

Glutationa S-transferase As GSTs sdo enzimas Fase larval e mosquito
importantes encontradas adulto (HEMINGWAY;
em quase todos o0s RANSON, 2000).
organismos que estdo

envolvidos com o processo
de desintoxicagdo
metabdlica de fase |l
(HELVECIO et al., 2020).
Essas enzimas

catalisam a conjugacéao do
grupo hidrofilico SH da
glutationa reduzida (GSH)
ao centro eletrofilico de
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compostos lipofilicos
(HEMINGWAY; RANSON,
2000).

Arilalquilamina N-
acetiltransferases

Arilalquilamina N-
acetiltransferases
(aaNATs) catalisam a

transacetilacdo de acetil-

As aaNATs sao
abundantes na fase larval,
pupal e mosquito adulto
(MEHERE et al., 2011).

CoA a arilalquilaminas
(MEHERE et al., 2011)
Atua, principalmente, na
conversao do metabdlito 3-
hidroxi-quinurenina em
acido xanturénico, uma
substancia quimicamente
estavel e ndo toxica (HAN;
BEERNTSEN, 2007).

Atua em conjunto com
uma quitina sintase para
modular a espessura e a
permeabilidade da
membrana peritrofica (MP)
em mosquitos adultos
(SHEN; JACOBS-
LORENA, 1997); e para
realizar a digestao
intermuda da MP em
larvas (BOLOGNESI et al.,
2005).

A proteina transportadora
de esterois do mosquito da
febre amarela é conhecida
por se ligar ao colesterol
(DYER et al., 2003).
Elaborado pela autora, 2023.

3-hidroxiquinurenina
transaminase

Fase larval, pupal e
mosquito adulto (HAN; LI,
2002; RASGON; SCOTT,
2004).

Quitinase Fase larval, pupal e
mosquito adulto

(BOLOGNESI et al., 2005).

Proteina de ligacéo a
lipidios

Fase larval, pupal e
mosquito adulto  (LAN;
WESSELY, 2004).

Posteriormente, as biomoléculas Q8MMJ6, a 017411 e a Q6A2E2 do vetor Ae.
aegypti foram geradas por meio da homologia molecular, sendo construidas por
comparacao da similaridade de sequéncias de aminoacidos com as de proteinas
homologas de estruturas empiricamente determinadas (Q8MMJ6, a 017411 e a
Q6A2E2). A identidade sequencial das enzimas moldes para a realizacdo da
homologia da Q8MMJ6 e 017411 foi acima de 40% (Tabela 2), sendo condizente com
0s critérios estabelecidos na literatura (>25%) (BRAY et al., 2018). Para tanto a
Q6A2E2 teve um maior percentual de identidade sequencial (>90%, Tabela 2), tendo

sua validacao ja descrita por Franca et al. (2021).
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Tabela 3 — Idenficacéo, identidade sequéncial, codigo PDB e organismo dos alvos
biolégicos empregados neste estudo.

Enzima Uniprot Porcentagem PDB Resolucéo Organismo
de similaridade A)
Epoxido hidrolase Q8MMJ6 48,72% 4QL 2,30 Bombyx mori
A
Acetilcolinesterase Q6A2E2 92,41% 6AR 2,26 Anopheles
Y gambiae
Glutationa S- Q5PY77 100,00% 5FT3 1,43 Aedes aegypti
transferase
arilalquilamina N- Q1l6KU7 100,00% 4FD7 1,80 Aedes aegypti
Acetiltransferase 7
3- QO0IG34 99,74% 6MF 2,50 Aedes aegypti
hidroxiquinurenina B
transaminase
Quitinase 017411 62,45% 3w4 1,70 Ostrinia
R furnacalis
Proteina de Q6ELZ8 100% 1Pz4 1,35 Aedes aegypti

ligacéo a lipidios
Elaborado pela autora, 2023.

Em seguida, foi realizado o processo de validagdo da homologia para a
Q8MMJ6 e a 017411 pelo grafico Ramachandraw, para assim verificar os angulos
torcionais da cadeia principal (¢ e W), angulos torcionais das cadeias laterais (Chi) e
impedimentos estéricos (Figura 15). Desse modo, foi possivel inferir que ambas as
estruturas apresentaram mais de 90% dos residuos em regides permitidas, o que
configura a acuracia dos modelos gerados para posterior etapa de realizacdo de
docking molecular.
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Figura 15 - Validacdo das homologias (PDB: 4QLA e 3W4R) a partir do gréafico de

Ramachandraw.
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Para as proteinas co-cristalizadas os métodos de validacdes foram a resolucéo

da macromolécula (Tabela 2), condizente aos resultados de biomoléculas com

conformacdes adequadas para o estudo in silico (< 3,0 A) (CHEUNG et al., 2018; LI

et al., 2014), e o processo de Redocking molecular (Tabela 4), a fim de verificar a

acuracia do programa GOLD em reproduzir a conformacéo bioativa do ligante

cristalografico (ligante co-cristalizado). Assim, péde-se notar que o input gerado pelo

software conseguiu obter conformacdes semelhantes aos ligantes co-cristalizados,

obtendo RMSDs abaixo de 1, estando dentro da margem preconizada pela literatura

para essa validacdo (RMSD < 2) (BELL; ZHANG, 2019).
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Tabela 4 - Resultados do céalculo do Redocking e RMSD para todas as enzimas, nas
funcdes de pontuacao GoldScore, ChemScore e ChemPLP.

Alvos Pontuacéo Fitscore  RMSD

Goldscore 41,84 1,377
4QLA Chemscore 16,53 1,964
Chemplp 51,2 1,803
Goldscore 19,22 0,516
AFD7 Chemscore 11,11 0,145
Chemplp 20,14 0,362
Goldscore 65,84 1,424
5FT3 Chemscore 25,34 0,872
Chemplp 74,18 1,030
Goldscore 42,72 1,624
AChE Chemscore 21,74 2,127
Chemplp 57,38 1,501
Goldscore 94,84 1,294
6MFB Chemscore 37,01 0,891
Chemplp 72,03 0,852
Goldscore 39,06 0,313
3WAR Chemscore 21,27 0,141
Chemplp 46,15 0,325
Goldscore 39,29 0,766
1P74 Chemscore 65,44 0,795
Chemplp 89,29 1.069

Elaborado pela autora, 2023.

A selecdo da melhor funcdo de pontuacdo para as macromoléculas 4FD7
(RMSD = 0,36 e Func¢ao de pontuacdo: Chemplp), 5FT3 (RMSD = 0,87, Funcao de
pontuacdo: Chemscore), 6MFB (RMSD = 0,85, Func¢édo de pontuacédo: Chemplp) e
1PZ4 (RMSD = 0,76, Funcao de pontuacdo: GoldScore) (Tabela 4), ocorreu a partir
do menor valor de RMSD para cada funcdo de pontuacéo analisada. Ao passo que
para as homologias a escolha das fungdes de pontuacdes ocorreu pelo maior FitScore
(Energia de correlacdo) do complexo ligante/receptor (Figura 16). Em seguida, a
triagem virtual das cinamamidas foi realizada para as sete macromoléculas, conforme
a Tabela 3.

Os resultados de FitScore das cinamamidas complexadas as macromoléculas
demonstraram uma maior eficiéncia ou semelhanca ao p-clorocinamato de etila (3))
(Composto de referéncia, Figura 16; FitScore (017411) = 20,36; FitScore (Q8MMJ6)
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= 40,32; FitScore (Q6A2E2) = 45,82 e FitScore (6MFB) = 44,47) em interagir com as
macromoléculas. A analise dos complexos cinamamidas-macromoléculas mostrou
uma faixa de energia de correlacdo maior para as proteinas 017411 (FitScore = 24,14
— 27,45), Q8MMJ6 (FitScore = 41,82 — 50,75), Q6A2E2 (FitScore = 48,13 — 59,65);
4FD7 (FitScore = 17,77), 6MFB (FitScore = 52,70 — 65,22) e 1PZ4 (FitScore = 53,84 -
56,80) respectivamente. Em paralelo, para a macromolécula 5FT3 (FitScore = 27,04
— 32,89) essa classe de moléculas nao teve um efeito tdo pronunciado como o p-
clorocinamato de etila (3j) (FitScore = 45,08). Com isso, pode-se inferir que essa série

cindmica pode vir a se tornar uma boa candidata como larvicida frente ao vetor Ae.

aegypti.

Figura 16 — Resultado do célculo de docking para as cinamamidas planejadas, nas
funcdes de pontuacédo GoldScore, ChemScore e ChemPLP.
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Elaborada pela autora, 2023.
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Além disso, foi possivel observar que os ligantes AF07 (FitScore= 29,06), AF09
(FitScore= 26,90) e AF18 (FitScore= 23,45) apresentaram 0s maiores valores de
energia de ligagdo, respectivamente frente ao alvo O17411 (Quitinase). Para as
demais cinamamidas a média do FitScore ficou 25+2 nesse alvo. Ao passo que
apontam a Quitinase como um alvo promissor para as cinamamidas aqui

prospectadas.

Ademais, verificou-se que o ligante N-alil-3-(4-clorofenil)acrilamida (AF18) e N-
hexilcinamamida (AF09) destacaram-se frente a dois alvos biolégicos, a 6MFB e a
AChE, com FitScores de energias 71,73, 59,34, 52,32 e 61,73, respectivamente
(Figura 16), demonstrando-se superior a substancia padrdo, o que pode estar
associado a presenca da funcdo amida e do substituinte fenila na cadeia lateral do
esqueleto cinamico. No que se refere as interacdes entre as cinamamidas projetadas
com residuos de aminoacidos dos alvos biolégicos avaliados, pdde-se notar uma
prevaléncia de interagOes do tipo: Van der Waals, ligagbes de halogénio, interacoes
TT-11 Stack, ligagdes de hidrogénio, entre outras (Figura 18).

No que se refere as interacdes entre as cinamamidas e os residuos de
aminoacidos do sitio ativo da Quitinase, as intera¢cdes mais prevalentes foram do tipo:
Van der Waals, interagdes 11-11 Stack, ligacdes de hidrogénio e amida 1r-Stack (Figura
18). Adicionalmente, como demonstrado no cluster da Figura 17 para a molécula
AFQ09, todos os compostos tenderam a interagir principalmente com os residuos de

aminoécidos da cavidade do sitio catalitico de cada proteina.

Figura 17 — Cluster do composto AF09 complexado na enzima Quitinase (3W4R).




Elaborado pela autora, 2023.

Figura 18 - Interacdes dos compostos AF09 e AF18 com os residuos do sitio ativo
da Quitinase.
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Elaborado pela autora, 2023.

Em consonéncia aos resultados de docking molecular, as propriedades fisico-
quimicas dos compostos avaliados (Figura 19) estao dentro das normas que preveem
o desenvolvimento bio-racional de um inseticida seletivo e ambientalmente seguro
(HAO et al., 2011), em que para todos os compostos foi possivel obter MM < 435 Da,
ClogP <6,ALH<6,DLH=<2,LR0<9e LAr<17. Dentre esses parametros, destacam-
se principalmente a LRo e CLogP, as quais relacionam a flexibilidade e a
permeabilidade na cuticula lipofilica do inseto, respectivamente, nas quais, as
cinamamidas em questdo apresentaram semelhantes aos derivados do acido

cindmico contendo o grupo hidrazida (NARESH et al., 2022).

Com isso, os resultados obtidos por meio dos métodos computacionais
sugerem bons candidatos a inseticida, assim as moléculas aqui planejadas foram

sintetizadas e analisadas experimentalmente para explorar a atividade larvicida dessa
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guimioteca, uma vez que € inédito.

Figura 19 - Propriedades fisico-quimicas das moléculas em estudo.
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Elaborado pela autora, 2023.

5.2 Sintese de amidas derivadas do acido cinamico

A estratégia sintética utilizada para a obtencéo das 12 cinamamidas, Esquema
3, foi obtido um rendimento entre 47-70% (Tabela 5). Estes resultados estdo em
conformidade com os resultados descritos na literatura (GHOSH; SHAHABI, 2021). A
metodologia consiste na adicdo de DMAP que acelera o processo de amidacao de
acidos carboxilicos, ativados por DCC, reduzindo assim ocorréncia de reacdes
secundarias (GHOSH; SHAHABI, 2021).
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Esquema 3 - Metodologia para a formacgéo das cinamamidas.
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Elaborado pela autora, 2023.
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Tabela 5 — Rendimento dos compostos sintetizados

(o}

X~""NHR
R Rendimento (%)

R1 R
AF09 H e 72%
AF03 Cl LSS 54%
AF08 H 2/\@ 64%
AFO07 Cl Y\Q 47%
AF12 H Z\/Q/F 55%
AF13 Cl Z\/@F 55%
AF15 H W 51%
AF18 Cl W 54%
AF16 H p 54%
AF19 Cl p 53%
AF17 H \/\© 55%
AF20 Cl \/\© 51%
AF10 H E,{\ 95%
AF11 Cl \(\ 70%

Elaborado pela autora, 2023.

No que se refere ao mecanismo de sintese para a formacdo de cinamamidas
via acoplamento de Steglish, na primeira etapa da reacédo o DCC atua na condensagéo
do &cido carboxilico (1) para formar o O-Aciluréia (2), esse reage com 0 excesso de
acido levando a formacéao do anidrido (3) e do (DCU), esse por sua vez ndo € soluvel

em acetonitrila podendo ser facilmente separado por filtragdo. Posteriormente, ocorre
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o ataque nucleofilico da DMAP no anidrido formando o sal acilpiridina (4) o qual reage
com a amina (5) levando a formacéo da amida (6) liberando DMAP e o acido, os quais
sao regenerados para formar mais anidrido (Esquema 4). Vale ressaltar a importancia
de se utilizar uma quantidade em excesso de acido carboxilico, juntamente com uma
guantidade de equivaléncia da DMAP. Cujo objetivo € evitar o rearranjo intramolecular
do O-aciluréia a N-aciluréia (7) ndo reativa, comprometendo o rendimento do produto
(MONTALBETTI; FALQUE, 2005).

Esquema 4 - Mecanismo proposto para a sintese das cinamamidas.

(1) R (2) 7
0:< 1 (7)
)km. —— 33
H-N=C=N HN—( Etapa g SNy
NO lenta H
Crve () @\ O b
o Subproduto da

migragao acil
Excesso de acido!

¢ g CLE O oWy

DMAP R170” “R1 T H H S HN/SO#\ Etapa
\NCN : DCU 0. .0 rapida
70N\ 3) Y

Transferéncia de

préton
BT —~.

R17 07 R1_ R;~NH, N . TOLR — =\ TaN%RLTH . 0__R,
2 o T NIV T
@] \ o) / QHR, o
_ =
PN NS @ ] .

i o :
N .
X : :
R | + i R1AN/R2 :
NN M = ! :
= N—{ N NH - . : Hoo(e):
/ (g R, N Amida  :

Elaborado pela autora, 2023.

Ainda, outras duas cinamamidas foram sintetizadas usando como amina de
partida a etilamina. Por se tratar de uma amina muito volatil, com um ponto de ebulicdo
de ~16°C, optou-se por realizar a formagdo da amida mediante conversdo do acido
carboxilico em um intermediario mais reativo (cloreto acido). Dessa forma, foi utilizado
0 SOCIz para formacédo do cloreto acido e DMF como catalisador, na primeira etapa
(Esquema 5). Por fim, o cloreto de &cido reage imediatamente com a etilamina

formando a amida correspondente.
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Esquema 5 - Esquema reacional para a sintese de etilcinamamida.

o
)J\ SOCI2 DMF RorNHa BN )J\
DCM (seco) DCM (seco) R

60°C, 2h R cl 60°C, 2h

Fonte: Adapatado de Leggio et al. (2018)

5.2 Caracterizacao

Todas as amidas sintetizadas foram devidamente caracterizadas por
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 1H) e
Carbono (RMN 13C) por meio da técnica DEPT-Q e por infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). Tendo em vista a similaridade quimica relativa entre
as cinamamidas sera levado em consideragéo a caracterizacdo do composto (E)-3-
(4-clorofenil)-N-hexilacrilamida (AF03). Os dados referentes ao composto AF03 estédo

expressos na Tabela 6 e o espectro de de RMN 'H na Figura 20.

Tabela 6 — Dados do espectro de RMN *H (400 MHz, CDCIz) do (E)-3-(4-clorofenil)-
N-hexilacrilamida (AF03)

Atribuicéo do 6 (ppm) Constante de Multiplicidade Integracéo do
sinal acoplamento J sinal
(Hz)

6 7,5 16 Dubleto 1H

7 6,3 16 Dubleto 1H
2,5 7,4 8,4 Dubleto 2H
4,3 7,3 8,4 Dubleto 2H

9 3,3 12,82 Quarteto 2H

10 1,6 14,53 Quinteto 2H
11,12,13 1,3 37,38 Multipleto 6H
14 0,8 13,36 Tripleto 3H
15 5,7 - Simpleto 1H

Elaborado pela autora, 2023.

Conforme o espetro da figura 20, observa-se a presenca de dois dupletos em
7,4 e 7,5 ppm (Hz, Hs, Ha e Hs) que correspondem ao anel aromatico para-substituido;
o quarteto em 3,3 ppm (Ho), o quinteto em 1,6 ppm (H1o), 0 multipleto em 1,3 ppm (Huz,
Hi2 e Hi3) e o tripleto em 0,8 ppm (Hi4) sé@o referentes aos hidrogénios da cadeia

lateral da cinamamida. Ademais, o sinal atribuido ao hidrogénio da funcdo amida esta
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com um deslocamento quimico em 5,8 ppm onde é observado um simpleto, o qual
nao é comum na maioria dos casos observados devido ao momento quadrupolo do
atomo de nitrogénio ou o desacoplamento da interacdo que ocorre devido a troca
quimica. Por fim, observa-se que os dupletos em 7,5 ppm e 6,3 ppm (Hz2 e Hs), com
constante de acoplamento de J= 16 Hz, caracteristicos de ligacbes duplas trans
(PAVIA et al., 2010).

Figura 20 — Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCI3) do composto (E)-3-(4-
clorofenil)-N-hexilacrilamida (AF03)
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]
f H\ ’U 3 6 a 9 1 13
f M \ AN
A J AN 2 8 N/\/\/\
— B 72°H 10 12 14
T T T T T R A 4
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| | g
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Elaborado pela autora, 2023.

Na caracterizacdo dos atomos de carbono pela técnica DEPT-Q (Figura 21) os
carbonos em fase positiva, ou seja, voltados para cima correspondem aos carbonos
CH e CHas. Os deslocamentos quimicos de 139,4 ppm e 121,3 ppm correspondem aos
carbonos olefinicos, os de 129,3 ppm, 128,8 ppm aos carbonos CH do anel aromatico,
e o sinal em 13,6 ppm ao grupo CHs da cadeia lateral da amida (Tabela 7). Ja os
sinais de fase negativa (voltado para baixo) sdo atribuidos aos carbonos CHz2, com
deslocamentos quimicos de 39,9, 31,4, 29,6 e 22,6 ppm, e 0s carbonos nao

hidrogenados (C), com deslocamento de 133,6, 135,6 e 165,7 ppm.
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Tabela 7 — Atribuicéo dos sinais de RMN de 3C com a técnica DEPTQ da molécula
(E)-3-(4-clorofenil)-N-hexilacrilamida (AF03)

Atribuicdo do sinal o (ppm)
C8 C=0 165,7
C1 C-Cl 135,6
C15 C 133,6
C5 CH 139,4
Cc2 CH 129,3
C3 CH 128,8
C4 CH 1213
C9 CH: 39,9
C10 CH: 31,4
Cl1 CH: 29,6
C12 CH: 26,6
C13 CH: 22,5
Cl4 CHs 13,6

Elaborado pela autora, 2023.

Figura 21 — Espectro de RMN de 13C do composto (E)-3-(4-clorofenil)-N-
hexilacrilamida (AF03)
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Elaborado pela autora, 2023.

Por fim, empregando a caracterizacao por espectroscopia de Infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) foram obtidas as bandas de absorcao
caracteristicas para o composto 4-(clorofenil)-N-hexilacrilamida (AF03), conforme

exposto na Figura 22.
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Figura 22 — Espectro de Infravermelho do o composto 4-(clorofenil)-N hexilacrilamida
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Elaborado pela autora, 2023.

Analisando o espectro da Figura 22 é observado uma banda de absor¢céo de
pouca intensidade em 1708 cm correspondente a carbonila de amida a,B-insaturada,
uma banda em 3296 cm! caracteristica de amida secundaria, entre 1537 a 1614 cm-
1 estéo localizados as bandas de estiramento de C sp? de anel aromatico, as bandas
em 1651 e 727 cm® correspondem a dupla trans e banda de cadeia longa referente
aos carbonos sp? da cadeia lateral da amida, respectivamente. E por Gltimo uma Unica

banda de absor¢do em 821 cm de anel aromatico para-substituido (Tabela 8).
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Tabela 8 - Bandas de absorcéo do espectro de Infravermelho do 4-clorofenil)-N-
hexilacrilamida (AF03).

Frequéncia (cm™) Atribuicéo
3296 Vs N-H
2927 Vs C-H e vas C-H
2854 Vs CH2-/CH3 e vas CH2/CH3
1537-1614 C=C de aromético
1320-1279 vs C-O
1708 vs N-H
1651 Dupla trans
1487 CH:
1377 CHs
727 Banda de cadeia longa
821 Anel p-dissubistituido

Elaborado pela autora, 2023.

5.3 Atividade das cinamamidas frente as larvas do quarto instar do Aedes

aegypti

Nos ultimos anos, as substancias contendo a por¢do cinamoila atrairam muita
atencdo devido ao seu amplo espectro de atividades biolégicas e baixa toxicidade.
Além disso, os derivados do acido cinamico, tanto isolados de fontes naturais quanto
sintetizados, sdo bem conhecidos por suas propriedades antioxidantes (CHUNG,;
SHIN, 2007), antitumorais (BEZERRA et al., 2006), antimicrobianas (NAZ et al., 2006),
atividade larvicida frente as larvas do Ae. aegypti (FRANCA et al., 2021; CORREIA et
al., 2022), entre outras. Contudo, ainda ndo ha descrito na literatura a atividade
larvicida das amidas cinamicas frente ao vetor Ae. aegypti, investigacdo essa que € o

foco desta pesquisa.

De acordo com os resultados referentes ao ensaio larvicida preliminar (Tabela

9), dentre os compostos avaliados, dois apresentaram acgao larvicida promissora
(AF18 e AF09), conforme a classificagdo da OMS, sendo a cinamamida AF18 (atomo
de cloro na posicéo para da porgao cinamoila) a mais ativa da série testada. A qual
nao apresentou diferengca estatistica significativa em relacdo ao controle positivo
(temef6s®) em um intervalo de confianca de 95%. Ainda, o composto AF09
(monossubstituido), que possui uma porcao alifatica na cadeia lateral ao grupo amida,
mostrou-se promissor no screening larvicida preliminar. Estruturalmente esses dois
compostos tém em comum uma cadeia alquilica e, até entdo, sugere-se que o0
aumento dessa cadeia entre 3 a 6 atomos de carbonos na parte lateral das moléculas
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cause um efeito positivo na atividade larvicida. Segundo Oliveira et al. (2014), o qual
investigou a atividade larvicida de derivados de triptamina amida frente ao mesmo
vetor aqui em estudo, seus resultados demonstraram que o aumento do niumero de
carbonos alifaticos na cadeia lateral a amida resulta em aumento da poténcia larvicida,
e que tal fato pode estar relacionado a hidrofobicidade (OLIVEIRA et al., 2017).
Ademais, verificou-se outras duas cinamamidas que se destacaram como

parcialmente ativos: AF17 e AF08, ambos compostos monossubstituidos.
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Tabela 9 — Screening da atividade larvicida das amidas cinamicas frente ao Ae.
aegypti

Mortalidade (% + SD)

Estrutura Cdédigo 24h 48h Classificagao
preliminar
5 50 100 5 50 100
ppm_ppm ppm__ppm ppm ppm
o AF03 0,00 10,0 25,0 0,00 10,00 25,00 Inativo
X NS + 0+ 0+ + +0,00 +0,00
o 0,00 0,00 0,00 0,00
e AF09 0,00 450 75,0 0,00 50,00 75,00+ Ativo
D + 0+ 0= + + 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00
o ﬁ AFQ7 0,00 150 20,0 0,00 15,00 25,00+ Inativo
NN + 0+ 0+ + +0,58 0,94
o H 0,00 0,558 1,15 0,00
o ﬁ AFO08 0,00 11,0 34,0 0,00 25,00 50,00 + Parcialmente

<A + 0+ 0+ + +000 047 ativo
H 0,00 1,00 153 0,00

0 FAF12 000 500 150 000 10,00 20,00+ Inativo
Q/\)LN/\/@ £+ £5 0% * %000 0,00

N 0,00 0,00 0,00
o F AF13 0,00 500 10.0 0,00 10,00 15,00+ Inativo
~ Nﬂ + £ 0% +  +0,47 047
H 0,00 0,88 0,58 0,00
Cl
o AF15 0,00 10,0 15,0 0,00 20,00 35,00+ Fracamente
NN NF + 0 0% +  +000 0,00 ativo
H 0,00 0,58 0,00 0,00
o AF17 0,00 15,0 35,0 0,00 20,00 50.00+ Parcialmente
X N + 0+ 0= + + 0,47 2,36 ativo
”@ 0,00 0,00 0,00 0,00
o AF18 0.00 35,0 90,0 0,00 50,00 100,00* Ativo
XN SNNF 0,00 0+ 0+ + +0,47 +0,00
H + 0,00 0,00 0,00
cl 0,00
o AF19 0,00 500 10.0 0,00 15,00 25,00 Inativo
x N + + 0+ + + 0,00 0,94
H 0,00 0,00 1,41 0,00
Cl
o AF16 0,00 10,0 20.0 0,00 15,00 25,00+ Inativo
e N + 0= 0= + + 0,00 0,00
H 0,00 0,00 0,41 0,00
o AF20 0,00 10,0 15,0 0,00 15,00 20,00+ Inativo
NN * 0+ 0+ + +0,47 0,00
o “@ 0,00 0,00 0,00 0,00
o AF11 0,00 10,0 15,0 0,00 10,00 15,00 = Inativo
A NN + 0+ 0+ + + 0,00 0,58
H 0,00 0,00 0,58 0,00
cl
o AF10 0,00 5,00 0,00 0,00 10,00 20,00 = Inativo
NN + + + £ 236 0,00
H 0,00 0,58 0,00 0,00
(o] 3a 95,0 95,00 Ativo**
A 0+ +0,00 Franca et al.
©/\)k°/\ 0,00 (2021)
(o] 3
NN 100 + 100 + Alivar
0 0,00 0,00 Franca et
al. (2021)

Cl
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*N&o apresentam diferenca significativa em um intervalo de confianca de 95% (ANOVA ONE-WAY) em relacéo
ao controle positivo temefés (TMF) ®
**Resultados obtidos na concentracéo de 45 ppm

Elaborado pela autora, 2023.

Ao comparar esses resultados experimentais (Tabela 9) com as propriedades
fisico-quimicas, foi observada uma correlagcéo entre a atividade larvicida e o nimero
de ligacdes rotativas (LRo) (entre 5 e 8) e CLogP (entre 2,30 e 3,80), as quais estéao
relacionadas a flexibilidade da molécula & permeabilidade na cuticula lipofilica do
inseto. Em paralelo, as ligacbes aromaticas (LAr), apesar de contribuirem para a
fotoestabilidade dos compostos inseticidas, verificou-se que para o0 caso especifico
das cinamamidas em estudo o aumento dessa propriedade possivelmente provoca

uma diminui¢é@o no efeito biologico.

Adicionalmente, ao realizar uma comparacao entre os pares de cinamamidas,
ou seja, agquelas que possuem a mesma cadeira lateral e o que as diferenciam é a
presenca do atomo de cloro na posic¢ao para. Por exemplo, o composto AF09 (75,00%,
100pg/mL) e AF03 (25,00%, 100 pg/mL), verifica-se uma reducéo de mais de 50% na
acao larvicida, esse ultimo possui um atomo eletroretirador que ja é descrito na
literatura pelo seu efeito de aumentar a lipofilicidade, isto €, o LogP, a Unica
propriedade que esta divergindo entre elas. E essa, por sua vez, apesar de estar
dentro dos padrdes preconizados na literatura, ndo teve um efeito benéfico para as

cinamamidas aqui avaliadas.

O mesmo ocorre entre os demais pares, AF17 (50,00%) e AF20 (20,0%); AF12
(15,00%) e AF13 (10,00%); AFO08 (50,00%) e AF07 (25,00%); AF18 (100,00%) e AF15
(35,00%), esse ultimo caso, em especial, 0 composto com o cloro em para resultou no
aumento da atividade larvicida, o que causou uma maior lipofilicidade, nesse caso
(AF15 e AF18), supde-se que a presenca de um atomo halogénio provocou um
aumento na lipofilicidade que corroborou no aumento da acgéo larvicida do composto
AF18. Por outro lado, ao comparar o percentual de mortalidade das cinamamidas
AF07 (70,00%) e AF13 (11,66%), compostos similares diferenciados apenas pelo
atomo de fldor substituido em para na cadeia lateral da molécula AF13, observa-se
um aumento significativo na lipofilicidade (AF13 LogP= 4,16; AF07 LogP= 3,80) e

levou a uma diminui¢cdo da porcentagem de mortalidade larval.
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Além disso, com intuito de verificar a acao larvicida entre duas classes (ésteres
cinamicos e cinamamidas), realizou-se uma comparacdo entre as amidas
etilcilcinamamida (AF10) e p-cloro etilcinamamida (AF11), e os ésteres cinamato de
etila (3a) e p-cloro cinamato de etila (3j) (tabela 9). Esses compostos apresentam
similaridade estrutural, sendo denominados de bioisOsteros e, consequentemente,
possuem semalhancas em termos de propriedades fisico-quimicas. Apesar disso, 0s
compostos AF10 e AF11 ndo mostraram-se promissores quanto a atividade larvicida,
diferentemente de seus ésteres precursores (3a e 3j). Uma das hipdteses a esse
respeito é em relacdo as interacdes no alvo biolégico, de modo que os ésteres sao
substancias mais reativas e, portanto, favoraveis a hidrélise, diferente das amidas que
s8o espécies muito mais estaveis e menos suscetiveis a hidrélise (MONTALBETTI;
FALQUE, 2005).

No mais, por se tratar de grupos funcionais distintos h& possibilidade do
mecanismo de acdo ser diferente, uma vez que se trata de grupos farmacoforicos
distintos. Assim, para solucionar as indagacdes acerca do mecanismo de acao, faz-
se necessario uma analise enzimatica para determinar o modo de acdo desses

compostos.

Posteriormente, para as moléculas classificadas como ativas e parcialmente
ativas realizaram-se testes quantitativos para a obtencao da Concentracao Letal para
50% e 90% de uma populacéo (CLso e CLao), conforme apresentado na tabela 10.
Ainda, para fins comparativos calculou-se a CLso do inseticida temef6s®. Mediante
andlise quantitativa observou-se um aumento no valor de CLsp para 0 temefos®
guando comparado com o valor reportado na literatura (CLso de 3,0 pg/mL), tal fato
pode estar relacionado & metabolizacdo acelerada deste larvicida pelas larvas Aedes
(GALEN et. al., 2019). No que se refere as cinamamidas, o temefos® apresenta um
maior efeito larvicida quando comparado com 0S COmMpOStos promissores neste
estudo, entre os quais AF18 (com p-cloro) sendo o0 mais ativo dos compostos
avaliados, apresentando o menor valor de CLso (tabela 10). Seguida da cinamamida

AF09, monossubstituida, AF17 e AF08, que possuem substituintes aromaticos.
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Tabela 10 - Avaliacdo quantitativa da atividade larvicida das cinamamidas frente as
larvas do Ae. aegypti no 4° estagio, apos 48 h.

Composto Concentracao (ug/mL) (95% IC)
CL1o Clso ClLgo X2
0 19,7 (14,3- 41,6 (35,8-46,9) 88,0 (76,7-106,1) 15,5
wuv 24,3)
Cl
AF18
0 17,3(9,9-24,0) 55,9 (46,7-65,2) 179,9 (138,4- 9,3
©/\)ku/\/\/\ 280,0)
AF09
0 26,9 (14,7- 105,2 (87,0- 410,7 (254,3- 0,97
©M,,«@ 36,6) 141,3) 598,7)
H

AF17

0 42,3 (30,4- 105,8 (92,5- 264,9 (196,3- 3,4
Q/\)LN 51,2) 127,9) 457,2)
H

AF08

! S/©/S\©\s ! 1,8 (1,3-2,3) 4,4 (3,8-4,9) 10,4 (8,3-136) 27,1
(;’PI\O 0/\P\/
\

07
Temefos
IC - 95% Intervalo de Confianca; CL — Concentragdo Letal; x2 (Chi) — Grau de validagdo; * Controle positivo

Elaborado pela autora, 2023.

De acordo com os resultados experimentais, verificou-se que as amidas
cindmicas nao foram tdo ativas quanto o temefés, fato comprovado
experimentalmente e validado estatisticamente. Entretanto, sugere-se que tais
compostos possam apresentar uma baixa toxicidade para o meio aquatico. A esse
respeito, de acordo com as informacdes obtidas por Galvis e Kouznetsov (2018), os
quais avaliaram a toxicidade de algumas cinamamidas frente a embrides do peixe
zebrafish. Dentre os compostos destaca-se a cinamamida AF08, que apresentou uma
CLso= 43,6 mg/L.

5.4.1 Anélise morfoldgica

Conforme analise dos resultados do percentual de mortalidade, mediante
ensaio preliminar, observou-se que algumas das cinamamidas foram ativas, ou seja,
tém eficacia de matar larvas do quarto instar do Ae. aegypti. Dessa maneira, por meio

da analise morfologica foi observado que a exposicao larval na concentragéo de 100
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png/mL do composto AFQ9, resultou em uma reducéo da massa corporal, deformidade
e presenca de pigmentacdo escurecida no intestino médio da larva. Deformacdes
também foram notadas na regido do sifédo junto com o leve encolhimento nas papilas
anais (Figura 23), esse 6rgao esta envolvido na regulacdo dos niveis de eletrdlitos
(CHAITHONG et al., 2006), e capacidade de absorver ions de sédio, potassio, cloreto
e fosfato do meio, essa funcéo foi reduzida ou perdida em larvas sem branquias. O
gue indica que a falta ou disfuncdo das branquias anais provavelmente levou a uma
interrupc@o da regulacdo osmoética e ibnica (CHAITHONG et al., 2006; WARIKOO;
KUMAR, 2013; YU et al., 2015).

Figura 23 — Analise morfologica das larvas do Ae. aegypti exposyas ao composto
AF09 (100 pg/mL) ao controle negativo (0 pg/mL
Larva exposta ao composto AF09

L — | |

Cabec¢a e parte do torax Intestino médio

Sifao e papilas anais

Elaborado pela autora, 2023.

Como observado na Figura 23, os danos causados pelo composto ocorreram
principalmente no intestino médio. Nessa regido, ocorrem varias fungdes essenciais,
tais como: digestdo, absor¢cdo de nutricdo, transporte de ions, regulacdo ibnica e
osmoéstica, armazenamento de lipidios e carboidratos, controle do pH do lumen do

intestino médio e secrecéo de enzimas digestivas (SINA; SHUKRI, 2016).

O intestino médio é composto principalmente por células epiteliais sustentadas
por membrana basal que revestem a parede do corpo. Semelhante a outros insetos,

o0 estbmago das larvas funciona ndo apenas na digestdo, mas também na defesa
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guimica e mecanica contra patdégenos (TERRA, 2001). Essas alteracdes prejudiciais
no intestino médio do organismo indicam que essas mudancas S840 uma resposta
conjunta a intoxicacdo celular. Portanto, as respostas degenerativas do intestino
médio das larvas levam a sua disfuncéo que pode causar a sua morte (CHALOM, et
al., 2019).

E na regido do intestino médio, mais especificamente no epitélio que as
enzimas digestivas sdo secretadas, e atravessam a membrana peritréfica (MP) para
digerir o alimento no espaco endoperitrofico (DETRA; ROMOSER, 1979). Bem como
0s produtos da digestdo devem atravessar a MP na direcdo oposta antes de serem
absorvidos pelas células epiteliais do intestino médio. Assim, o trafego
macromolecular através da MP larval desempenha um papel central na digestédo
(EDWARDS; JACOBS-LORENA, 2000). A MP, por sua vez, € constituida por quitina
e proteinas. Essa membrana é responsavel pela protecdo do epitélio contra
microorganismos, além de promover a compartimentalizacdo de enzimas
(BOLOGNESI, 2002 ).

Nas larvas do Ae. aegypti, a MP é um filme fino, transparente e tubular
composto por proteinas, glicosaminoglicanos e quitina. A MP reveste todo o trato
digestivo e é continuamente sintetizada por um anel de células que estédo contidas na
cardia. A céardia esta localizada na juncado do intestino anterior e do intestino médio
(EDWARDS; JACOBS-LORENA, 2000).

Uma das possibilidades que explicaria os danos causados ao intestino médio
das larvas do Ae. aegypti observada neste estudo € a possivel inibicdo da Quitinase
(B3W4R). A Quitinase pertence a familia Glicosideo hidrolase 18 (GH18) sua fungéo é
catalisar a hidrélise aleatéria das ligagdes N -acetil-B- D - glucosaminida (1—4)-8 na
quitina e nas quitodextrinas, que desempenham papéis importantes em varios
processos vitais (SUZUKI et al., 1999).

Os papéis propostos as quitinases sao: atuar em conjunto com uma quitina
sintase para modular a espessura e a permeabilidade da MP em mosquitos adultos
(SHEN E JACOBS-LORENA, 1997) e para realizar a digestéo intermuda da MP em
larvas ( BOLOGNESI et al., 2005 ). Nesse contexto, inibidores contra quitinases tém

aplicacdes potenciais como pesticidas. A hipotese em questdo poderia ser
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comprovado por meio de uma analise histologica na qual seria possivel identificar se

houveram danos na MP das larvas, como também testes de inibicdo enzimatica.

82



6 CONSIDERACOES FINAIS

Em suma, neste estudo envolvendo o planejamento, sintese e avaliacdo
larvicida de 14 cinamamidas, foram selecionados 7 alvos biolégicos presentes no Ae.
aegypti mediante uso do método Target fishing e da literatura. Para realizar os estudos
de docking molecular foram utilizadas as 5FT3, 4FD7, 6MFB e 1PZ4 co-cristalizadas
presentes no PDB. As macromoléculas Q6A2E2, Q8MMJ6 e 017411 foram
construidas via homologia estrutural de alvos biolégicos macromoleculares com
similaridade entre 48,72% - 92,41% com o Ae aegypti. Dos compostos avaliados,
destacam-se os compostos AF18, AF09, AF17 e AF08 que apresentaram uma
eficiéncia superior ao p-cloro-cinamato de etila frente a 3 dos 7 alvos biologicos
avaliados (017411; Q6A2E2 e 6MFB). Em relacédo as propriedades fisico-quimicas,
0S compostos apresentaram propriedades constitutivas dentro das normas que

preveem a boa eficiéncia de um possivel inseticida.

Por fim, o resultado experimental preliminar mostrou dois compostos ativos
(AF09 e AF18), trés compostos parcialmente ativos (AF08 e AF17), um composto
fracamente ativo (AF15), e nove compostos inativos, de acordo com 0s parametros
adotados pela OMS. Para fins quantitativos foi determinado a CLso dos compostos
ativos e parcialmente ativos do resultado preliminar (AF18, AF09, AF08 e AF17), os
quais apresentaram os seguintes valores de ClLso 41,6, 55,9, 105,2 e 105,8 pg/mL,
respectivamente. Ainda, observou-se que as cinamamidas com substituintes alifaticos
apresentaram uma acdo larvicida superior quando comparado as que possuem
substituintes aromaticos. Ao comparar 0s resultados de percentual de mortalidade
com as propriedades fisico-quimicas, verificou-se que o nimero de ligagdes rotativas

e o coeficiente de particdo foram cruciais para desencadear a atividade larvicida.

No que se refere as alteragdes morfoldgicas, as larvas expostas ao composto
AFQ09, essas apresentaram reducdo de massa corporal, deformidade no intestino
meédio, deformacdes na regido do sifédo e papilas anais. O que supde que os alvos
biolégicos envolvidos possam ser proteinas receptoras, transportadoras ou
enzimaticas do sistema digestivo. Ademais, ensaios inibidores de proteinas séo
necessarios para elucidar o mecanismo de acdo desses compostos, bem como testes

de ecotoxicidade para avaliar o grau de toxicidade dessas moléculas.

83



7 PERSPECTIVAS

I.  Analisar o grau de toxicidade das cinamamidas mais ativas frente as espécies
vegetais;

Il.  Sintetizar outras cinamamidas com diferentes atomos eletroretiradores na
por¢ao cinamoila;
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p-cloro etilcinamamida (AF11)
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