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RESUMO

O acido cinamico e seus derivados advindos de origem natural ou sintética possuem inumeras
aplicacBes bioldgicas, como: antineoplasica, inibitoria, antimicrobiana, leishmanicida,
antioxidante, larvicida entre outros. A responsavel por essas ac0es terapéuticas é a sua estrutura
cindmica por possuir varios sitios reativos que contribuem na interagdo com o alvo associado.
Além disso, os DAC’s possuem baixa toxicidade podendo ser utilizados na area de cosméticos
e alimentos. Esses compostos séo bons candidatos no combate as doencas negligenciadas, pois
atuam em diferentes vias mecanisticas. Ademais, podem agir frente a artrépodes do Género
Aedes e em microrganismos patogénicos multirresistentes, tornando-se uma estratégia para o
controle desses organismos alvos. Assim, devido as diversas atividades bioldgicas e por serem
oriundos de fontes naturais, o 4cido cindmico e seus derivados tém sido utilizados como modelo
para a sintese de compostos com acdo inseticida mais efetiva. Neste sentido, este trabalho
reporta eficientes métodos de sintese dos DAC’s, sejam elas: A reagdo de Olefinagdo de Horner-
Wadsworth-Emmons (HWE), esterificacdo acida, hidrélise alcalina e reacdo de Passerini
(Multicomponente), respectivamente, obtendo compostos cindmicos n-substituidos em bons
rendimentos, em que seis oa-aciloxicarboxiamidas sdo inéditas na literatura. Os derivados
cinamatos ¢ as a-aciloxicarboxiamidas foram avaliados frente as larvas do quarto instar (L4)
do Aedes aegypti, e aqueles que se mostraram com atividade de moderada a ativa pelo ensaio
preliminar foram selecionados para a determinagdo da CLso. O estudo in silico realizado,
mostrou que o p-clorocinamato de etila, da série dos cinamatos de etila, teve a melhor
pontuacgéo, corroborando com o seu resultado de atividade larvicida (CLso=8,3 pug/mL). Dessa
forma, o p-clorocinamato de etila foi selecionado para identificar e quantificar o extrato larval
por meio da anélise de HPLC, bem como, uma anélise morfoldgica da larva em estudo. A partir
do estudo ecotoxicoldgico foi possivel concluir que o p-clorocinamato de etila ndo se mostrou
toxico frente as espécies vegetais, e por meio da anélise de HPLC foi observada a presenca do
acido p-clorocinamico, sugerindo uma metabolizacdo enzimatica. Esse estudo foi comprovado
pela inibicdo enzimatica da AChE presente no extrato larval do vetor Aedes aegypti dos ésteres
cinamicos n-substituidos que tiveram acdo larvicida. Além disso, os ésteres e acidos cinamicos
n-substituidos foram submetidos ao estudo antifingico frente a Candida albicans e
Cryptococcus neoformans se mostrando ativos com MICs entre 0,24mM a 2,26mM, com
destaque o (2E,4E)-5-fenilpenta-2,4-dienoato de etila (0,24mM, SFD2) para a Candida
albicans e o acido p-clorocindmico (0,27Mm) frente a Cryptococcus neoformans. Ao passo que
a maioria das a-aciloxicarboxiamidas apresentou baixa citotoxicidade em macréfagos
peritoneal (CCso> 400uM), sendo de baixa toxicidade. Ademais, na andlise em ambas as formas
promastigotas e amastigotas foi verificada que a maioria apresentou atividade leishmanicida,
destacando-se os compostos SFD4 (Clso> 31,83uM e Clgo >27,28uM) e SFD10 (Clso>
33,88uM e Clsp >38,31uM), respectivamente. Esses, por sua vez, apresentaram um bom indice
de seletividade (IS) estando acima ao minimo do que € permitido (IS>10), com destaque ao
composto SFD4 com IS > 14,66. Portanto, esses resultados sugerem que os DAC’s sdo bons
candidatos a inseticidas e seu andaime estrutural pode servir para o planejamento de candidatos
antifungicos e leishmanicidas.

Palavras-chave: Sintese organica, Avaliacdo bioldgica, acido cindmico e derivados, Estudo in
silico e Ecotoxicidade.



ABSTRACT

Cinnamic acid and its natural or synthetic derivatives have numerous biological applications,
such as: antineoplastic, inhibitory, antimicrobial, leishmanicidal, antioxidant, larvicidal and
others. Their cinnamic structure is responsible for these therapeutic actions, as it has several
reactive sites that contribute to the interaction with the associated target. In addition, DACs
have low toxicity and can be used in cosmetics and food. These compounds are good candidates
for combating neglected diseases, as they act on different mechanistic pathways. In addition,
they can act against arthropods of the Aedes genus and multidrug-resistant pathogenic
microorganisms, making them a strategy for controlling these target organisms. Thus, due to
their diverse biological activities and because they come from natural sources, cinnamic acid
and its derivatives have been used as a model for the synthesis of compounds with more
effective insecticidal action. In this sense, this work reports on efficient methods for
synthesizing DACs: Horner-Wadsworth-Emmons (HWE) olefination reaction, acid
esterification, alkaline hydrolysis and Passerini (Multicomponent) reaction, respectively,
obtaining n-substituted cinnamic compounds in good yields, in which six a-
acyloxycarboxyamides are new to the literature. The cinnamate derivatives and the a-
acyloxycarboxyamides were evaluated against the fourth instar larvae (L4) of Aedes aegypti,
and those that showed moderate to active activity in the preliminary test were selected for LCso
determination. The in silico study carried out showed that ethyl p-chlorocinnamate, from the
ethyl cinnamate series, scored best, corroborating its larvicidal activity result (LCso = 8.3
pg/mL). Thus, ethyl p-chlorocinnamate was selected to identify and quantify the larval extract
by means of HPLC analysis, as well as a morphological analysis of the larva under study. From
the ecotoxicological study, it was possible to conclude that ethyl p-chlorocinnamate was not
toxic to the plant species, and through HPLC analysis, the presence of p-chlorocinnamic acid
was observed, suggesting enzymatic metabolization. This study was confirmed by the
enzymatic inhibition of AChE present in the larval extract of the Aedes aegypti vector by the n-
substituted cinnamic esters, which had a larvicidal action. In addition, the esters and n-
substituted cinnamic acids were subjected to an antifungal study against Candida albicans and
Cryptococcus neoformans, proving to be active with MIC’s ranging from 0, 24mM to 2.26mM,
with ethyl (2E,4E)-5-phenylpenta-2,4-dienoate (0.24mM, SFD2) standing out against Candida
albicans and p-chlorocinnamic acid (0.27mM) against Cryptococcus neoformans. The majority
of the a-acyloxycarboxyamides showed low cytotoxicity in peritoneal macrophages (CCso>
400uM), making them of low toxicity. Furthermore, in the analysis of both promastigote and
amastigote forms, it was found that the majority showed leishmanicidal activity, with the
compounds SFD4 (Clso> 31.83uM and Clso >27.28uM) and SFD10 (Clso> 33.88uM and Clso
>38.31uM) standing out, respectively. These, in turn, showed a good selectivity index (Sl),
being above the minimum allowed (S1>10), with SFD4 standing out with a SI > 14.66.
Therefore, these results suggest that the DAC’s are good insecticide candidates and their
structural scaffold can be used to design antifungal and leishmanicidal candidates.

Keywords: Organic synthesis, Biological evaluation, cinnamic acid and derivatives, In silico
study and Ecotoxicity.
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1 INTRODUCAO

As doengas infecciosas tém origem na acdo de agentes patogénicos, como virus, fungos
e protozoarios. A resisténcia desses agentes aos antibidticos pode ser influenciada tanto por
mudancas climaticas quanto pelo uso indiscriminado desses terapéuticos, contribuindo para o
aumento no namero de casos (Oliveira et al., 2006; Paes-Gongalves et al., 2012). Além disso,
é importante mencionar os potenciais efeitos adversos, exemplificados no caso da anfotericina
B e dos antimoniais pentavalentes utilizados no tratamento antifingico ou das diversas formas
da Leishmaniose (Soares-Bezerra, Leon e Genestra, 2004). De acordo com a Organizagédo
Mundial da Satde (OMS), um terco das causas de mortalidade global esta associado a doencas
infecciosas, classificando-as como um dos principais problemas de saude publica (Ferreira-
Junior, 2015).

Além do mais, o vetor Aedes aegypti classificado como praga devido a sua capacidade
de disseminar agentes patogénicos, desempenha um papel significativo nesse contexto,
configurando-se um grande desafio para a saude publica, j& que vem apresentando resisténcia
aos inseticidas, como temefds e piriproxifeno, os quais apresentam efeitos toxicolégicos e
carcinogénicos (Catdo, 2011; Franca, 2019; Gubler, 2004).

Dessa forma, a busca por novos farmacos e larvicidas mais eficazes e de menor
toxicidade é imprescidivel. Os derivados do &cido cindmico tém sido mencionados na literatura
como promissores candidatos terapéuticos e larvicidas, demonstrando eficdcia contra varias
cepas patogénicas dos géneros Candida e Leishmania, bem como contra pragas como o Aedes
aegypti, respectivamente (Bezerra Franca et al., 2021; Rodrigues et al., 2019; Zanetti et al.,
2021). A multifuncionalidade desses compostos estar associada a sua estrutura versatil, o que
implica em interagdes com potenciais alvos macromoleculares presentes em varios patdgenos.
Além disso, essa classe de compostos possui baixa toxicidade e citotoxicidade (De et al., 2011;
Sharma, 2011).

Diante disso, o presente trabalho realizou o planejamento e avaliacdo biologica de
derivados do &cido cindmico sendo dividido em trés partes. A primeira parte esta voltada a
sintese e estudo larvicida de cinamatos de etila n-substituidos (SF1 — SF13, SFD1-SFD3 e
SFDD), alcool p-clorocinamilico (ACP) e a-aciloxicarboxiamidas (SFD4-SFD10 e SFD45)
frente ao Aedes aegypti.

Neste topico uma investigacdo do mecanismo de acgdo foi conduzida para os compostos
ativos por meio de abordagens in silico e in vitro, tendo como alvo a acetilcolinesterase (AChE),

uma vez que essa enzima é alvo pontencial presente nas larvas do vetor. Além disso, foi
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realizada uma avaliacdo de citotoxicidade para os cinco cinamatos de etila n-substituidos que
tiveram acdo larvicida, bem como o estudo de ecotoxicidade em espécies vegetais e mamiferos
para 0 composto que se destacou na atividade larvicida (composto SF10).

A segunda parte, explorou a atividade antifungica de cinamatos de etila e acido
cindmicos n-substituidos, respectivamentes, frente as Candida albicans e Cryptococcus
neoformans. Por fim, na terceira parte, foi abordada a atividade Leishmanicida das o-

aciloxicarboxiamidas contra as formas promastigota e amastigota da Leishmania amazonensis.



24

2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aplicactes dos derivados do &cido cinamico

O é&cido cindmico e seus derivados (Figura 1), encontrados em espécies vegetais tal
como a Cinnamonum zeylanicum, sdo oriundos da via biossintética do acido chiquimico (Figura
2) e desempenham um importante papel no desenvolvimento e crescimento das plantas, assim
com no sistema de defesa frente as ervas daninhas, além de beneficiar a saide humana pelo seu

potencial terapéutico (De et al., 2011; Zeng e Lai, 2019).

Figura 1: Acido cindmico e seus derivados naturais.
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Fonte: (Gunia-Krzyzak et al., 2018; Jitareanu et al., 2013).

Figura 2: Biossintese do acido chiquimico e seus derivados.
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Fonte: Adaptado de Franca et al., 2021.
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Os derivados do acido cindmico (DAC’s) tém sido reportados na literatura por
apresentarem diversas atividades bioldgicas ao considerar a interagdo entre estrutura e alvo
molecular (De et al., 2011; Guzman, 2014). Dentre elas, destacam-se anti-inflamatoria, inibicao
enzimatica, antioxidante, antiviral, antimicrobiana, leishmanicida, inseticida e anticancerigena
(Gunia-Krzyzak et al., 2018; Jitareanu et al., 2013; Martinez-Soriano et al., 2015; Pontiki et
al., 2014).

Essas inimeras propriedades terapéuticas estdo associadas a sua estrutura que apesar de
simples € versatel, pois possui varios sitios reativos tais como a presenca do aceptor de Michael,
a facilidade do grupo carboxilico em funcionalizar-se em outros grupos funcionais e alteracdo
de grupos substituidos nas posi¢des orto, meta e/ou para do anel aromético da porcéao cinamoila
(Figura 3), o que faz atuarem em diversas vias mecanisticas. Além disso, esses compostos
possuem baixa toxicidade frente a organismos nao alvos (De et al., 2011; Guzman, 2014,
Sharma, 2011).

Figura 3: Sitios reativos da estrutura do acido cinamico.

Aceptor de Michael Sitio reativo

L : /\NucleoCinamoil
AN

Sitio reativo

Fonte: Adaptado de Franca et al., 2023.

Embora sejam encontrados na natureza, a quantidade presente nas espécies é baixa,
sendo preciso a aplicacdo da sintese organica para se ter quantidades apreciaveis e assim
contribuir no campo medicinal e agroquimico (Augustine et al., 2014; Pawar, Wagh e Lali,
2016). Com base nisso, pesquisas na area de quimica medicinal aliada a sintese organica e a
estudos in silico contribuem para a descoberta e otimizacdo de novos medicamentos e
inseticidas (Augustine et al., 2014; Pawar, Wagh e Lali, 2016).
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2.1.1. Atividade Inseticida e larvicida dos derivados do &cido cinamico.

Os insetos sdo ameacas eminentes a satde publica, sendo considerados um dos grandes
problemas para a sociedade, dentre esses insetos, destacam-se: o Aedes aegypti, Aedes
albopictus, Anopheles gambiae e Lutzomyia longipalpis (Ahn et al., 2008; Franca et al., 2021).
As metodologias utilizadas para o controle no manejo desses vetores, com destaque ao controle
quimico, apresentam em muitos casos tempo de validade devido a resisténcia adquirida pelos
vetores. Além disso, sdo observados casos de toxicidade e carcinogenicidade em organismos
ndo alvos (Ahn et al., 2008; Bezerra Franga et al., 2021).

Dessa forma, varias pesquisas acerca dos DAC’s estdo sendo realizadas, a fim de
investigar os efeitos que essa classe de moléculas podem apresentar. Zeng e Lai (2019) e
Procépio et al. (2015) ja vém estudando extratos naturais de espécies vegetais Asplenium
australasium e Schinus terebinthifolius frente as espécies reativas de oxigénio e contra o Aedes
aegypti. E foi evidenciado pelos pesquisadores que as atividades antioxidantes e larvicidas
estavam associadas a presenca de derivados do acido cindmico. Ainda nessa mesma vertente,
Buxton et al. (2020) ao estudarem a espécie Ocimum gratissimum e Vitellaria paradoxa
observaram a acdo larvicida e inseticida frente ao Tribolium castaneum de dois compostos
extraidos dessas espécies vegetais, o cinamato de etila (composto 1, Figura 4) com concentracédo
letal de 50% (CLso) para as larvas de 26,92 mg/mL e para o vetor adulto de 8,31 mg/mL, e 0
cinamato de sitosterol (composto 2, Figura 4) com uma CLsp = 6,92 mg/mL para a larva e
3,91mg/mL para o vetor adulto (Figura 4) (Procopio et al., 2015; Zeng e Lai, 2019).

Ahn et al. (2008) também evidenciaram atividade inseticida frente a espécie Culex
pipiens de extratos da Kaempferia galangarhizome contendo derivados cinamatos (composto 1
e composto 4, Figura 4). Além disso, os cinamatos de Geranilo (composto 4) e citronelilo
(composto 5) presentes no Oleo essencial da Cymbopogon winterianus (Citronela) também
apresentaram acéo larvicida frente ao Aedes aegypti, com CLso de 86,30ug/mL (Figura 4)
(Cansian et al., 2023).

O Lansiumamida B (composto 6, Figura 4) extraido da Clausena lansium também
apresentou acgéo larvicida frente ao vetor Aedes albopictus com CLsg de 0,45 pg/mL, em que

provavelmente a ligacdo dupla cis e a fungdo amida podem ter contribuido para essa atividade.
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Figura 4: Derivados do acido cindmico com agdo inseticida oriundos de espécies vegetais.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Assim, é possivel notar que os sitios reativos, tal como a funcionalizacdo do grupo
carboxila com ou sem alteracdo da cadeia lateral, associada com a porcdo cinamoila com/ou
sem variacdo do substituinte no grupo fenila (anel aromético conjugado a ligacdo dupla com
geometria trans) desempenham também um papel vital na atividade inseticida para essa classe.

Dessa forma, a comunidade cientifica tem desenvolvido metodologias sintéticas para a
obtencédo de derivados do &cido cindmico em maiores quantidades para posterior verificacdo
inseticida e larvicida. O cinamato de metila (composto 7, Figura 5) € um dos exemplos que foi
estudado por Fujiwara et al. (2017). Eles observaram uma atividade larvicida relevante de 35,4
pug/mL frente ao Aedes aegypti. Outros pesquisadores também investigaram o mesmo derivado
sO que variando a cadeia lateral da funcéo éster, e observaram uma diminuicdo ou aumento na
atividade larvicida, dependendo da cadeia lateral associada. Nesses estudos tiveram como
destaque cinamato de etila (composto 1, Figura 5), cinamato de terc-Butila (composto 8),
cinamato de butila (composto 9) e pentila (composto 10) conforme segue na Figura 5 (Araljo
et al., 2021; Fujiwara et al., 2017; Santos Correia, dos et al., 2022).
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Figura 5: Concentragéo letal de 50% (CLso) dos derivados cinamatos frente ao Aedes aegypti.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Dessa forma, no estudo dos derivados cinamatos com variagcdo na cadeia lateral, a
lipofilicidade desses compostos induziu ao leve aumento na atividade larvicida. Assim, visando
aumentar a atividade larvicida, Almeida et al. (2023) fizeram o encapsulamento do cinamato
de pentila utilizando lectinas para aumentar a solubilidade do composto em meio aquoso. Nesse
estudo, foi verificado uma reducdo da CLsg de 42 pg/mL para 19,9 pg/mL, mostrando que esse
artificio € viavel para compostos que apresentam baixa solubilidade.

Assim, com a extensdo da exploracdo dessa aplicacdo larvicida para os DAC’s, nos
ultimos trés anos, a comunidade cientifica continua a fazer modificacdes estruturais em seus
sitios reativos levando a um aumento ou reducdo na atividade larvicida (Aradjo et al., 2021,
Fujiwara et al., 2017; Santos Correia, dos et al., 2022). Nesse contexto, muitos exemplos podem
ser discutidos com os derivados cinamatos e acidos cindmicos n-substituidos variando 0s
substituintes (Figura 6).

Como observado na Figura 6, 0s ésteres cindmicos p-substituidos e o &cido p-
clorocindmico (SF21) apresentaram uma pronunciada atividade larvicida, contudo em
comparacao a classe dos cinamatos de etila, 0s compostos com grupos eletroretiradores tiveram
o melhor resultado larvicida, destacando-se o p-clorocinamato de etila (SF10) que apresentou
uma CLsg de 8,3 pg/mL. Esses estudos foram realizados por Franca et al. (2021), que também
observaram modificagcbes morfologicas na larva do Aedes aegypti, como reducdo da massa

corporal, encurtamento do intestino e uma possivel elimina¢do da matriz peritonial.
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Figura 6: Concentragdo letal de 50% (CLso) dos derivados do &cido cindmico n-substituidos
frente a larva do Aedes aegypti. A. Compostos aplicados ao ensaio larvicida. B. Representacéo
das caracteristicas presentes nos derivados cinamatos avaliados no ensaio larvicida.
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Fonte: Adaptado por Franca et al., 2021.

Além do mais, vale ressalta que as alteracdes observadas por Franca et al. (2021) séo
similares aquelas observada por Silva et al. (2024). Eles observaram varia¢cdes morfoldgicas no
trato digestivo, ruptura do intestino, escurecimento e eliminacdo do conteudo intestinal. Nesse
estudo, as larvas foram tratadas com acidos cinamicos derivados do piperonal que apresentaram
CLso de 28,9 pg/mL (Figura 7).

Alteracdes morfoldgicas similares frente ao vetor Anopheles gambiae também foram
observadas, ao utilizarem aldeidos cindmicos n-substituidos como o cinamaldeido (composto
12, Figura 7) e o-nitrocinamaldeido (composto 13, Figura 7) que apresentaram uma atividade
larvicida de 0,055g/L (CLso) e ovicida correspondente a 0,020 g/L e 0,040 g/L, respectivamente,
como segue na Figura 7 (N’goka et al., 2022).

Figura 7: Atividade bioldgica dos derivados do &cido cindmico frente aos vetores Aedes
aegypti e Anopheles gambiae
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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Portanto, a atividade larvicida apresentada pelos DAC’s de modo geral se deve a
interacbes com macromoléculas presentes na larva desses vetores, principalmente as que se
encontram na cabeca e no trato digestivo, importantes para o desenvolvimento dos artropodes
como o Aedes aegypti, Culex pipens e Anopheles gambiae. Dentre essas macromoléculas,
destacam-se as esterases e serinas-proteases como a acetilcolinesterase (AChE), responsavel
por interroper a transmissdo nervosa pela hidrdlise da acetilcolina (neurotransmissor), as
oxidases de funcdo mista (OFM), responsavel no mestabolismo do horménio juvenil dos insetos
(compostos enddgenos) e a glutationa- S-transferase (GST), considerada multifuncional,
possuindo um papel vital na desintoxicacdo celular de uma variedade de compostos endgenos
e exdgenos (Franca et al., 2021; Medeiros, 2011).

Essas proteinas sdo alvos bioldgicos de muitos inseticidas utilizados frente a vetores
como o Aedes aegypti, eles atuam por vias metabdlicas distintas, sendo uma delas a inibicéo
enzimatica (acetilcolinesterase, 3-hidroxiquinurenina transaminase, glutationa S-transferase
(GST), entre outros). Embora outros possam atuar nas vias de canais de sédio e nas mudancas
em sistemas hormonais (Franca et al., 2021; Leong et al., 2019).

Contudo, os inseticidas sintéticos, sejam eles: organoclorados (DDT), carbamatos
(carbofurano) organofosforados (Temefos), piretroides (Cipermetrina) e reguladores de
crescimentos de insetos (Piriproxifeno) (Figura 8), foram descredenciados pela a OMS, uma
vez que ndo sdo seletivos, sua toxicidade ambiental é alta e ha resisténcia desses pelas larvas.
Tal resisténcia pelos vetores a essas classes quimicas é devido a adaptacdo metabdlica e/ou
alteracdes em fragmentos presentes no sitio catalitico em que os compostos interagem (Franca
etal., 2021; Leong et al., 2019).

Figura 8: Estrutura quimica dos inseticidas sintéticos utilizados no combate as larvas do Aedes

aegypti.
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Fonte: Adaptado de Franga et al., 2021.
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Assim, o inseticida atualmente utilizado no Brasil é o espinosade (Macrolideo,
composto por duas espinosinas A e D) (Figura 9), de origem biolégica advindo da fermentacao
aerobica da actinobactéria, a Saccharopolyspora spinosa. Esse inseticida atua em dois tipos de
receptores, 0s correspondentes a nicotinicos de acetilcolina e ao &cidoaminobutirico (GABA),
ocasionando excitacdo do sistema nervoso do vetor, induzindo-o a paralisia e a morte (Dias et
al., 2017). Além disso, pode atuar de forma seletiva e efetiva contra varias cepas dos géneros

Culex spp, Anopheles spp e Aedes spp, e ndo agride o meio ambiente.

Figura 9: Férmula estrutural das espinosinas presentes no espinosade.

Espinosina D

Espinosina A

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Dessa forma, o controle no manejo de vetores com énfase ao Aedes aegypti € decorrente
de uma combinacdo dos meios quimicos, bioldgicos e ambiental, em que esse ultimo tem o
objetivo de eliminar os criadouros do vetor, por meio da conscientizacdo da populacao local,
em ndo deixar agua parada, da instalacdo de telas de protecdo em portas e janelas. Assim, como
de a¢Bes governamentais como cria¢do de saneamento basico (Braga e Valle, 2007; Esmeraldo,
2016).

Portanto, apesar das medidas profilaticas apresentadas, as doencas infecciosas
transmitidas pelo vetor aedes aegypti tém aumentado consideravelmente em todos os paises da
Ameérica, o que leva a esse vetor ser considerado um dos grandes problemas de satde publica.
Dentre essas doencas destacam-se: a Dengue, Chikungunya e Zika. Nessa categoria a Dengue
se destaca, atingindo mais de 3 milhdes de casos no periodo de 2019, dos quais 1,5 milhdo foi
registrado exclusivamente no Brasil (Paho, 2020).

As doencas infecciosas sdo ocasionadas por patdgenos, como fungos, bactérias,
helmintos e virus. Eles invadem os hospedeiros para se reproduzirem, e assim serem
transmitidos a milhdes de pessoas anualmente (Ferreira-Janior, 2015; Smolinski, 2003).

Conforme a OMS (Organizacdo mundial de Saude), um terco das causas de mortalidade no
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mundo estdo relacionadas as doencas infecciosas, classificando-se como um dos problemas de
salde publica (Ferreira-Junior, 2015).

Uma das formas de prevenir as arboviroses € por meio do uso de vacinas. Contudo, para
algumas dessas, como a dengue, ha vacinas contra alguns sorotipos, mas para o CHIKV e
ZIKV, ainda ndo existem. Além disso, para o seu desenvolvimento requer tempo e
investimentos elevados. Diante disso, a propagacdo desses virus torna-se o motivo de
preocupacdo para o Centro de Prevencdo e Controle de Doencas (CPCD) tanto dos Estados
Unidos (EUA), quanto do Brasil (Maciel et al., 2020; Patterson, Sammon e Garg, 2016;
Petersen et al., 2016).

As condices climaticas e o fator socioecondmico também auxiliam na disseminagéo
das doencas infecciosas, tanto a curto como a longo prazo, pois contribuem para a replicacgéo,
evolucdo e movimento dos vetores. Os paises em desenvolvimento sdo 0s mais atingidos quanto
a propagacdo das arboviroses, uma vez que possuem um sistema de satde publica ineficaz, e
problemas relacionados ao saneamento basico e educagdo (Maguifia-Vargas, 2015). Dentre 0s
paises, destacam-se os de clima tropical como o Brasil, pois apresentam condicdes de
temperatura, indices pluviométricos e umidade relativa do ar que favorecem o desenvolvimento

dos mosquitos (Lopes, Nozawa e Linhares, 2014; Maguifia-Vargas, 2015).

2.1.1.1. Origem e Desenvolvimento do Aedes aegypti

O mosquito vetor Aedes aegypti, oriundo do continente africano, disseminou-se por toda
a América por meio dos navios negreiros. Essa espécie que se alimenta e reproduz em florestas,
passou também a se adaptar em climas de regides desertas (Deserto do Saara) e mais habitadas
como os locais urbanos, tornando-se uma espécie antropofilica (Catdo, 2011; Franca, 2019;
Gubler, 2004). Assim, esse mosquito atualmente possui dois ciclos de vida, um silvestre e outro
urbano, caracterizados de acordo com o seu habitat.

O Aedes aegypti é responsavel pela transmissao de uma serie de arboviroses, dentre elas
a Dengue, Febre amarela, Chikungunya e Zika, enquadrando-se na categoria dos artropodes
hematdfagos. Alem disso, adequam-se com facilidade as variagBes climéticas e ambientais,
auxiliando na inoculagdo de patdgenos, como alguns virus da familia Flaviviridae e Togaviridae
(Franca, 2019; Smolinski, 2003).

O ciclo de vida desse artropode é regido por quatro fases, sendo ovo, larva (apresentando
quatro estagios, L1 a L4), pupa e adulto (Figura 10). O ciclo dura em média 10 dias, contudo o

inseto adulto pode resistir por um periodo de 30 a 35 dias.
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Figura 10: Fases do desenvolvimento do Aedes aegypti.
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Fonte: Adaptado de Biogents, 2021.

A maturacdo dos ovos ocorre com o0 repasto sanguineo, que para serem fecundados, a
fémea precisa de apenas uma inseminagdo. Porém, a deposi¢do dos ovos acontece de 4 a 6
ciclos, sendo categorizados como gonadotroficos (Ferreira-janior, 2015; Franga, 2019). Assim,
0 Aedes aegypti é considerado um problema de saude publica, ja que 0 mosquito fémea deposita
de 600 a 1000 ovos. O vetor, hospedeiro de agentes microbianos como o virus Dengue, ao picar
uma pessoa infectada, contaminam 0s ovos por meio do processo transovariano, assim o0 virus
é passado de geracdo em geracdo (Catdo, 2011; Franca, 2019).

O mosquito vetor fémea quando infectado, pode contaminar o domicilio inteiro, uma
vez que pode transmitir o virus a varias pessoas no curto periodo de tempo. Além disso, o tempo
de incubacdo do virus em uma pessoa é de 3 a 15 dias, possibilitando infectar outros mosquitos
de diferentes regibes. Dessa forma, gera ciclos de transmissdo com alta densidade demogréfica,
ocasionando uma epidemia (Catdo, 2011; Franca, 2019).

O desenvolvimento do Aedes aegypti € facilitado por algumas condi¢des, dentre elas a
gualidade da agua, em que 0s ovos eclodem tanto em agua limpa, quanto em aguas poluidas
e/ou contato direto com o solo. A exposi¢do a luz e a temperatura, também contribuem no
crescimento e reproducdo do mosquito, em que durante o dia € comum o vetor se alimentar,
mas ja ha relatos que esse pode alimentar-se a qualquer hora do dia, e temperaturas elevadas o
tempo de incubacéo é reduzido, e a proliferacédo é acrescida (Catéo, 2011).

Portanto, os DAC’s por possuirem multiplas agdes mecanisticas e biologicas nos

organismos vivos, sdo bons candidatos a inseticidas e/ou larvicidas frente ao Aedes aegypti,
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pois pode ocorrer interacdes com alvos seletivos presentes nos estagios do vetor. Além disso,
foi observado que a acdo inseticida dos derivados do &cido cindmico € intensificada por
alteracdes na cadeia lateral, que o torna atrativo para o planejamento de inseticidas de melhor
acao biologica e de menor toxicidade para organismos ndo-alvos (Guzman, 2014; Pontiki et al.,
2014; Sharma, 2011).

2.1.2. Atividade antimicrobiana dos derivados do acido cinamico.

Os derivados do acido cinamico além de possuir atividade larvicida e inseticida, também
possuem atividade antimicrobiana, inibindo as enzimas presentes nos microrganismos (Fungos,
bactérias e protozoarios, por exemplo), como também afetando o desenvolvimento, levando a
morte. Um exemplo foi a pesquisa realizada por Korosec et al. (2014), que ao explorar a
atividade antifungica dos ésteres e amidas cindmicas n-substituidas, observaram uma taxa de
crescimento radial fangico entre 0,062 — 0,177 mm para as espécies A. niger, C. lunatus e P.
lunatus, destacando-se as espécies C. lunatus e P. ostreatus para os compostos 11 e 14 com
TCR de 0,062/0,045mm e 0,070/0,034mm, respectivamente (Figura 11). Além disso, foi
observado que esses compostos atuam possivelmente na inibicdo da enzima 4-hidroxilase
benzoato CYP53A15 (enzima responsavel pela desintoxicagdo aromaética), e que pelo docking
molecular o grupo fenila da porgéo cinamoila e as ligagdes de hidrogénio presentes no sitio
ativo da respectiva enzima foram importantes na atividade antifungica (Korosec et al., 2014).

Os DAC’s podem ser encontrados também em microrganismos como o fungo Taxus
maire, microrganismo endofitico que esta presente em todas as espécies de plantas. Embora
colonize as plantas (hospedeira) esse tipo de fungo ndo as afeta, mas conferem-lhes uma maior
resisténcia ao ataque de insetos, herbivoros e estresses abioticos e bidticos (Goncalves, Freire
e Lima, 2013; Meilawati, Saepudin e Ernawati, 2023).

Meilawati, Saepudin & Enawati (2023) ao estudarem a planta Citrus junos e o fungo
Taxus maire, verificaram a presenga do &cido p-cumérico (Figura 1) e o Metil 2-{(E) — 2-[4-
(formiloxy fenil)] etinil}-4-metil-3-oxopentanoato (composto 16, Figura 11), e observaram que
esses derivados tinham acéo antibactericida frente & Mycobacterium marinum (ATCCBAA-
535) com MIC equivalente a 64,39uM. Os pesquisadores também ressaltaram a acdo
antimicrobiana de uma cinamamida (composto 17) e do cinamato de metila (composto 7, Figura
11) extraido da C. impressionicostatum que apresentou acdo anfingica para as espécies S.

cereviciae, C. albicans, C. lipolytica, M. canis e B. sereus com MIC de 7,71uM. (Figura 11).



Figura 11: Atividade antimicrobiana dos derivados do acido cindmico.
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Fonte: Elaboradora pela autora, 2023.

Nem sempre, 0os fungos sdo os vildes para a sociedade, eles desempenham papel
importante na indudstria alimenticia como, por exemplo, o fungo saprotrofico da espécie
Hypsizygus marmoreus, muito popular na cultura asiatica, que atualmente é utilizado como uma
iguaria mundialmente. Mas pode ser afetado por outros microrganismos devido a sua alta
metabolizacdo, maior umidade e presenca de infec¢do flngica tal como o Trichoderma
harzianum, um fungo parasita. Assim, He et al. (2023) ao estudarem a influéncia do acido
cindmico (Figura 1) em ambos os fungos, observaram que o acido cindmico apresentou uma
concentracdo de efeito maximo de 50% (CEso) de 2,64 mg/mL e sua taxa de germinacdo de
50% de esporos foi relativa a 0,128 mg/mL para o fungo Trichoderma harzianum. Além disso,
comprovaram que o acido cindmico ndo afetou o Hypsizygus marmoreus, mas 0 conservou a
mais tempo (He et al., 2023).

Os DAC’s encontrados na natureza (Figura 1) também se mostraram ativos contra o
fungo Aspergillus niger, com destaque para o acido p-cumarico (Tabela 1) (Bisogno et al.,
2007; Chochkova et al., 2012). Assim como as amidas cinamicas que apresentaram (compostos
17 e 18, Figura 11) atividade de inibig&o de crescimento fungico frente as especies Aspergilluns
niger e Botrytis cinerea, mostrando-se mais ativa para essa Ultima espécie (Sadeghi et al.,
2013).
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Tabela 1: Resultado da atividade antifingica dos acidos cinamicos n-substituidos.

Compostos Aspergillus niger ATCC 11394 (MIC)
Acido cinamico 844 uM
Acido caféico >1,39mM
Acido ferdlico >10mM
Acido p-cumarico 761 uM

Fonte: Adaptado de Franca et al., 2021.

Os &cidos cindmicos tornam-se precursores de outros derivados cindmicos mostrando
que a porcdo cinamoila é crucial para a atividade antimicrobiana. Neste sentido, outra classe
que requer destaque sao 0s ésteres cinamicos n-substituidos que ja vém apresentando atividade
antimicrobiana (Ruwizhi e Aderibigbe, 2020).

Silva et al. (2019) comprovaram esse estudo com os derivados p-clorocinamatos, sendo
observado que tanto a funcdo éster quanto o substituinte cloro na posicdo para do anel fenila
aumentou a atividade antimicrobiana. Além disso, ficou evidente que a cadeia lateral da fungédo
éster com o anel ciclico insaturado e uma dupla alilica na posicao para desse ciclo, intensificou
ainda mais a atividade antifungica em todas as cepas flngicas, destacando-se 0 composto 21
principalmente para a C. guilliermondie com MIC de 0,024pumol/mL (Figura 12). O éster
cinamato de geranilo (composto 22) também se destacou na mesma atividade, apresentando o
MIC de 2,5uL/mL frente a Aspergillus niger e 0,16 pL/mL frente a Candida albicans, segundo
pesquisas realizadas por Zanetti et al. (2021) (Figura 12).

Figura 12: Atividade anfungica dos ésteres cinamicos n-substituidos.
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C. albicans: MIC = 0,16uL/mL
A. niger: MIC = 2,5uL/mL

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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Ruwizhi & Aderibigbe (2020) também obervaram a influéncia da cadeia lateral ndo
apenas de ésteres, mas de amidas cindmicas e &cido metilenodioxicindmico (composto 11,
Figura 13) para os fungos C. lunatus, A niger e P. ostreatus. Dessa classe, 0 composto 24 se
destacou apresentando o baixo crescimento fungico de 30% para o C. lunatus, 28% para o A.
niger e 29% para o P. ostreatus (Figura 13). Ainda nessa vertente, Waller et al. (2022) ao
trabalharem com multiplos derivados do &cido cindmico com grupos metoxilas e hidroxilas em
posicOes variadas do anel fenila, observaram atividade fingica pronunciada para a Sporothrix
brasiliensis com MICs entre 0,08 — 0,57 mg/mL, conforme visto na Figura 13. Nessa analise o
composto 25 teve um melhor MIC (0,08 — 0,26mg/mL) e concentra¢do fungica minima (MFC,
0,64mg/mL), além disso, ambos 0s compostos se apresentaram como fungicida (MFC <
1mg/mL).

Figura 13: Atividade antifungica dos derivados do &cido cindmico.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

De acordo com os pesquisadores, os DAC’s podem atuar em diversas vias mecanisticas,
segundo Silva et al. (2019), os ésteres p-clorocindmicos atuam na inibigdo da 14 a-demetilase,
ao passo que o composto 22 atua na destruicdo da membrana citoplasmatica e parede celular
dos fungos, o que resulta no extravasamento do citoplasma e sua coagulagéo, contribuindo na
inibicdo da respiracdo celular induzindo o microrganismo a morte (Silva et al., 2019; Zanetti et
al., 2021).
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De Morais et al. (2023) também observaram alteracdo na membrana plasmatica e, na
parede celular do fungo, ao estudarem a atividade antimicrobiana de ésteres cinamicos com
variacdo na cadeia lateral. Eles observaram que os compostos atuam na interacdo direta com o
ergosterol, um dos principais constituintes das células fungicas que medula a fluides da
membrana, crescimento celular e proliferacdo. No presente estudo foram utilizadas as cepas C.
albicans, C. tropicalis, C. glabrata e P. citrinum, em que ao aumentar a cadeia lateral, foi
observado o0 aumento na atividade antifingica, destacando-se o cinamato de butila (composto
31). Esse fato foi observado por Narasimhan et al. (2004), que ao trabalharem com ésteres
cindmicos, observaram que o cinamato de terc-Butila (composto 32) apresentou o melhor MIC
de 12uM em comparagdo aos cinamatos de metila e etila com MIC de 61 puM (Figura 14).
Assim, a medida que a cadeia lateral passa até mais de 5 &tomos de carbono uma pequena

inibicdo do crescimento fangico é observada (Cui et al., 2017).

Figura 14: Resultado da atividade antifingica dos DAC’s.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Lima et al. (2018), por sua vez, ao trabalharem com cinamatos de metila n-substituidos
(compostos 33 e 34) observaram um aumento no MIC quando comparado ao cinamato de metila
(Composto 7) que teve um MIC de 61uM (Lima et al., 2018; Narasimhan et al., 2004).

Assim 0s DAC’s podem atuar em diferentes vias mecanisticas do microrganismo, como
na destruicdo da membrana citoplasmatica e da parede celular ao inibir a sintese do ergosterol,

ou ligando-se a esse esterol, tornando-se bons candidatos a antibidticos ou servir de modelo
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para o planejamento de farmacos mais ativos e de baixa toxicidade (Ruwizhi e Aderibigbe,
2020; Zanetti et al., 2021).

Dessa forma, faz-se necessaria a busca de compostos mais ativos e de menor toxicidade,
pois, atualmente, os antibidticos existentes no mercado ndo sdo eficazes devido as cepas
fangicas patogénicas apresentarem resisténcia. O uso indiscriminado dos antifingicos para o
tratamento de micoses sistémicas levou a uma limitacdo, podendo destacar a anfotericina B e
0s az6is como o Cetoconazol, fluconazol e itraconazol que s&o os antibioticos mais utilizados

para esse tratamento (Figura 15).

Figura 15: Antifangicos comerciais utilizados no combate aos microrganismos.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Os azobis sdo farmacos utilizados no tratamento de micoses ocasionadas por varias
espécies do género Candida. Essa classe se divide em duas categorias, os imidazdis,
destacando-se o cetoconazol e os triazois que incluem o fluconazol e itraconazol. Todos esses
compostos atuam na inibicdo da biossintese do ergosterol, levando a reducdo desse esterol e
alteracdo na fluidez e permeabilidade da membrana celular fungica. Além disso, acarreta danos
celulares, resultando na necrose celular. Ao passo que a anfotericina B se classifica como um
macrolideo, utilizada no tratamento de infec¢des ocasionadas por fungos com destaque aos
levedurados como a candidiase (Fernandes et al., 2021).

Assim, a OMS classificou as doengas infecciosas ocasionadas por bactérias, virus,
protozodrios e fungos como ameagas globais & satde publica. Em 2019, foi observado mais de

4 milhGes de mortes ocasionadas por doencas infecciosas advindas de microrganismos, que
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estdo associadas as cepas microbianas resistentes aos antibioticos, sejam por algumas
modificacGes metabolicas ou variagdes climaticas. Portanto, a resisténcia emergente de certas
espécies microbianas incetiva a investigacao na busca de novos medicamentos antimicrobianos
de maior eficacia ¢ os DAC’s tornam-se boas opcbes para candidatos a farmacos

potencialmente ativos (Meilawati, Saepudin e Ernawati, 2023).

2.1.2. Atividade Leishmanicida dos derivados do acido cinamico.

Os DAC’s também j& vém sendo estudados frente a varias espécies de Leishmania,
tendo em vista a sua multifuncionalidade decorrente de seus multiplos sitios reativos. Essas
espécies sdo protozoarios, transmitidos pelo flebotomineo (Phlebotominae) por meio de um
repasto sanguineo. As doencas advindas dessas espécies se distinguem, por exemplo, a L. major
e a L. amazonensis ocasionam a leishmaniose cutanea ou tergumentar americana (LTA), ao
passo que a leishmania viceral é provocada pela L. donovani, a qual afeta érgdos internos,
principalmente o figado e o0 baco e se ndo tratada pode ser fatal ao individuo (Oliveira et al.,
2006; Paes-Goncalves et al., 2012).

A forma que o parasita se encontra também influencia no modo em que 0s compostos,
como os DAC’s, atuam frente a Leishmania. Dessa maneira, deve ser analisada as formas que
0 protozoario do género Leishmania se apresentam, sendo duas formas evolutivas: a
promastigota e a amastigota. A forma promastigota esta presente no intestino dos vetores,
composta por flagelos, que passa por um processo de metaciclogénese (essa forma deixa de se
multiplicar e se torna infectante), ao passo que a amastigota é a forma evolutiva da promastigota
que se modifica ao ser introduzida na pele, e ao encontrar células do sistema imune (macrofagos
residentes e linfocitos T e B, por exemplo) pelo processo de fagocitose, ocorre a sua conversao
(Ministério da Saude, 2007).

A Leishmaniose também é considerada uma doenca tropical negligenciada e faz parte
do grupo das doencas parasitarias, sendo endémica em quase 98 paises, incluindo o Brasil,
estando entre 0s sete paises com taxas de leishmaniose cutanea e entre um dos cinco paises que
mais ocorre casos de leishmaniose viceral, tornando-se uma das endemias de maior pertinéncia
para a saude publica (Oliveira et al., 2006; Paes-Gongalves et al., 2012). Essa doeng¢a tem um
alto impacto na América do Sul, Africa e Asia, consideradas regides com alta pobreza e baixos
padrdes de cuidado a saude (Glaser et al., 2014). Além disso, a doenga pode se manisfetar de

formas diferentes a depender da espécie de Leishmania, destacando-se: a leishmaniose cutanea,
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leishmaniose mucocutanea (cutdnea difusa) e a leishmaniose viceral, sendo essa Ultima
considerada a mais perigosa.

Embora haja tratamento, os quimioterapicos apresentam efeitos colaterais adversos
graves, sejam no coracdo, rim, pancreas e figado, por exemplo. Além do mais, sdo altamente
toxicos e os pacientes vém adquirindo resisténcia, dentre esses medicamentos, destacam-se:
compostos antimdnio pentavalente (Sb°>*), como o antiménio de meglumina (Glucantime ®), e
0 pentostan, amidinas com destaque a pentamidina e ao antibidtico macrolideo anfotericina B
(Figura 16).

Figura 16: Quimioterapicos utilizados no tratamento da Leishmaniose.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

As vias mecanisticas dos quimioterapicos vistos anteriormente sdo distintas, e a acao
dos antimoniais pentavalentes ainda € pouco compreendida. Estudos revelam que esses
compostos atuam no metabolismo do parasita, e que alguns grupos presentes na estrutura dessas
moléculas podem contribuir quanto aos efeitos farmacolédgicos, como exemplo tem-se 0 &cido
gliconico presente no pestostan, que é capaz de formar complexos em meio aquoso com 0 &tomo
de antimoénio, aumentando a distribuicdo desse farmaco para os macrogafos infectados (Soares-
Bezerra, Leon e Genestra, 2004).

A pentamidina, por sua vez, apresenta grupos C=N e N-C e é utilizada como farmaco
leishmanicida de segunda geracéo, aplicada em pacientes imunodeprimidos, apresentando bons
resultados quando comparada aos antimoniais pentavalentes. O seu mecanismo de agéo

possivelmente esta associado a uma reducédo do potencial da membrana mitocondrial com baixo
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acumulo desse fa&rmaco em prolongadas terapias (Gil et al., 2008). A anfotericina B também é
dita como farmaco leishmanicida de segunda geracdo. E utilizada quando o tratamento
envolvendo os antimoniais pentavalentes ndo estdo sendo eficazes. O seu mecanismo de acdo
se associa a formacéo de poros artificiais na membrana celular do protozoério e do hospedeiro,
modificando a permeabilidade seletiva a cations e induzindo a morte celular, o que implica na

anfotericina B também ser altamente toxica (Gil et al., 2008).

Dessa forma, os DAC’s vém sendo explorados para essa aplicacdo de modo a encontrar
farmacos mais ativos ou de similar potencialidade terapéutica que os quimioterapicos utilizados
no mercado, mas de baixa toxicidade para 0s organismos ndo-alvos como 0s pacientes
infectados.

Um exemplo sdo os DAC’s oriundos de fontes naturais tal como o derivado
ciclopentenodiona (composto 35, Figura 17) extraido da Piper carniconnectivum que
apresentou atividade leishmanicida frente a forma promastigota (Clso = 4,4ug/mL) da
Leishmania amazonensis apds 96h de exposicdo, com citotoxicidade (CCso) de 129ug/mL e
indice de seletividade maior que 29,3, sendo considerada de baixa toxicidade para macrdgafos
(Figura 17) (Paes-Goncalves et al., 2012).

Figura 17: Atividade leishmanicida de derivados do acido cinamico.
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Otero et al. (2014) também observaram a acdo bioldgica dos ésteres cindmicos n-
substituidos (compostos 36 — 39, Figura 17) frente a L. (V). panamensis na sua forma
amastigota, destacando-se o composto 39 com CEsp de 3,2 pg/mL, embora tenha apresentado
uma alta citotoxicidade em macrdfagos (CLso = 9,9 pg/mL) e baixo indice de seletividade (IS
= 3,1). Além disso, verificaram que a ligacdo dupla na cadeia lateral é crucial para a
citotoxicidade e atividade leishmanicida (Otero et al., 2014).

Nessa mesma vertente, Glaser et al. (2014) ao trabalharem com ésteres cindmicos com
cadeia lateral bornilica, observaram acéo leishmanicida frente a L. major e L. donovani na sua
forma promastigota (Compostos 40 e 41, Figura 17). Além disso, constataram que a
configuragdo da cadeia bornilica influenciou drasticamente essa agdo bioldgica, conforme
apresentados na Figura 17. Os pesquisadores também fizeram uma analise frente a forma
amastigota da L. major para o éster cinamico bornilico (composto 40) que mais se destacou na
andlise anterior, apresentando uma boa atividade com Clso de 10,9uM, mas com alta
citotoxicidade (CCso= 54,3 uM) com IS de 5,0.

Os éacidos n-metoxidos cindmicos (compostos 42 e 43, Figura 18) também
desempenharam uma leve acéo leishmanicida frente a L. brasiliensis e L. infantum, contudo
apresentaram um baixo indice de seletividade, sendo verificada que a posi¢do do grupo metoxi
é importante para essa atividade (Dos Santos et al., 2018). A funcdo amida ou éster presentes
nos derividos do &cido cindmico sdo cruciais para essa atividade bioldgica. De Morais et al.
(2023) ao estudarem ésteres e amidas cinamicas monosubstituidos frente a forma promastigota
da Leishmania infantum obtiveram resultados significantes com bons indices de seletividade
(IS >32) para 0 N-(4-isopropilbenzilcinamamida (composto 44) e cinamato de piperonila
(composto 45) com Clso de 33,71uM e 42,80uM, respectivamente (Figura 18). E notorio que o
grupo N-benzil, contendo o substituinte isopropil na posicao para do anel aromatico, presente
na amida foi importante na atividade quando comparado ao composto 45 que possui 0 grupo
benzil catecol na funcéo éster (Figura 18). Essa analise corrobora com o estudo in silico em que
a amida cindmica teve uma melhor interacéo para o alvo aspartil aminopeptidase, seguido pelo

aldeido desidrogenase (De Morais et al., 2023).
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Figura 18: Atividade leishmanicida do &cido cinamico e seus derivados.
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Os pesquisadores também observaram que ao aumentar a cadeia lateral alifatica da
funcdo éster levava a um acréscimo significativo na atividade bioldgica, sendo o0 mais ativo o
cinamato de butila (composto 48, Figura 18). Contudo o indice de seletividade reduziu com
excecdo para 0 cinamato de butila, tornando-se 0os compostos 46 e 47 toxicos para a forma
promastigota da Leishmania infantum (Figura 18) (De Moraes et al., 2023).

Embora os ésteres cindmicos com destaque ao cinamato de piperonila (45) ndo tenham
sido bons em relacdo a amida cindmica (44), Rodrigues et al. (2019) vém explorando essa classe
de cinamatos, em que na cadeia lateral sdo introduzidos nucleos de isobenfuranona ou 1,2,3 -
triazois para a espécie Leishmania amazonensis na sua forma promastigota e amastigota. Eles
observaram que apds 48h de exposicdo, 0s ésteres se mostraram ativos para a forma
promastigota com Clso de 7,58uM e 3,05uM para os compostos 49 e 50, respectivamente
(Figura 18). Ao passo que na forma amastigota, o composto 50 ndo apresentou atividade
enguanto que o composto 49 que apresenta o nucleo isobenfuranona se mostrou ativo com Clso
acima de 8,27uM, citotoxicidade para macrégafos acima de 80uM (CCsp) e IS acima de 9,67
(Figura 18) (Rodrigues et al., 2019).

Assim, a porcdo cinamoila e a cadeia lateral da funcdo carboxilica podem ser
classificados como bioisésteros. Além do mais, modificagdes nesses sitios sdo importantes para

aumentar a atividade bioldgica. No que tange a atividade leishmanicida, foi observada uma
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intensificacdo da atividade quando se introduziu o nucleo isobenzofurano. Bernal et al. (2020)
comprovaram esse efeito com os derivados do &cido cinamico com ndcleo isobenfurano n-
substituidos, observando uma maior atividade leishmanicida frente a forma amastigota da
Leishmania donovani, como visto na Figura 19.

Os pesquisadores observaram uma leve variagdo na atividade leishmanicida de DAC’s
que apresentaram centros assimétricos, em que o composto 52 (Figura 19) com estereoquimica
(2S, 3S) teve 0 melhor resultado com Clso de 0,53uM e baixa citotoxicidade com IS de 19,3.
Além disso, ao modificar a cadeia lateral isopropila presente no derivado cinamato e no
substituinte ligado ao nudcleo isobenzofurano (composto 52), observou-se uma redugdo na
atividade leishmanicida e um aumento da citotoxicidade. Isso pode ser verificado pelo valor do
IS (compostos 53 e 54, Figura 19), sendo possivel observar que cadeias laterais mais volumosas
levam a uma melhor atividade, sendo a cadeia isopropila e terc-Butila que conferem melhores
resultados, conforme visto pelo o composto 56 a qual teve um IS relevante (1S > 10) (Bernal et
al., 2020).

Figura 19: Derivados do acido cinamico com atividade leishmanicida.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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Além disso, foi possivel observar que os ésteres cindmicos possuem uma atividade
leishmanicida mais pronunciada em relag&o aos &cidos cindmicos derivados de isobenzofuranos
(composto 55, Figura 19) (Bernal et al., 2020). Portanto, a estrutura cindmica presente nos
derivados do acido cindmico podem servir para a elaboracdo de compostos lideres de maior
potencialidade e menor toxicidade para organismos ndo alvos e assim desenvolver bons

candidatos a agentes leishmanicidas.
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3. JUSTIFICATIVA

Diante do que foi exposto em relacdo a problematica que é o vetor Aedes aegypti e 0s
microrganismos responsaveis em disseminar doencgas infecciosas de cunho grave, fica evidente
a pertinéncia da pesquisa utilizando estratégias sintéticas para o controle no manejo deste vetor
e a busca por terapéuticos mais eficazes que os encontrados no mercado. Assim, como explorar
0 estudo de moléculas oriundas de fontes naturais como designer para o planejamento de

inseticidas e farmacos eficientes e com baixa toxicidade para o meio ambiente.

4. OBJETIVOS

4.1. Geral

Planejar e sintetizar derivados do acido cinamico de forma eficiente e eficaz para,
posteriormente, avaliar o potencial biolégico (Larvicida, Antimicrobiano e Leishmanicida)
visando a busca de inseticidas e farmacos eficazes e menos tdxicos para a saude humana e meio

ambiente.

4.2. Especificos

+* Elaborar o estudo in silico dos derivados do acido cinamico (derivados cinamatos n-
substituidos e a-aciloxicarboxiamidas) tanto os obtidos no periodo do mestrado quanto os
sintetizados no presente trabalho.

+¢ Sintetizar os derivados cinamatos n-substituidos por meio da reagdo de Olefinacio de
HWE e esterificacéo;

¢+ Sintetizar os acidos cindmicos n-substituidos e a-aciloxicarboxiamidas por meio das
reacOes de hidrolese alcalina e reacdo de Passerini, respectivamente.

+¢* Avaliar o potencial larvicida dos derivados cinamatos n-substituidos (SFD1, SFD2,
SFD3, SFDD, Ap-Cl, SAF3 e SAF4) ¢ a-aciloxicarboxiamidas (SFD4-SFD10 e SFDA45);

+«+ Determinar o tempo de acdo larvicida do p-clorocinamato de etila (SF10);

¢ Fazer o estudo morfolégico da larva submetida ao melhor composto larvicida, p-

clorocinamato de etila (SFD10);
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+¢ Identificar e quantificar o p-clorocinamato de etila (SF10) no extrato larval via CLAE -
uv,

% Avaliar a quantificacdo proteica e atividade catalitica da AChE presente no extrato larval
do Aedes aegypti;

¢+ Auvaliar a via mecanistica dos ésteres cindmicos n-substituidos frente a larva do Aedes
aegypti pelo estudo inibitdrio in vitro da AChE presente no extrato larval;

+¢+ Avaliar a viabilidade celular dos cinamatos de etila n-substituidos (SF1, SF3, SF10,
SF11 e SFD2);

+¢+ . Avaliar o grau de ecotoxicidade do p-clorocinamato de etila (SF10) frente a Lactuca
sativa; Allium cepa e Solanum lycopersicum e Oreochromis niloticus (Tilapia do nilo).

% Explorar a atividade antifungica dos derivados do &cido cindmico (acidos e ésteres
cinamicos n-substituidos) frente as Candida albicans e Candida neoformans;

< Explorar a atividade leishmanicida das a-aciloxicarboxiamidas frente a Leishmania

amazonensis.
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5. EXPERIMENTAL

Esta pesquisa se desenvolveu no Laboratorio de Quimica Organica Aplicada a Materiais
e Compostos Bioativos (LMC), do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade
Federal de Alagoas, em colaboracdo com o Laboratério de Quimica Medicinal (LQM); Biologia
Molecular (LBM) e de Eletroquimica Avancada (LEAP). Na sua execucdo utilizou-se
reagentes, solventes, equipamentos e técnicas espectroscopicas para a formacéo/caracterizacao

dos derivados do acido cindmico e a-aciloxicarboxiamidas. Todos serdo descritos a seguir.

5.1. Reagentes, Solventes e Condicdes

Na elaboracdo da sintese, foram utilizados reagentes e solventes adquiridos da Sigma
Aldrich/Merck, Vetec, Dinamica e Synth (grau P.A.). O tetraidrofurano (THF) foi tratado com
sodio metalico e benzofenona, e imediatamente foi destilado antes do uso, ao passo que o etanol
(CH3CH20H) foi tratado com iodo e magnésio metalico; cloroformio (CHCIs) e diclorometano
(CH2Cl,) foram secos com pentdxido de fosforo (P20s). Algumas reagdes foram conduzidas
em condicdes anidras e sob atmosfera de argonio, a temperatura ambiente e/ou elevadas para

os derivados cinamatos e a-aciloxicarboxiamidas como descritas nas preparagoes.

5.2. Métodos Cromatograficos

As cromatografias por adsorcdo foram realizadas usando silica-gel 60 (0,063-0,200
mm); ja nas cromatografias em camada delgada foram usadas silica-gel 60 PF2ss para
cromatoplacas de vidro com dimensdes de 10 x 5 cm preparadas no laboratédrio, e silica gel 60
F2s4 para placas obtidas a partir de cromatofolhas de aluminio. Ambas as silicas e cromatofolhas
de aluminio foram adquiridas comercialmente pela Merck. Os eluentes empregados estdo
descritos nas respectivas preparagdes. A andlise cromatogréfica liquida de alta eficiéncia
(CLAE) foi feita no laboratorio de Quimica Medicinal (LQM), o modelo CLAE - UV utilizado
foi 0 SIL20AHT (Shimadzu ®, Japan, Tokyo). A separacdo ocorreu em coluna cromatogréafica
de silica funcionalizada com C1g Supelco Discovery ® (25 cm x 4.6 mm, 5um) com deteccéo
UV em 254 nm.
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5.3. Métodos Espectroscopicos

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H) e Carbono
(RMN *3C) utilizando a técnica DEPTQ foram obtidos pelo Nicleo de Anélises e Pesquisa em
Ressonancia Magnética Nuclear (NAPRMN) em equipamento Bruker com frequéncia de 600
e 400 MHz. Utilizou-se na preparagdo das amostras cloroférmio deuterado (CDCIs) e
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-de) adquiridos comercialmente da Cambridge Isotope
Laboratories. As multiplicidades dos sinais de deslocamentos quimicos dos hidrogénios nos
espectros de RMN de *H foram indicadas segundo a convencao: simpleto (s), dupleto (d), duplo
dupleto (dd), triplo dupleto (td), tripleto (t), quarteto (q) e multipleto (m).

Os espectros no Infravermelho (1) com transformada de Fourier foram obtidos em um
aparelho Shimadzu IR PRESTINGE. Os cromatogramas de massa de alta resolugéo, por sua
vez, foram obtidos pelo método tune_ESI.m em um equipamento HcTultra PTM. E a anéalise
de inibigdo enzimatica foi realizada no espectrofotdmetro UV-vis da Shimadzu modelo UV —
19001.

5.4 Sinteses
Esquema 1: Sintese dos cinamatos de etila n-substituidos

KaCOs SFD2 - SFDD 3

R 2fd2 2sfdd

o CH) H,O:Et0,
Método A
EtO)K/ T\OEt + o —| . ou

OEt Método B

1 P L

[ = NaH,THF, 25°C

R Método B
2f, - 2f45 SF1 - SF15

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Q*

2f5 MeO

Q* o
Q*Q*Q*
Sh

Samealn
Beameal
&

2f14
2612 2f13

Q/\M /(j/\/\)L
2fd2

2fdd

(H3C)2N 2§10 2f11

2f15

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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Método A: Uma solugdo de 2-fosfonopropionato de trietila (4,0 mmol) foi adicionada
a uma solucdo aquosa de K>COs (8,3mmol). A mistura reacional foi resfriada a 0°C, e em
seguida, foi adicionada uma solucédo de cinamaldeido (3,0 mmol) (SFD2) em éter etilico. A
mistura reacional ficou sob agitacao por 24h a 25°C.

Método B: Em uma suspensdo sob agitagdo de NaH (3,0 mmol) em THF (7,8 mL) a
0°C em atmosfera de Ny, foi adicionada uma solucdo de 2-fosfonopropionato de trietila (3,0
mmol) em THF (15mL). A mistura resultante foi agitada durante o periodo de 1h. Logo apos,
foi adicionada na mistura uma solucdo de aldeido aromatico n-substituido (2fi-2fis) ou p-
clorocinamaldeido (2SFDD) em THF (7,8 mL) gota a gota. A mistura reacional foi aquecida a
25°C e agitada por 24h, em seguida foi adicionada uma solugéo saturada de NH4Cl, conforme
0 método estabelecido por Bezerra Franca et al. (2021). A fase aquosa, em ambos 0s métodos,
foi extraida com EtOAc (3 x 50 mL) e a fase orgéanica foi seca com NaSOs, filtrada e
concentrada a pressao reduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia em silica gel
(20% de EtOAc/hexano).

5.4.1 Cinamato de etila (SF1):

Cinamato de etila

Oleo amarelo claro; rendimento: 80%. IV (ATR) (cm™ 1): 3028 (vsC-H e vasCH); 2980
(vsCH2/CH3 e vasCH2/CHg); 1705 (vC = C-CO-0); 1636 (vC = C dupla trans); 1573, 1496, 1447
(vC=C Aromatico); 1305-1268 (vC-0); 977 (¢C—H dupla trans); 766683 (dasC-H Aromatico).
RMN 'H (400 MHz, CDCls,) & (ppm): 7,7 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 7,5 (m, 2H); 7,4 (m, 3H); 6,4
(d, J = 16,0 Hz, 1H); 4,3 (9, J = 7,1 Hz, 2H); 1,3 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz,
CDCls) 6 (ppm): 167,0 (C=0); 144,6 (CH); 134,5 (C); 130,2 (CH); 128,9 (CH); 128,1 (CH);
117,0 (CH); 60,5 (CH2); 14,3 (CHa).

5.4.2. p-trifluorometilcinamato de etila (SF3):

o~
F3C

3
p-trifluorometilcinamato de etila
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Oleo verde; rendimento: 99%. RMN *H (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 7,7 (d, J = 16 Hz,
1H): 7,7 (dd, 4H); 6,5 (d, J = 16,0 Hz, 1H): 4,3 (q, J = 7,1 Hz, 2H); 1,3 (t, J = 7,1 Hz, 3H).
RMN 13C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 166,4 (C=0); 142,7 (CH); 137,9 (C); 131,6 (C); 131,6
(CH); 128,1 (CH); 125,8 (CH); 60,8 (CH>); 14,6 (CH3).

5.4.3. p-trifluorometoxicinamato de etila (SF4):

0]

/@/\)ko/\
F;CO

p-trifluorometoxicinamato de etila

Oleo verde; rendimento: 62%. RMN tH (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 7,7 (d, J = 16,1 Hz, 1H);
7,6 (d, J = 8,6 Hz, 2H); 7,2 (d, J = 8,0 Hz, 2H); 6,4 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 4,3 (q, J = 7,2 Hz,
2H): 1,4 (t, J = 7,1 Hz). RMN 3C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 167,0 (C=0); 143,1 (CH); 133,1
(C); 122,0 (C); 121,5 (CH); 119,6 (CH); 61,0 (CH.) 14,6 (CHs).

5.4.4. p-¢etil p-fluorocinamato (SF5):

/©/\)J\o/\
F

p-fluorocinamato de etila

Oleo verde claro, rendimento: 53%. RMN tH (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,6 (d, J = 16,0 Hz,
1H); 7,5 (dd, J = 5,5 Hz, 2H); 7,1 (t, J = 8,6 Hz, 2H); 6,4 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 4,3 (q, J = 7,1
Hz, 2H); 1,3 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN 23C (100 MHz, CDCls) § (ppm): 166,9 (C=0); 165,1
(C); 162,6 (C); 143,3 (CH); 130,8 (F); 129,9 (CH); 118,1 (CH); 116,1 (C); 115,9 (CH); 60,6
(CHy); 14,3 (CHsy).

5.4.5. p-metoxicinamato de etila (SF6):

0]

MeO

p-metéxicinamato de etila

Oleo amarelo claro, rendimento: 60%. IR (ATR) (cm™): 2979-2935 (vsCH2/CHs; e
vasCH2/CHzs); 1703 (vC = grupo éster conjugado com C-CO-0); 1628 (vC = C dupla trans);
1602, 1512, 1441 (v C=C Aromético); 1250 (v CO); 1169 (C-C); 978 (¢ as C-H dupla trans);
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828 (0 asCH Aromatico). RMN tH (400 MHz, CDCIs) 6 (ppm): 7,6 (d, J = 16 Hz, 1H); 7,5 (d,
J=8,6 Hz, 2H); 6,9 (d, J = 8,6 Hz, 2H); 6,3 (d, J = 16 Hz, 1H); 4,25 (g, J = 7,1 Hz, 2H); 3,8
(s, 3H); 1,33 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, CDCl3) & (ppm): 167,4 (C=0); 161,4
(C); 144,3 (CH); 129,7 (CH); 127,2 (C); 115,8 (CH); 114,3 (CH); 60,3 (CHy); 55,4 (C); 14,3
(CHa).

5.4.6. p-nitrocinamato de etila (SF7):

0]

/©/\)J\o/\
O,N

p-nitrocinamato de etila

P6 amarelo, rendimento: 70%. IV (ATR) (cm™): 3077 (vsC-H e vasC-H); 2918-2849
(vsCH2/CH3 e vasCH2/CHz); 1709 (vC = grupo éster conjugado com C-CO-0); 1643 (vC =C
dupla trans); 1593, 1500 (v C=C Aromatico); 1516-1512 (grupo vsC-NO Nitro); 1331-1300
(vasC-NO2 grupo Nitro); 976 (6 C-H dupla trans); 842 (6 asCH Aromatico). RMN *H (400
MHz, CDCls) & (ppm): 8,2 (dd, J = 8,8 Hz, 2H); 7,7 (d, J = 16,2 Hz, 1H); 7,7 (d, J = 8,7 Hz,
2H); 6,6 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 4,3 (9, J = 7,2 Hz, 2H); 1,3 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN 3C (100
MHz, CDCl3) & (ppm): 166,0 (C=0); 141,6 (CH); 140,6 (C); 124,2 (C); 124,2 (CH); 122,6
(CH); 60,9 (CH2); 14,2 (CHz).

5.4.7. p-cianocinamato de etila (SF8).

/©/\)J\o/\
NC

p-cianocinamato de etila

Creme em p6 cristalino, rendimento: 66%. RMN 'H (400 MHz, CDCIs) & (ppm): 7,7 (dd, J =
8,4 Hz, 2H); 7,6 (d, J = 17,4 Hz, 1H); 7,6 (dd, J = 8,4 Hz, 2H); 6,5 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 4,3 (q,
J=7,2Hz, 2H); 1,3 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN 13C (100 MHz, CDCl3)  (ppm): 165,8 (C=0);
141,8 (CH); 138,4 (C); 132,3 (CH); 128,0 (CH); 121,6 (CH); 118,0 (C); 60,6 (CH2); 13,9 (CHsa).



54

5.4.8. p-dimetilaminocinamato de etila (SF9):

0]

/@/\)‘\0/\
(H3C)2N

p-dimetilaminocinamato de etila

P4 amarelo, rendimento: 66%. RMN H (400 MHz, CDCls3) & (ppm): 7,6 (d, J = 15,8 Hz, 1H);
7,4 (d, J = 15,8 Hz, 1H); 6,7 (d, J = 8,9 Hz, 2H); 6,2 (d, J = 15,8 Hz, 1H); 4,2 (g, J = 7,2 Hz,
2H); 3,0 (s, 6H); 1,3 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN 23C (100 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 167,9 (C=0);
151,7 (C); 145,1 (CH); 129,7 (CH); 112,6 (CH); 111,8 (CH); 60,1 (CH2); 40,1 (CHa); 14,4
(CHa).

5.4.9. p-clorocinamato de etila (SF10).

WOA
Cl

p-clorocinamato de etila

Oleo amarelo; rendimento: 83%. IV (ATR) (cm™): 2981 (vsCH2/CHs e VasCH2/CHa);
1709 (vC = C-CO-O- grupo éster conjugado); 1637 (vC = C dupla trans); 1592, 1489, 1450 (v
C=C Aromatico); 1267 (v C-0); 1166 (C-C); 975 (0 C-H dupla trans); 820 (0 asC-H Aromatico).
494 (vC-Cl). RMN *H (400MHz, CDClz3) & (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); 4,3 (9, J=7,1 Hz, 2H); 1,3 (t, J=7,1
Hz, 3H). RMN 2C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 166,8 (C=0); 143,1 (CH); 136,1 (C); 132,9
(C); 129,2 (CH); 129,1 (CH); 118,8 (CH); 60,6 (CH>); 14,3 (CHs).

5.4.11. p-bromocinamato de etila (SF11):

0]

Br

p-bromocinamato de etila

Oleo amarelo, rendimento: 75%. RMN *H (600 MHz, CDCls) & (ppm): 7,6 (d, J = 16,0 Hz,
1H): 7,5 (d, J = 8,5 Hz, 2H); 7,4 (d, J = 8,5 Hz, 2H); 6,4 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 4,3 (q, J = 7,1
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Hz, 2H); 1,3 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN 1C (150 MHz, CDCl3) & (ppm): 166,7 (C=0); 1432
(CH): 133,3 (C): 132,1 (CH): 129,4 (CH): 124,4 (C); 118,9 (CH); 60,6 (CH>); 14,3 (CHs).

5.4.12. o-clorocinamato de etila (SF12):

o-clorocinamato de etila

Oleo verde claro, rendimento: 81%. IR (ATR) (cm™): 2978 (vsCH2/CH3 e vasCH2/CHs);
1709,9 (vC = grupo éster conjugado com C-CO-0); 1635,7 (vC = C dupla trans); 1627,7,
1465,7, 14425 (v C=C Aromatico); 1258 (v CO); 1166 (C-C); 979,3 (6 C-H dupla trans); 755,9
(0asCH Aromatico). 452,8 (vC-Cl). RMN *H (400 MHz, CDCIs) & (ppm):8,1 (d, J = 16,0 Hz,
1H); 7,6 (dd, J = 7,3 Hz, 1H); 7,4 (dd, J = 7,4 Hz, 1H); 7,3 (dd, J = 7,4 Hz, 1H); 7,3 (dd, J =
7,0 Hz, 1H); 6,4 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 4,3 (9, J = 7,2 Hz, 2H); 1,3 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN 3C
(100 MHz, CDCI3) 8 (ppm): 166,5 (C=0); 140,4 (CH); 134,9 (C); 132,8 (C); 131,0 (CH); 130,2
(CH); 127,6 (CH); 127,1 (CH); 120,9 (CH); 60,7 (CH>); 14,3 (CH3).

5.4.13. m-clorocinamato de etila (SF13):

O

C|\©/\)J\O/\

m-clorocinamato de etila

Oleo verde escuro, rendimento: 75%. IR (ATR) (cm™): 2980,7 (vsCH2/CH3 e vasCH2/CHs);
1702,8 (vC = grupo éster conjugado com C-CO-0); 1639,7 (vC = C dupla trans); 1568,2,
1476,8, 1421,9 (v C=C Aromatico); 1263,2 (v CO); 1165,2 (C-C); 976,5 (6 C-H dupla trans);
781,2 - 664,9 (6asCH Aromatico). 433,0 (vC-Cl). RMN *H (400 MHz, CDCl3) 8 (ppm): 7,6 (d,
J=16,0 Hz, 1H); 7,5 (s, 1H); 7,4 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 7,3 (m, 1H); 7,3 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 6,4
(d, J = 16,0 Hz, 1H); 4,3 (9, J = 7,1 Hz, 2H); 1,3 (t, J = 7,2 Hz, 3H). RMN 13C (100 MHz,
CDCl3) 8 (ppm): 166,6 (C=0); 143,0 (CH); 136,3 (C); 134,9 (C); 130,1 (CH); 127,8 (CH);
126,2 (CH); 119,8 (CH); 60,7 (CH>); 14,3 (CHj).
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5.4.14. o-fenil-cinamato de etila (SF14):

\ O/\

o-fenil-cinamato de etila
Oleo amarelo claro; rendimento: 83,4%. RMN *H (600 MHz, CDCls) & (ppm): 7,7 (d, J
=16,0 Hz, 1H); 7,7 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 7,4 (t, J = 7,2 Hz, 3H), 7,3 (t, J = 7,6 Hz, 3H); 7,3 (d,
J=7,1Hz, 2H); 6,4 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 4,2 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 1,3 (t, J = 7,1 Hz, 3H).

5.4.15. (E)-etil 3-(naftalen-2-il) acrilato (SF15):

SO haA

(E)-etil 3-(naftalen-2-il) acrilato

Sélido; rendimento: 53,0 %. RMN *H (600 MHz, CDCIs) 6 (ppm): 8,5 (d, J = 15,8 Hz,
1H): 8,2 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 7,9 (t, J = 9,1 Hz, 2H), 7,7 (d, J = 7,1 Hz, 1H); 7,6 (t, J = 7,1 Hz,
1H); 7,5 (t,J=7,9Hz, 1H), 7,5 (t, J=7,7 Hz, 1H), 6,5 (d, J = 15,7 Hz, 1H); 4,3 (g, J = 7,1 Hz,
2H), 1,3 (t, J=7,1 Hz, 3H).

5.4.16. (2E,4E)-Etil-5-fenil-penta-2,4-dienoato (SFD2):

SRRAA

(2E,4E)-5-fenilpenta-2,4-dienoato de etila

Oleo amarelo claro, rendimento: 26%. RMN *H (600 MHz, CDCls) & (ppm): 7,5 (dd, J
=8,6 Hz, 3H); 7,4 (td, J = 15,6 Hz, 1H); 7,4 (td, J = 8,5 Hz, 2H); 7,3 (td, J = 15,8 Hz, 1H); 6,9
(d, J=15,0 Hz, 1H); 6,0 (d, J = 15,3 Hz, 1H); 4,2 (g, J = 7,1, 2H); 1,3 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN
13C (150 MHz, CDCls) & (ppm): 167,2 (C); 144,6 (CH); 140,5 (CH); 136,2 (C); 129,1 (CH);
128,9 (CH); 127,3 (CH); 126,4 (CH); 121,5 (CH); 60,4 (CH>); 14,4 (CHa).
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5.4.17. (2E,4E)-5-(4-clorofenil)penta-2,4-dienoato de etila (SFDD):

jonaas
Cl

(2E,4E)-5-(4-clorofenil)penta-2,4-dienoato de etila

Solido branco, rendimento: 80%. IR (ATR) (cm™): 2971,0 — 2922,9 (vsCH2/CHs e
vasCH2/CHs3); 1696,2 (vC = grupo éster conjugado com C-CO-0); 1610,7 (vC = C dupla trans);
1574,1, 1476,8, 1446 (vC=C Aromatico); 1232,5 (vCO); 1128,6 (C-C); 842 (6 C-H dupla
trans); 799,5 (dasCH Aromatico). 513,0 (vC-Cl). RMN *H (600 MHz, CDClIs) & (ppm): 7,41
(d, J = 15,1, 1H); 7,3 (d, J = 8,6 Hz, 2H); 7,3 (d, J = 8,5, 2H); 6,8 (s, 2H); 6,0 (d, J = 15,2 Hz,
1H): 4,2 (9, J = 7,1 Hz, 2H); 1,3 (t, J = 7,2 Hz, 3H). RMN 3C (150 MHz, CDCl3) & (ppm):
166,9 (C=0); 144,1 (CH); 138,8 (CH); 134,7 (C); 134,6 (C); 129,0 (CH); 128,3 (CH); 126,8
(CH); 121,9 (CH); 60,4 (CHy); 14,3 (CH5).

Esquema 2: Sintese do o, p- diclorocinamato de etila (SFD3) e p-hidroxicinamato de etila.

' R1 O :

R i socl | A~

2 | (¢} 1

\ OH > '
CH3CH,OH, 25°C IR, |

Ry 1 SFD1 e SFD3

Cin (4-OH,2,4-Cl)  eeeeeeeeoeeeeoooooooos ‘

O Cl (0]
/@/\)J\OH /@/\)‘\OH
HO Cl

Cin 4-OH Cin 2,4-Cl

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

A uma solucdo de &cido 2,4 -diclorocinamico (0,61 mmol, Cin (4-OH, 2,4-Cl) em
etanol anidro (10 mL) sob agitacdo vigorosa, adicionou-se cloreto de tionila (8,4 mmol) a 0
°C. A mistura reacional foi agitada durante 48 h a 25 °C e entdo foi diluida com agua e
extraida com EtOAc (3 x 50 mL). A fase organica foi seca com NaSOs, em seguida filtrada

e concentrada.
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5.4.18. p-hidroxicinamato de etila (SFD1):

HO

p-hidroxicinamato de etila

P6 amarelo, rendimento: 70%. RMN*H (600 MHz, CDCls) & (ppm): 7,6 (d, J = 16,0 Hz, 1H);
7,4 (d, J =8,2 Hz, 2H); 6,9 (d, J = 8,6 Hz, 2H); 6,3 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 4,3 (9, J = 7,1 Hz,
2H); 1,3 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN C (150 MHz, CDCls) & (ppm): 168,0 (C); 158,2 (C); 144,8
(CH); 131,1 (CH); 127,2 (CH); 116,0 (CH); 115,6 (CH); 60,7 (CH2); 14,4 (CHs).

5.4.19. o,p-diclorocinamato de etila (SFD3):

/@/\)ko/\
Cl

o,p-diclorocinamato de etila

Oleo verde claro, rendimento: 83%. RMN *H (600 MHz, CDCls) & (ppm): 8,0 (d, J = 16,0 Hz,
1H); 7,5 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 7,4 (s, 1H); 7,3 (dd, J = 8,4, 1H); 6,4 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 4,3 (q,
J=7,1Hz, 2H); 1,3 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN 13C (150 MHz, CDCls) § (ppm): 166,4 (C); 139,3
(CH); 136,4 (C); 135,7 (C); 131,6 (C); 130,2 (CH); 128,6 (CH); 127,7 (CH); 121,6 (CH); 60,9
(CHy); 14,4 (CHsy).

Esquema 3: Sintese do alcool p-clorocinamilico (ACP).

(6]
& o LiAIH,4 AN OH
THF
cl Refluxo Cl

ACP

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Uma solucdo de 6,53 mL de acido p-clorocindmico (Cin-4-Cl, 1,5 mmol em THF) foi
adicionada gota a gota em uma solugéo suspensa de hidreto de litio aluminio (LiAIH4, 6 mmol
em THF) sob agitacdo vigorosa e em atmosfera inerte. Logo ap0s, a reacdo foi deixada sob

refluxo por o periodo de 24h, e posteriormente adicionada na mistura reacional dgua destilada
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(3,27 mL) a 0°C e deixada sob agitagdo por mais 2h. Em seguida, a mistura reacional foi
transferida gota a gota para um bal&o contendo EtOAc (10mL), ficando sob agitagdo por 15
minutos. Decorrido esse periodo, a mistura reacional foi extraida duas vezes com EtOAc, e a
fase organica foi reunida, seca com Na2SOg, filtrada e concentrada a pressao reduzida.

Solido branco, rendimento: 99%. IR (ATR) (cm™): 3552-2407 (v-OH); 1673 (vC = C
dupla trans); 1623, 1579, 1547 e 1482 (v C=C Aromético); 1391 (v C-0O); 1094 (v C-C); 819 (o
asC-H); 977 ((6 C-H); 610 (vC-ClI).

Esquema 4: Sintese dos &cidos cindmicos n-substituidos e amido alcoois.

1 LioH, 25°C |
I '
B A OE
R\// THF: HZO

SF1-4, SF14,

SF15 o CinCl ; C|n (4- CIe4OCF3)

sfd6 e sfd9

Q/VKO/\ Q/Vko/\

F3CO
@/\)’Lo/\ O/\ w
SF14 SF15 Cin-4-Cl

o } H !
LiOH, 25°C : N :
' N-S0H | HO j< !
THF: HZO } 0 !

SFD4 Cin | SFD11

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

A uma solucdo de éster cindmico n-substituido (SF1-4, SF14-15 e Cin-4-Cl) / o-
aciloxicarboxiamida (SFD4) (1,33 mmol) em THF:H2O (2:1) foi acrescentado LiOH (5,33
mmol). A mistura reacional ficou sob agitacdo por um periodo de 24h, a temperatura ambiente
(25 °C). A mistura bruta foi neutralizada com uma solucéo de HCI (1 M), e a fase aquosa foi
extraida com EtOAc (3 x10 mL). A fase orgénica foi seca com Na>SOs, filtrada e concentrada
a pressao reduzida. O produto foi purificado por coluna cromatografica (10% de
EtOAc/hexano).

A maioria dos acidos cinamicos p-substituidos (Cin-4Br, Cin-4CN, Cin-4-F, Cin-4-
OMe, Cin-4-CF3, Cin-4-NO2 e Cin-2,4-Cl) foram obtidos e caracterizados no periodo do

mestrado (Franga, 2019). Ao passo que os demais &cidos cinamicos n-substituidos (Cin-2-Cl,
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Cin-3-Cl, Cin-2-OMe, Cin-3,4-Cl, Cin-3,4-OCH3, Cin-4-Ph e Cin-3-OH-4-OCH3) foram
sintetizados pelo Grupo de Pesquisa em Quimica Bioldgica e Molecular (GPQBioMol) do

Instituto de Quimica e Biotecnologia da UFAL.

5.4.20. Acido cinamico (Cin):

WO“

Acido cinamico

P6 cristalino branco; rendimento: 98%. IV (ATR) (cm™): 3066-2883 (v-OH); 1673
(C=0); 1667 (vC = C); 1628, 1508, 1448 (v C=C Aromatico); 1273 (v C-0O); 977 ((¢ C-H); 709-
682 (0 asC-H). RMN *H (600MHz, CDCl3) & (ppm): 7,8 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 7,6 (m, 2H); 7,4
(m, 3H); 6,5 (d, J = 16,0 Hz, 1H). RMN 3C (150 MHz, CDCls) & (ppm):171,2 (C=0); 147,0
(CH); 134,0 (C); 134,0 (CH); 130,7 (CH); 129,0 (CH); 128,3 (CH); 117,1 (CH).

5.4.21. Acido o-fenilcinamico (sfd6):

\OH

Acido o-fenilcinamico
P cristalino creme; rendimento: 56%. RMN *H (600MHz, CDCIs/CD30D) 6 (ppm):
7,7 (d, J=16,0 Hz, 1H); 7,7 (s, 1H); 7,4 (t, J = 8,1 Hz, 3H); 7,4 (s, 1H), 7,4 (s, 2H), 7,3 (d, J =
8,3 Hz, 2H), 6,4 (d, J = 16,0 Hz, 1H). RMN 13C (150 MHz, CDCI3/CDsOD) & (ppm):169,1
(C=0); 144,4 (CH); 142,9 (C); 139,9 (C); 132,5 (C); 130,5 (CH); 129,9 (CH); 129,8 (CH);
128,2 (CH); 127,6 (CH); 127,5 (CH); 126,8 (CH); 119,1 (CH).
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5.4.22. (E)-3-(naftalen-2-il) acido acrilico (sfd9):

SO

(E)-3-(naftalen-2-il) acido acrilico

Pé branco; rendimento: 99%. RMN tH (600MHz, DMSO-ds) & (ppm): 8,2 (s, 1H); 7,9
(m, 3H); 7,8 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 7,7 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 7,6 (t, J = 7,9 Hz,2H); 6,7 (d, J =
16,0 Hz, 1H).

5.4.23. Acido p-clorocinamico (Cin-4-Cl):

Jo Rt
Cl

Acido p-clorocinamico

Cristal incolor; rendimento: 81%. RMN *H (600MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 7,7 (d, J =
8,5 Hz, 2H); 7,6 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 7,5 (d, J = 8,5 Hz, 2H); 6,5 (d, J = 16,0 Hz, 1H). RMN
13C (150 MHz, DMSO-dg) 8 (ppm): 167,4 (C=0); 142,5 (CH); 133,5 (C); 134,7 (C); 133,2 (C);
129,9 (CH); 128,9 (CH); 120,2 (CH).

5.4.24. Acido p-trifluorometoxicinamico (Cin-4-OCF3):
0

WOH
F;CO

Acido p-trifluorometoxicinamico

P6 branco; rendimento: 98%. RMN *H (600MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 7,8 (d, J = 8,8
Hz, 2H); 7,6 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 7,4 (d, J = 8,2 Hz, 2H); 6,6 (d, J = 16,0 Hz, 1H). RMN 3C
(150 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 167,4 (C); 149,3 (C); 142,2 (CH); 133,6 (C); 130,2 (CH); 121,3
(CH); 120,6 (CH).
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5.4.25. N-(terc-butil)-2-hidroxi-2-fenilacetamida (sfd11):

N
HO 7<
O
N-(terc-butil)-2-hidroxi-
2 fenilacetamida

Pé branco; rendimento: 90%. RMN tH (600MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7,4 (s, 4H); 7,3
(m, 1H); 5,8 (s, 1H); 4,9 (s, 1H); 1,3 (s, 9H). RMN 13C (150 MHz, CDCls) & (ppm): 171,3
(C=0); 139,9 (C); 128,9 (CH); 128,6 (CH); 126,8 (CH); 74,3 (CH); 51,5 (C); 128,6 (CH3).

Esquema 5: Preparagdo das a-aciloxicarboxiamidas por meio da reacao de Passerini.

R
c tad i H
oncertaaa
S OH ——— = N N0 N\é
/ 120°C, 24h R// 0
1
2f1,2s10,2f16 e 217 3(Cin - (4-OCF3),sfd6 e sfd9) SFD4-7, SFD9-10 e SFD45

0 (0]

X
2f10 Cin FsCO Cin-4-OCF3
cl @A/u\ sfd9

2f16 2f17 sfd6

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Método A: Em um baldo/tubo de centrifuga, foram adicionados o acido cinamico n-
substituido (1,1 mmol) (3(Cin-(4-OCF3), sfd6-9), aldeido aromatico n-substituido (1 mmol)
(2f (1,10,16 e 17)) e isocianeto de terc-butila (1 mmol), respectivamente, em seguida, a mistura
reacional ficou sob agitacdo a uma temperatura de 120 °C livre de solvente por um periodo de
24h (Bousquet et al., 2012). O produto bruto foi lavado com uma solugéo saturada de NaHCOs,
em seguida a fase aquosa foi extraida com EtOAc (3 x 30mL), e a fase organica seca com
Na>SOs, filtrada e concentrada a pressdo reduzida. O produto foi purificado por coluna

cromatografica (20% de EtOAc/hexano).
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Método B: A uma solucgdo de aldeido aromético n-substituido (1,0 mmol) em solvente
organico ((CH2CIl,/CHCIs/DMF) (1,5 mL)), foi adicionado o &cido cinamico n-substituido (1,1
mmol) que ficou sob agitacdo por 10 minutos, seguida da adicdo de uma solucédo de isocianeto
de terc-Butila (1 mmol) em solvente organico selecionado ((CH2Cl2/CHCIs/DMF) (0,5 mL)).
A mistura reacional foi levada a uma temperatura de 25°C, ao utilizar o CH,Cl; e para os demais
solventes a reacdo ficou sob refluxo. Ambos os métodos ficaram sob agitacdo por um periodo
de 24h. Logo depois, a mistura foi lavada com uma solucao saturada de NaHCO3, em seguida
a fase aquosa foi extraida com EtOAc (3 x 30mL), e a fase organica seca com NaxSOyg, filtrada
e concentrada a pressdo reduzida. O produto foi purificado por coluna cromatografica (20% de
EtOAc/hexano).

5.4.26. 2-(terc-butilamino)-2-oxo-1-feniletil cinamato (SFDA4):

2-(terc-butilamino)-2-oxo-1-feniletil
cinamato

P6 creme; rendimento: 43%. IV (ATR) (cm™): 3280,9 (vVN-H); 3078,4 (\N-H no plano
dobrado); 2968,4 — 2922,2 (vC-H e vCHz3); 1712,8 (vC=C-CO-O- grupo éster conjugado);
1651,1 (vC=0-N-H- Grupo amida); 1651,1 (vC = C dupla trans); 1556,6 (vC = C aromaético);
1496,8 (vC = C aromatico); 1450,5 (vC = C aromatico); 1361,7 (vC-N); 1263,3 — 1251,8
(V(H3C)3C- terc-Butila); 972,1 (6C-H fora do plano); 705,9 — 696,3 (6asC-H Aromatico
monossubstituido). RMN 'H (600MHz, CDClIs) & (ppm): 8,1 (s, 1H); 7,8 (d, J = 16,0 Hz, 1H);
7,5 (td, J =9,4 Hz, 2H); 7,5 (td, J = 9,4 Hz, 3H); 7,4 (m, 5H); 6,5 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 6,1 (s,
1H); 1,4 (s, 9H). RMN 3C (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 167,4 (C); 165,2 (C); 146,5 (CH);
136,1 (C); 134,1 (C); 130,7 (CH); 129,8 (CH); 129,0 (CH); 128,8 (CH); 128,7 (CH); 128,3
(CH); 127,5 (CH); 116,9 (CH); 75,7 (CH); 51,6 (C); 28,7 (CHs). HRMN (ESI-TOF) m/z: calcd.
para C21H23NO3 [M+Na]*: 337,42; encontrada: 359,9.
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5.4.27. 2-(terc-butilamino)-1-(4-clorofenil)-2-oxoetil cinamato (SFD5):
cl

(0]

SaNeN)

2-(terc-butilamino)-1-(4-clorofenil)-
2-oxoetil cinamato

P6 Amarelo claro; rendimento: 59%. IV (ATR) (cm™): 3277,0 (vN-H); 3072,6 (\N-H
no plano dobrado); 2970,4 — 2914,4 (vC-H e vCH3); 1708,9 (vC=C-CO-O- grupo éster
conjugado); 1653,0 (vC=0-N-H- grupo amida); 1629,8, (vC = C dupla trans); 1597,0 (vC =C
aromatico); 1550,8 (vC = C aromatico); 1494,8 (vC = C aromatico); 1246,0 — 1222,9
(V(H3C)3C- terc-Butila); 972,1 (6C-H fora do plano); 828,3 (6asC-H Aromaético 1,4
dissubstituido); 792,7 — 773,5 (6asC-H Aromatico monossubstituido). RMN *H (600MHz,
CDCls) 8 (ppm): 7,8 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 7,6 (dd, J = 7,2 Hz, 2H); 7,4 (m, 4H); 7,3 (d, J = 8,5,
2H); 6,5 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 6,1 (s, 1H); 1,4 (s, 9H). RMN 13C (150 MHz, CDClIs) 6 (ppm):
167,2 (C); 165,3 (C); 1147,1 (CH); 135,1 (C); 134,9 (C); 134,2 (C); 131,1(CH); 129,2 (CH);
129,1 (CH); 129,0 (CH); 128,5 (CH); 116,9 (CH); 75,2 (CH); 51,9 (C); 28,9 (CH3). HRMN
(ESI-TOF) m/z: calcd. para C21H22CINO3 [M+Na]*: 371,86; encontrada: 393,9.

5.4.28. (E)-2-(terc-butilamino)-1-(3,4-diclorofenil)-2-oxoetil ~ 3-([1,1'-bifenil]-2-il)acrilato
(SFD6):
Cl

(E)-2-(terc-butilamino)-1-(3,4-diclorofenil)-
2-oxoetil 3-([1,1'-bifenil]-2-il)acrilato

P6 Branco; rendimento: 30%. IV (ATR) (cm™): 3298,3 (VN-H); 3064,9 (\N-H no plano
dobrado); 2974 (vC-H e vCHz); 1718,6 (vC=C-CO-O- grupo éster conjugado); 1662,6 (vC=0-
N-H- grupo amida); 1633,7, (vC = C dupla trans); 1597,0 (vC = C aromatico); 1546,9 (v\C =C
aromatico); 1467,8 (vC = C aromatico); 1257,0 — 1219,0 (v(HsC)sC- terc-Butila); 987,6 (6C-H
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fora do plano); 804,0; 765,7 — 742,3 (6aC-H Aromatico 1,3,4-trissubstituido e 1,2-
dissubstituido). RMN *H (600MHz, CDCls) 6 (ppm): 7,8 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 7,7 (d, J = 7,8
Hz, 1H); 7,5 (m, 4H); 7,4 (m, 5H); 7,3 (dd, J = 8,3 Hz, 2H); 7,2 (s, 1H); 6,5 (d, J = 16,0 Hz,
1H); 6,0 (s, 1H); 5,9 (s, 1H); 1,3 (s, 9H). RMN 3C (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 166,5 (C);
164,5 (C); 146,0 (CH); 143,5 (C); 139,7 (C); 136,4 (C); 133,0 (C); 132,8 (C); 131,9 (CH); 130,7
(CH); 130,6 (CH); 130,5 (CH); 129,8 (CH); 129,0 (CH); 128,4 (CH); 127,8 (CH); 127,7 (CH);
126,8 (CH); 126,6 (CH); 117,1 (CH); 74,2 (CH); 51,6 (C); 28,6 (CH3). HRMN (ESI-TOF) m/z:
calcd. para C27H25CI2NOs [M+Na]*: 482,40; encontrada: 503,9.

5.4.29. (E)-2-(terc-butilamino)-1-(3,4-dimetoxifenil)-2-oxoetil 3-([1,1'-bifenil]-2-il)acrilato

(SDF7):
~o
O 0 ;
H
o) I \’<

(E)-2-(terc-butilamino)-1-(3,4-dimetoxifenil)-
2-oxoetil 3-([1,1'-bifenil]-2-il)acrilato

Oleo verde claro; rendimento: 16,1%. IV (ATR) (cm™): 3334,9 (vN-H); 3051,3 (yN-H
no plano dobrado); 2953,1 — 2920,2 (vC-H e vCHz); 2848,9 (vO-CHs3); 1707,0 (vC=C-CO-O-
grupo éster conjugado); 1668,4 (vC=0-N-H- grupo amida); 1633,7, (vC = C dupla trans);
1599,0 (vC = C aromaético); 1516,0 (vC = C aromatico); 1448,5 (vC = C aromatico); 1255,7 —
1220,9 (v(H3C)sC- terc-Butila); 985,6 (6C-H fora do plano); 852,6 (6asC-H Aromatico 1,3,4
trissubstituido); 783,0 (6asC-H Aromatico 1,2- dissubstituido); 767,7- 748,4 (6asC-H Aromatico
1,3,4 trissubstituido). RMN tH (600MHz, CDCls) 6 (ppm): 7,8 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 7,7 (d, J =
7,7 Hz, 1H); 7,4 (m, 4H); 7,4 (m, 7H); 7,3 (d, J = 8,3 Hz, 2H); 7,0 (s, 2H); 6,8 (d, J = 8,0 Hz,
1H); 6,5 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 6,0 (s, 1H); 5,9 (s, 1H); 3,9 (d, J = 9,0 Hz, 6H); 1,3 (s, 9H). RMN
13C (150 MHz, CDClz) 8 (ppm): 167,9 (C); 165,2 (C); 149,8 (C); 149,4 (C); 145,6 (CH); 143,5
(C); 140,0 (C); 132,4 (C); 130,8 (CH); 130,5 (CH); 130,0 (CH); 128,9 (C); 128,5 (CH); 127,9
(CH); 127,9 (CH); 127,0 (CH); 120,3 (CH); 118,1 (CH); 111,5 (CH); 111,1 (CH); 75,7 (CH);
56,1 (CHs); 51,7 (C); 28,9 (CH3).
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5.4.30. (E)-2-(terc-butilamino)-1-(3,4-diclorofenil)-2-oxoetil 3-(naftalen-2-il)acrilato (SFD9):

Cl
Cl

N
™ 0 \’<
O
(E)-2-(terc-butilamino)-1-(3,4-diclorofenil)-
2-oxoetil 3-(naftalen-2-il)acrilato

P6 Branco; rendimento: 43,5%. IV (ATR) (cm™): 3277,1 (vN-H); 3047,6 (\N-H no
plano dobrado); 2958,8 — 2914,4 (vC-H e vCH3); 1705,1 (vC=C-CO-O- grupo éster conjugado);
1660,7 (vC=0-N-H- grupo amida); 1626,0, (vC = C dupla trans); 1554,6 (vC = C aromatico);
1473,6 (vC = C aromatico); 1452,4 (vC = C aromatico); 1253,7 — 1220,9 (v(HsC)sC- terc-
Butila); 979,8 (6C-H fora do plano); 848,7 (6asC-H Aromatico 1,3,4 trissubstituido); 808,2-
788,9 (6asC-H Aromatico 1,3,4 trissubstituido); 746,0 (vC-Cl). RMN tH (600MHz, CDClI3) &
(ppm): 8,0 (s, 1H); 7,9 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 7,8 (q, J = 8,5 Hz, 4H); 7,7 (dd, J = 8,6 Hz, 1H);
7,6 (s, 1H); 7,5 (m, 2H); 7,4 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 7,3 (dd, J = 8,4 Hz, 2H); 6,6 (d, J = 16,0 Hz,
1H); 6,1 (s, 1H); 1,4 (s, 9H). RMN 23C (150 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 166,8 (C); 165,2 (C); 147,5
(CH); 136,5 (C); 134,8 (C); 133,5 (C); 133,3 (C); 133,1 (C); 130,9 (CH); 130,8 (CH); 129,5
(CH); 129,1 (CH); 128,9 (CH); 128,1 (CH); 127,9 (CH); 127,2 (CH); 127,0 (CH); 123,6 (CH);
116,6 (CH); 74,6 (CH); 52,0 (C); 28,9 (CH3). HRMN (ESI-TOF) m/z: calcd. para
Cas5H23CI2NO3 [M+Na]*: 456,36; encontrada: 477,9.

5.4.31. (E)-2-(terc-butilamino)-1-(3,4-diclorofenil)-2-oxoetil 3-(4-clorofenil)acrilato
(SFD10):
Cl

(E)-2-(terc-butilamino)-1-(3,4-diclorofenil)-
2-oxoetil 3-(4-clorofenil)acrilato
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P6 Branco; rendimento: 36,5%. IV (ATR) (cm™): 3259,7 (vN-H); 3064,9 (\N-H no
plano dobrado); 2958,8 (vC-H e vCH3); 1724,4 (vC=C-CO-O- grupo éster conjugado); 1701,2
(vC=0-N-H- grupo amida); 1651,1 (vC = C dupla trans); 1593,2 (vC = C aromatico); 1554,6
(vC = C aromatico); 1473,6 (vC = C aromatico); 1241,8 (v(HsC)sC- terc-Butila); 976,0 (6C-H
fora do plano); 821,7 (6asC-H Aromético 1,4 dissubstituido); 794,7- 783,1 (6asC-H Aromatico
1,3,4 trissubstituido). RMN *H (600MHz, CDCl3) 6 (ppm): 7,7 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 7,6 (s,
1H); 7,5 (d, J = 8,4 Hz, 2H); 7,5 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 7,4 (d, J = 8,4, 2H); 7,3 (d, J = 8,3 Hz,
1H); 6,5 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 6,02 (s, 1H); 6,01 (s, 1H); 1,4 (s, 9H). RMN 3C (150 MHz,
CDClIs) 3 (ppm): 165,4 (C); 163,7 (C); 144,7 (CH); 136,0 (C); 135,1 (C); 132,2 (C); 131,9 (C);
131,4 (C); 129,7 (CH); 128,5 (CH); 128,35 (CH); 128,28 (CH); 125,8 (CH); 115,9 (CH); 73,4
(CH); 50,8 (C); 27,7 (CH3z). HRMN (ESI-TOF) m/z: calcd. para C21H2CIsNO3z [M+Na]*:
440,75; encontrada: 461,8.

5.4.32.(E)-2-(terc-butilamino)-1-(4-clorofenil)-2 oxoetil 3-(4-(trifluorometoxi)fenil)acrilato

(SFD45):
Cl

0]

N
0]
F4CO

(E)-2-(terc-butilamino)-1-(4-clorofenil)-2
oxoetil 3-(4-(trifluorometoxi)fenil)acrilato

P6 Amarelo claro; rendimento: 41,7%. IV (ATR) (cm™): 3280,4 (vN-H); 3073,2 (\N-H
no plano dobrado); 2971,0 — 2920,0 (vC-H e vCH3); 1712,6 (vC=C-CO-O- grupo éster
conjugado); 1660,7 (vC=0-N-H- grupo amida); 1639,5 (vC = C dupla trans); 1546,9 (vC =C
aromatico); 1510,3 (vC = C aromatico); 1494,8 (vC = C aromatico); 1365,6 — 1328 (vsCFs);
1250 — 1215,1 (v(H3C)3C- terc-Butila); 981,8 (6C-H fora do plano); 839,0 (6asC-H Aromatico
1,4 dissubstituido). RMN *H (600MHz, CDCIs) 6 (ppm): 7,7 (d, J = 16,0 Hz, 1H); 7,6 (d, J =
8,6 Hz, 2H); 7,4 (d, J = 8,6 Hz, 2H); 7,36 (d, J = 8,4 Hz, 2H); 7,2 (d, J = 8,4, 2H); 6,5 (d, J =
16,0 Hz, 1H); 6,1 (s, 1H); 6,0 (s, 1H); 1,4 (s, 9H). RMN 13C (150 MHz, CDClz) 6 (ppm): 166,9
(C); 164,8 (C); 150,9 (C); 145,0 (CH); 135, (C); 134,6 (C); 132,6 (C); 129,8 (CH); 129,0 (CH);
128,9 (CH); 121,2 (CH); 119,5 (C); 117,7 (CH); 75,2 (CH); 51,8 (C); 28,7 (CH3). cm™.
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5.5. Ensaios Larvicidas

A cepa do mosquito Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) utilizada no presente estudo foi
proveniente do laboratorio de Quimica Organica Aplicada a Materiais e Compostos Bioativos
do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas. O preparo das
amostras e do ensaio bioldgico seguiram os critérios de Fujiwara et al. (2017) e da Organizacgao
Mundial de Saude (World Health Organization, 2005) com algumas modificaces.

5.5.1. Criacdo e manutencao do Aedes aegypti

As larvas do Aedes aegypti foram obtidas por meio de ovos depositados em papeis de
filtro; que foram adicionados em bacias com &gua da torneira em repouso, por um periodo de
48 h, para o processo de eclosdo. O repasto sanguineo com o mosquito fémea foi necessario,
por um periodo de 1lh para a maturagdo dos ovos, em que utilizou sangue de ave. As larvas
foram alimentadas com racdo para gatos (Friskies), em prol de seu desenvolvimento em
diferentes estagios (L1-L4). Ademais, foram mantidas a uma temperatura media de 28 £ 2°C e
umidade relativa do ar de 80 + 4%, com fotoperiodo de aproximadamente 12h. Apds o seu
desenvolvimento para pupa, essa foi transferida para gaiolas teladas com Naylon (15 x 25 cm),
até completar seu desenvolvimento a mosquito adulto, sendo alimentados com uma solugdo de

glicose anidra (Amresco) 10% em chumacos de algodao, trocados diariamente.

5.5.2. Ensaios para avaliagdo da atividade larvicida

Para a realizacdo dos ensaios, foram selecionadas larvas jovens do quarto instar (L4).
Os testes foram feitos em triplicata, adicionando-se 20 larvas em copos descartaveis de 50 mL
contendo a solucdo teste (20 mL), em concentracGes de 100, 50 e 5 pug/mL, respectivamente. A
solugéo estoque (100 pg/mL) foi elaborada solubilizando 0,01 g de derivados cinamatos (SF1-
SF13, SFD1-SFD3 e SFDD), a-aciloxicarboxiamidas (SFD4 — SFD10 e SFD45) ou amido
alcoois (sfd11) em 0,33% v/v de DMSO ou Tween-80 (0,1% v/v).

O teste larvicida consistiu de uma anélise preliminar, que considerou o percentual médio
de mortalidade (%M) para classificar a agdo larvicida dos compostos, conforme o grau de
atividade em: ativa (> 75%), moderada (entre 50 e 75%), fraca (entre 25 e 50%) e inativa (<
25%) (World Health Organization, 2005; Franca et al., 2021). A equacdo de Abbott foi utilizada

quando houve mortalidade do controle, mas inferior a 5% (Abbott, 1925).
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Os compostos considerados ativos ou moderadamente ativos foram sujeitos a uma
analise quantitativa para a determinacdo das CL1o, CLsp € CLgo, assim como os controles
positivos. Em todos os ensaios realizados foram utilizados como controles positivos o
espinosade (4,0 pg/mL), piriproxifeno (76,15 pg/mL) e temefds (10,4 pg/mL); e negativo o
DMSO (0,33% v/v) ou tween-80 (0,1% v/v), mantidos nas mesmas condi¢des das solugdes
teste.

5.5.3. Ensaio de Inibicdo enzimética frente a AChE presente no extrato larval

5.5.3.1. Preparo do Extrato Larval

Vinte e cinco (25) larvas do quarto instar foram coletadas e adicionadas em um tubo
Falcon a 0°C, contendo uma solucdo tampdo fosfato de potassio (pH: 8,0). Em seguida, o
extrato foi homogeneizado em um homogeneizador Potter de vidro mantido no banho de gelo.
Logo apds, os homogenatos foram submetidos a sonicacéo (trés ciclos de 15s cada) utilizando
0 desmembrador s6nico ThermoFisher Scientific (Waltham, MA USA) modelo D100 e
posteriormente centrifugados a 6000 rpm por 2:30 segundos a 3°C. Em seguida, 0 homogenato
foi filtrado (microfiltro de 0,22um) e armazenado a 0°C (Silva et al., 2015).

5.5.3.2. Atividade de quantificacdo Proteica

Os teores de proteinas totais do extrato larval foram determinados em triplicata de
acordo com o método de Bradford (1976) e estimados usando uma curva de calibracdo
construida com a proteina padrdo ASB (Albumina Sérica Bovina). A unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a hidroxilagdo de 1 umol de
substrato por minuto (U = umol min-1), enquanto a atividade especifica foi expressa como

atividade por mg de proteina total (umol min* mg?) (Leong et al., 2018).

5.5.3.3. Atividade Catalitica da AChE presente no extrato larval.

A atividade catalitica da acetilcolinesterase no extrato larval do vetor Aedes aegypti foi
determinada a temperatura ambiente (intervalo de 25 - 28 °C), conforme o método descrito por
Ellman et al. (1961). A acetiltiocolina (ATChE) foi empregada como substrato da
acetilcolinesterase (AChE), e a reacdo foi monitorada em 420 nm utilizando um



70

espectrofotdmetro. A mistura reacional foi realizada utilizando a solugéo tampéo de fosfato 0,1
M (pH 8,0), 0,34 mM de DTNB, 0,5 mM do substrato e 100pL do extrato larval diluido
(1/50;1/100 ou 1/200 de diluicdo). Nos ensaios de controle, o substrato foi substituido por agua
deionizada. O tempo reacional foi de 5 min e todos os ensaios foram realizados em triplicata
(Silva et al., 2015).

5.5.3.4. Ensaio de inibicdo enzimatica dos cinamatos de etila n-substituidos frente a AChE

presente no extrato larval.

O ensaio de inibigdo da AChE utilizando os derivados do &cido cindmico como inibidores
foi realizado pelo método de Silva et al. (2015) e Tortelli et al. (2006) com algumas
modificacdes. O temefods foi utilizado como controle positivo. As solucdes estoques de cada
inibidor foi preparada em 0,1% de DMSO. As solugoes dos DAC’s (2,5uM - 100uM) foram
adicionadas em aliquotas do extrato larval diluido e incubadas pdr o periodo de 20 minutos. Em
seguida, a atividade de inibicdo enzimatica foi avaliada utilizando um comprimento de onda de
420 nm. Logo apds, o célculo da cinética de inibicdo enzimatica foi realizado utilizando o
software Origin 6.0 (Silva et al., 2015; Tortelli et al., 2006).

5.5.4. Estudo cinético de acdo larvicida do p-clorocinamato de etila (SF10).

O ensaio larvicida foi repetido para o comporto SF10 a fim de quantificar o nimero de
ciclos de sua duracdo no ambiente, utilizando a concentragao que obteve 100% de mortalidade
(45 ng/mL) (Bezerra Franca et al., 2021). Apos o periodo de 24 h de exposicao, as larvas mortas
foram retiradas da solucdo teste e outra remessa de larvas em perfeito estado (20 larvas do
quarto instar) foi adicionada na respectiva solucdo. Esse procedimento durou varios dias, até
observar a inativagdo do composto.

5.5.5. Analise morfoldgica.

5.5.5.1. Avaliacdo morfoldgica a partir da Microscopia Optica.

As larvas do quarto instar do mosquito Aedes aegypti foram submetidas a solugdo do p-
clorocinamato de etila (SF10) (50 pg/mL), com duracédo de 24 h, logo apos, foram recolhidos
trés individuos de ambos os tratamentos (solu¢cdo do composto SF10 e controle negativo



71

(DMSO, 0,33% v/v)) e colocados em um tubo de polietileno na presenca de 1,0 mL de etanol
(EtOH) (King & Porter, 2004). A andlise morfoldgica dos tratamentos foi realizada com o uso
de um microscépio trinocular estéreo com racio de zoom de 1:7 (amplificacédo de 0,65 x a 4,5x)
combinado a uma camera digital mével Motorola g8 Power LITE, de acordo com o0s critérios
estabelecidos por Toledo, Simurro & Balatti (2013).

5.5.5.2. Aplicacdo da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) na analise larval.

As larvas do quarto instar apos 24h de exposicdo ao p-clorocinamato de etila (SF10),
controle positivo (Temefds) ou negativo (0,025% v/v de Tween — 80) foram coletadas e tratadas
por um periodo de 2h em uma solucéo de 2,5% (v/v) de glutaraldeido em 0,1 M de soluc¢éo
tampdo de cacodilato (pH = 7,4) (Correia et al., 2023). Logo apds, as amostras foram
desidratadas p6r um periodo de 10 minutos utilizando uma série ascendente de concentracdes
de etanol (15%, 30%, 60%, 90% e 100%). As amostras desidratadas, por sua vez, foram
colocadas em stubs de MEV usando fita dupla adesiva de grafite, metalizada em ouro (Quorum
Technology, modo Q150R ES, East Sussex, Reino Unido) e analisadas utilizando o
Microscopio Eletronico de Varredura de emissdo de campo (XL30S FEG, Philips Electron
Optics B.V., Holanda) ligado a um sistema EDXS (espectroscopia de raios X por dispersao de
energia, Oxford INCA x-act, Oxford Instruments) (Correia et al., 2023).

5.5.6. Andlise de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

As solucdes empregadas no ensaio larvicida foram preparadas com metanol grau HPLC
Merck. O teste larvicida foi elaborado em duplicata para o p-clorocinamato de etila (SF10) na
concentracdo de 50 pg/mL. Os controles positivo e negativo utilizados foram o temefos e
DMSO a 4,6 pg/mL e 0,33% v/v respectivamente (Barros et al., 2015; Fujiwara et al., 2017;
World Health Organization, 2005). Antes das larvas serem adicionadas, foi retirada uma
aliquota (5 mL) da solucdo do analito, e apds 24 h de exposic¢éo larval, seguiu-se para a fase de
coleta das larvas (10 larvas) de cada réplica, em que foram lavadas com solucdo de etanol a
50%, e transferidas para o papel filtro, para secagem durante 24 h. As larvas ja secas foram
submetidas & maceracdo mecanica com posterior adi¢cdo de MEOH (extrato larval). O extrato
larval foi sonicado por 15 minutos, filtrado com filtro de 0,45 um e transferido para um vial,

para posterior anélise cromatografica.
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A anélise ocorreu no modo isocratico, utilizando como fase mdvel metanol, a uma vazéo
de 1 mL/min. O volume de amostra injetado no equipamento foi 5 L com tempo total de
corrida de 15 min. Os cromatogramas foram obtidos utilizando o software LabSolutions. Para
a quantificacdo dos compostos nos extratos e solucdo teste, foi empregado o método de
calibracdo externa com padrées de 2,5 a 60 pug/mL para o éster cinamico n-substituido (SF10)
e 1.0 a 10 pg/mL para o seu precursor (Cin — 4 - Cl). Além disso, os calculos foram realizados
com base na altura integrada de cada pico.

O método foi validado de acordo com os parametros definidos pela Conferéncia
Internacional de Harmotizacdo (ICH, 2005) e Kazusaki et al. (2012), em que foram
determinados os padrdes cromatograficos, como seletividade, linearidade, exatidao e limites de
deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ). As determinacdes do LOD e LOQ ocorreram pela
reducdo das concentracdes consecutivas das solucBes padrdo, até o menor pico detectavel, com
relacdo sinal-ruido maior que 3 para o LOD e igual a 5 para o LOQ, de acordo com Nascimento
et al. (2009).

5.6. Estudos In silico

Os estudos in silico foram realizados em uma plataforma Windows 10 e executados em
um notbook Dell Inspiron, com processador Intel® Core i7-8565U de 1,99 GHz [Core 2] e 8,0
GB de memoria RAM. No total 215 moléculas derivadas do &cido cinamico (4 derivados
cinamatos n-substituidos e 211 a-aciloxicarboxiamidas) foram projetadas utilizando o software
gratuito Discovery Studio Visualizer (DSV/versdo: 20.1.0), e otimizadas com o método PM7
semiempirico no software MOPAC gratuito (versdo 2016) utilizando o Mercury CSD como
interface (5.8.1), incluido no pacote computacional CCDC GOLD Suite (Okada-Junior et al.,
2018; Rocha et al., 2019).

O processo de otimizacdo ocorreu com a utilizagdo dos seguintes comandos: MMOK,
XYZ, CHARGE = 0, para ambas as séries cinamicas. As estruturas 3D otimizadas dos DAC’s
e temefds foram salvas em arquivos formato *.mol2 (Okada- junior et al., 2018; Rocha et al.,
2019).

5.6.1. Homologia e docking molecular

O modelo de homologia molecular da enzima acetilcolinesterase (AChE) do Aedes
aegypti foi elaborado, utilizando a AChE do vetor Anopheles gambiae (AnAChE) (PDB ID:
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6ARY) como modelo (identidade: 92,58%) (Batista & Nascimento-Junior, 2018; Elfiky, 2020).
A AChE completa do Aedes aegypti foi escolhida utilizando o servidor UniProt (Codigo de
entrada: Q6A2E?2) (disponivel em: https://www.uniprot.org/uniprot/Q9DDE3). Como segue a

baixo:

>sp|Q9DDE3 |ACES DANRE Acetylcholinesterase 0OS=Danio rerio O0X=7955
GN=ache PE=3 SvV=1
MKTSDILLLPTVLLTFLFHNCFAQAEPDLVVATRLGRVQGTRLPVPDRSHVIAFLGIPYAEPPIGKRR
FKRAEPKKPWNNVFEAKEFSNACYQFVDTSYPGFPGIEMWNPNRVMSEDCLYLNVWVPPTPRPONLTV
MVWIYGGGEFYSGSSSLDVYDGRYLAYTEKVVVVSMNYRVGAFGFLALNGSSDAPGNVGLYDQRLALQOW
VOENIHFFGGNPKQVTIFGESAGAASVGMHVLSPDSRPLFTRATILOSGVPNTPWATVTEFDEARRRTTK
LGKLVGCTWGNDTELTIDCLRNKHPQELT
DOEWQVLPWSSLFRESEFVPVVDGVFFPDTPDAMISSGNFKYTQILLGVNQDEGSYFLLYGAPGESKDN
ESLISREDFLESVKMGVPHANDIGLEAVILQYTDWMDENNGOQKNRDAMDDIVGDONVICPLOQHFAKSY
AQYAALHAQSSAAAPGTLGWGNSGPTGYNSGNSHGAVYLYLFDHRASNLAWPEWMGVIHGYEIEFVFEG
LPLEKRLNYTAEEEKLSRRIMRYWANFARTGNPNVNTDGTMDSRRRWPQFSANEQKHVGLNTEPMKVH
KGLRTQFCALWNREFLPRLLNITDNIDDV

ERQWKVEFHRWSSYMMHWKSQFDHYSKQERCTDL

A construcdo do modelo tridimensional da AChE se deu pelo servidor Swiss Model

(https://swissmodel.expasy.org/interactive). Em seguida, todos os hidrogénios foram

adicionados na estrutura da enzima utilizando a interface gréafica do Gold® versdo 5.4.0

(Cambridge Crystallographic Data Centre - CCDC, https://www.ccdc.cam.ac.uk), que também

foi usada para realizar as simula¢des de docking molecular.

As simulacgBes foram realizadas utilizando as coordenadas do sitio catalitico da AChE
(x: 4,015, y: 135,03, e z: 149,763), com o propdsito de explorar a afinidade molecular entre os
compostos e o alvo molecular, avaliando possiveis efeitos estéricos e interacbes de van der
Waals e/ou ligacdes de hidrogénio.

Todos os doadores/aceitadores de ligagcbes H foram autorizados a serem tratados como
acessiveis a solventes. O temefds, um inibidor da AChE, foi empregado como controle positivo
para simulagdes de docking. A funcdo GoldsScore foi empregada como algoritmo de busca em
todas as simulagdes de encaixe usando o software Gold.

Apos os complexos ligante — receptor serem obtidos, as interacdes foram analisadas

utilizando o software Discovery Studio. Por fim, o Pymol versdo 2.3.1 (Schrddinger,

https://pymol.org/2/) foi utilizado para calcular as distancias dos atomos e mostrar todas as

ilustracdes do presente estudo (Batista & Nascimento-Junior, 2018; Santana et al., 2019).


https://www.uniprot.org/uniprot/Q9DDE3
https://swissmodel.expasy.org/interactive
https://www.ccdc.cam.ac.uk/
https://pymol.org/2/
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5.6.2. Avaliacédo da interacdo do cinamatos de etila n-substituidos frente a AChE a partir do
docking covalente.

O docking covalente foi realizado com a preparacdo dos ligantes e dos residuos de
SER195 utilizando o AutoDock Tools software. Esse processo englobou a execucao dos scripts
prepare_flexreceptor4.py e prepare_receptor4.py, que configurou devidamente as estruturas.
Posteriormente, o docking covalente foi conduzido por meio do software AutoDock,
empregando o método de ponto atrator de dois pontos e a abordagem de cadeia lateral flexivel.
O primeiro método permitiu uma representacao eficaz das interacdes covalentes, enquanto o
segundo considerou a flexibilidade das cadeias laterais, oferecendo maior precisao na predicdo
das conformacdes moleculares e da energia de ligacdo (Bianco et al., 2016; Kumalo, Bhakat &
Soliman, 2015).

5.6.3. Aplicacdo do Docking Reverso para analise da atividade Leishmanicida da o-

aciloxicarboxiamida (SFD4)

Todas simulagdes de docking foram realizados em um notebook Dell®, modelo 5500U,
Intel® coreTM 52 geragéo, processador i-7, CPU 2.4 GHz, 16GB de memoria RAM, rodando
em uma plataforma Windwos® 8.1. Para identificar um potencial alvo para o composto SFD4,
foi utilizada uma estratégia baseada em docking reverso analisando 59 macromoléculas de
Leishmania. Assim, o software AutoDock Vina® foi utilizado para determinar os valores de
energia de afinidade (Eberhardt et al., 2021; Trott e Olson, 2010), usando a interface do PyRX®
(Dallakyan e Olson, 2015). Dessa forma, o composto SFD4 foi desenhado e convertido em
estrutura 3D usando o software ArgusLab v.4.0.1 (Thompson, 2004; Thompson e Software,
[s.d.]), e minimizado pelo método PM3 (método semi-empirico baseado de aproximacao
integral descrito no Neglect of Differential Diatomic Overlap (NDDO)) (Stewart, 1989). No
total, 59 estruturas de macromoléculas foram selecionadas e obtidas a partir dos bancos de

dados RCSB Protein Data Bank (https://www.rcsh.org/) e UniProt (https://www.uniprot.org/).

Em seguida, no PyRX®, todas as estruturas das proteinas foram previamente tratadas usando o
modulo make macromolecule para adicionar todos os &tomos de hidrogénio e cargas atdmicas.
Para as macromoléculas contendo inibidores co-cristalizados, as mesmas coordenadas X, y e z
foram utilizadas na caixa de busca para o depsipeptideo SFD4. J& com relagdo as
macromoléculas sem inibidores co-cristalizados, uma caixa de busca maximizada (blind

docking) para envolver toda a macromolécula foi utilizada. Usando o modulo make ligand, o


https://www.rcsb.org/
https://www.uniprot.org/
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PyRX® considerou o depsipeptideo SFD4 como o potencial inibidor das estruturas.
Posteriormente, todos os resultados foram ranqueados em fungéo das energias de afinidade

obtidas. Para o melhor complexo ligante-enzima com a melhor afinidade, as interaces foram

reveladas usando o software AutoDock Tools v. 1.5.6 (https://ccsb.scripps.edu/). Por fim, para

a elaboragédo das figuras finais, o software PyMol v.0.99 (https://pymol.org/) foi utilizado.
Todos os procedimentos descritos nesta secdo estdo de acordo com trabalhos anteriores
publicados pelo grupo de pesquisa (Albuguerque et al., 2022; Franca et al., 2021; Silva, da et
al., 2023). Essa analise foi realizada pelo o Grupo de Pesquisa em Quimica Bioldgica e
Molecular (GPQBioMol), no Instituto de Quimica e Biotecnologia da UFAL.

5.6.4. Estudo farmacocinético de derivados do &cido cindmico.
As propriedades farmacocinéticas inseticidas de todos os derivados do acido cindmico

foram avaliadas a partir da plataforma web InsectiPAD (Insecticide Physicochemical properties

Analysis Database), disponivel ao publico (http://chemyang.ccnu.edu.cn/ccb/database/Insecti

PAD/index.php/home/index), a qual abrange mais de 495 inseticidas aprovados e 22,200
propriedades fisico-quimicas relacionadas. Estas propriedades foram previstas conforme os
critérios de semelhanca de pesticidas, descritos por Hao, Dong & Yang. 2011, dentre eles:
massa molecular (MM); ClogP, nimero de aceitadores de ligacdo de hidrogénio (HBA);
numero de doadores de ligacdo de hidrogénio (HBD); nimero de ligaces rotativas (nROB) e

namero de ligacGes aromaticas (NARB), respectivamente (Hao, Dong & Yang, 2011).

5.7. Analise Citotoxica e Ecotoxicoldgica dos Derivados Cinamatos com Propriedades
Larvicidas

O estudo de citotoxicidade foi elaborado no Laboratério de Biologia Molecular do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (ICBS) da Universidade Federal de Alagoas. A
pesquisa foi realizada utilizando o método colorimétrico MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-
2-il]-2,5-difeniltetrazolio), usando células epiteliais das vias aéreas humanas, da linhagem
A549. Cinco derivados cinamatos (SF1, SF3, SF10, SFD2 e SFD3) que apresentaram melhor
potencial larvicida, observada por Franca (2019) e na presente pesquisa, foram submetidos a
este estudo de viabilidade celular.

Ao passo que o estudo de ecotoxicidade foi realizado com o melhor composto larvicida

(p-clorocinamato de etila (SF10)) frente & vérias hortalicas, como a Lactuca sativa (alface);


https://ccsb.scripps.edu/
https://pymol.org/
http://chemyang.ccnu.edu.cn/
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Solanum lycopersicum (tomate) e Allium cepa (cebola). Todos o0s ensaios ecotoxicologicos
foram realizados em colaboragdo com a Pds-doc. Cenira Monteiro de Carvalho, no Laboratério
de Eletroquimica Aplicada (LEAp). As sementes Lactuca sativa L. variedade “betania” foi
adquirida da Empresa Feltrin, Brasil, ao passo que a Solanum lycopersicum variedade
cerasiforme foi obtida da empresa Isla, Brasil. A Allium cepa (cebola), por sua vez foi adquirida

comercialmente.

5.7.1. Estudo da viabilidade celular pelo ensaio colorimétrico MTT.

A linhagem celular pulmonar humana (A549) de origem epitelial foi adquiridada ATCC
(ATCC CCL-185). Essa foi cultivada em condicdes estéreis em DMEM (Dulbecco
modification of Minimum Essential Media), sob uma temperatura de 37 °C e 5% de CO>. Todo
0 manuseio das celulas foi feito numa estufa de fluxo laminar, de acordo com Khalil et al.
(2021).

O efeito das amostras sobre a viabilidade das células A549 foi avaliado por meio do
teste de MTT. Apoés o tratamento das células por 24 h com diferentes concentracBGes das
amostras (5, 50 e 100 pg/mL) o MTT foi adicionado ao meio de cultura a uma concentracao
final de 5 mg/mL, sendo a cultura mantida a 37 °C por 3 h em estufa imida de CO>. Apds este
tempo, foi adicionado o dimetilsulféxido (DMSO) e a densidade Optica (OD) foi mensurada
por espectrofotdmetro a 570 mm, utilizando o DMSO como branco. A viabilidade celular foi
expressa em percentagem em relacdo as células ndo tratadas (controle, 100 %) (llboudo et al.,
2014; Khalil et al., 2021; Pedrete et al., 2021).

5.7.2. Lactuca sativa L. var. betania

Uma solucdo estoque (150 pg/mL) do composto SF10 foi preparada em 0,33% v/v de
CH3CN, conforme os protocolos padronizados pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (Pedrete et al., 2021). O bioensaio foi feito em trés réplicas de 12 sementes, em
que foram adicionadas em placas de petri (90 x 15 mm) com papel filtro de 11 cm de diametro,
saturado com 5 mL da solugdo teste em concentragcdes de 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL,
respectivamente (Marques, Oliveira e Lacerda, 2015). O ensaio ficou por 168 h (7 dias) a uma
temperatura de 24 £ 1 °C. A inspecdo visual foi utilizada para a contagem das sementes
germinadas, e posterior medicdo da raiz (indice de toxicidade) com o uso de um paquimetro
digital (Young et al., 2012).
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A fitotoxicidade aguda foi calculada por meio dos parametros estabelecidos por Young
et al. (2012), como o indice de crescimento relativo (IRG) e indice de germinacdo (IG). O IRG
foi utilizado como padréo de inibicéo, sendo classificado em inibicdo do crescimento radicular
(0,0 < ICR > 0,80); sem efeito significativo (0,80 < ICR < 1,20) e estimulagéo do crescimento

radicular (ICR > 1,20). O controle negativo utilizado foi acetonitrila (CH3CN) em 0,33% v/v.

5.7.3. Solanum lycopersicum variedade cerasiforme

O bioensaio foi realizado em triplicata em uma caixa de 64 orificios, adicionando-se
20g do substrato para plantas variedade “Carolina Soil Garden”, duas sementes da Solanum
lycopersicum e 2 mL diaria da solucdo teste em cada orificio, conforme os critérios
estabelecidos por Gongalves (2019). O teste foi submetido a uma temperatura entre 23-27 °C,
no fotoperiodo de 360 h por o periodo de 15 dias. A solucdo estoque (400 pg/mL) do p-
clorocinamato de etila foi preparada em 0,33% v/v de CH3CN, seguida das diluicdes em 12,5;
25; 50 e 100 pg/mL, respectivamente. Apds o periodo de incubacéo, foi realizada a contagem
e medicdo das raizes, utilizando o paquimetro digital (Golcalves, 2019). E logo ap6s, o padrdo

de inibig&o foi calculado.

5.7.4. Allium cepa

Neste ensaio, foram utilizadas concentra¢des de 6,25; 12,5; 25 e 50 pg/mL do composto
SF10 em 0,33% v/v de DMSO. O ensaio foi feito em triplicata e 100 mL da solucdo teste foram
transferidos para o recipiente de plastico tampado. Para cada tampa foi realizada uma abertura
central de 3,5-4 cm de diametro, que foi adicionado um bulbo, e a regido radicular estava em
contato com a solucdo que continha a amostra (Fiskesjo, 1993; Dizdari & Kopliku, 2013). O
teste durou 7 dias, e logo ap6s, o comprimento das raizes foi mensurado com o paquimetro
digital, como indice de toxicidade, usando como referéncia padréo trés raizes para cada bulbo.
O controle negativo utilizado foi 0,33% v/v de DMSO (Dizdari & Kopliku, 2013). E logo apés,

0 padrdo de inibicéo foi calculado.

5.7.5. Oreochromis niloticus

O Oreochromis niloticus (Tilapia do Nilo) foram adquiridos na Fazenda de Piscicultura

no municipio de Propria (SE) e transportados para o Laboratorio de Aquicultura do Campus de
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Engenharia e Ciéncias Agrarias (CECA-UFAL). Logo ap0s, passaram por um processo de
adaptacdo (aclimatizacdo) em aquarios de vidro de 40L pér o periodo de 15 dias. Apds a
climatizacao os peixes foram submetidos ao ensaio toxicologico com o p-clorocinamato de etila
(SF10) (EPA, 1996; Franco-Bernardes et al., 2015). A concentracdo Letal que mata 50% do
organismo vivo (CLsp) foi determinada utilizando o GraphPadPrism nos periodos de 24h, 48h
e 96h. O estudo foi realizado em triplicata e em cada réplica foi adicionada 6 peixes para as
concentragdes de 2,5ug/mL, 6,5ug/mL, 7ug/mL, 8pug/mL e 10ug/mL, respectivamente. A falta
de movimentos e nenhuma reacao a estimulos tateis foram adotadas como critério de avaliagcdo
da mortalidade (El-Hack et al., 2022). Essa analise foi realizada em colaboragdo com o
Laboratdrio de Aquicultura (LAQUA), no Centro de Ciéncias Agrarias -UFAL, sob aprovacdo
da comissdo de ética da UFAL com registro de n® 40/2020.

5.8. Anélise Estatistica

Os ensaios biologicos (larvicida, citotoxicidade e ecotoxicidade) foram realizados em
triplicata e os resultados foram expressos em funcdo da media e desvio padrdo das medidas
realizadas. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) associada ao método
de Dunnett para comparac@es multiplas (Chukwujekwu e Staden, Van, 2014; Srinivasan et al.,
2015). O software GraphPad Prism® foi utilizado para este método estatistico, ao passo que
para a analise quantitativa larvicida o método probit foi empregado (Finney, 1972; De Carvalho,
Pratissoli e Vianna, 2017). O tratamento da quantificacdo por CLAD por sua vez, foi realizado
por meio do software Origin Pro 9 (Northampton, MA, EUA), empregando a regressao linear
com o uso do método dos minimos quadrados para obter alguns parametros, como o coeficiente
angular (o), linear (b) e de determinagao (r%) e de correlacdo (r), respectivamente (ICH, 2005;
Kazusaki et al., 2012).

5.9. Anélise da Atividade antifungica dos Derivados do acido cinamico.

A atividade antifingica contra as leveduras patogénicas Candida albicans ATCC®
90028 e Cryptococcus neoformans var. grubii ATCC® 208821foi avaliada por meio do método
de microdiluicdo em caldo, seguindo o protocolo de referéncia M27 42 ed. (CLSI, 2017). Os
indculos das leveduras foram preparados a partir de um pré-cultivo em meio YEPD (0,5% de
extrato de levedura, 1% de peptona, 2% de dextrose e 2% de agar), seguido de incubacéo a 28
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°C por 24-48h. A densidade celular foi ajustada em solugdo salina para uma escala de
McFarland de 0,5 com um espectrometro UV/Vis 1600 (Pro-Tools) com valores de absorbancia
variando de 0,11-0,15 a 530 nm. Posteriormente, os indculos foram diluidos a 1:50, seguido de
uma segunda dilui¢do 1:20 em meio RPMI 1640 para obter uma concentracao celular final entre
5,0 x 10?2 a 2,5 x 103 cfu/mL.

Diluices seriadas foram preparadas em microplacas de 96 pocos, contendo 96 pL de meio
RPMI 1640 (HiMedia™) em cada poco, 4 uL da amostra a ser testada diluida em DMSQO para
uma concentracdo final de 2%, e 100 pL do indculo da levedura a ser testada e preparado
conforme parégrafo anterior. Sendo assim, no primeiro pogo o volume inicial continha 200 pL.
A primeira concentragdo avaliada foi de 400 ug/mL. Posteriormente, uma aliquota de 100 puL.
do primeiro poco foi transferida e realizadas as diluicdes seriadas até o poco 10, em
concentracdes finais entre 400 e 0,781 pg/mL (100 pL). As faixas de concentracdo de
antifungicos controles testados foram 64-0,03 pg/mL (anfotericina B) e 64-0,125 pg/mL
(fluconazol). No pogo 11 foi usado como controle positivo (100 pL) do inéculo contendo s6 o
microrganismo e 0 12 como controle negativo contendo unicamente meio estéril. Apds, as
placas foram incubadas a 35 °C por 24 — 48 h. Passado o periodo de incubacéo, foi avaliado o
crescimento por meio de turbidez, e a concentracdo minima sem crescimento visivel foi tomada
como concentracdo inibitéria minima. Para cada concentracdo e cada microrganismo testado o
ensaio foi realizado em triplicata. Esse estudo foi realizado pelo Laboratério de Diversidade e
Biotecnologia Microbiana — ICBS/UFAL.

5.10. Estudo da atividade leishmanicida das a-aciloxicarboxiamidas frente a Leishmania

amazonensis.

5.10.1. Criagdo do camundongo e parasitas.

% Animais.

Camundongos homozigotos machos e fémeas BALB/c com 4-6 semanas de vida foram
obtidos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos da Fiocruz e mantidos em biotério
experimental sob temperatura controlada, alimentacdo por racdo apropriada e agua filtrada ad
libitum, licenca CEUA L53/2016-A3.

++ Parasita.
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O parasita Leishmania amazonensis (MHOM/BR/76/MA-76) foi mantido no
Laboratdrio de Protozoologia por infeccdo experimental em camundongos BALB/c apds
inoculacdo de fragmentos de lesdo no coxim plantar de camundongos. Periodicamente, apos
eutanasia dos animais, fragmentos de tecido da lesdo contendo formas amastigotas foram
removidas assepticamente e macerados em homogeneizador tipo Potter. Uma aliquota foi
utilizada para inoculagdo no coxim plantar de camundongos, enquanto outra aliquota foi
mantida em meio bifasico NNN, composto por agar sangue de coelho a 15% e meio Schneider
Insect suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina (100 U/mL), a 26°C em
estufa BOD para a obtencéo de formas promastigotas. As formas promastigotas foram mantidas
por sucessivas passagens em meio Schneider Insect suplementado como descrito anteriormente,
até a 102 passagem em meio liquido, a fim de se manter as caracteristicas de infectividade das

formas promastigotas.

5.10.2. Atividade contra as formas promastigotas.

Cultura de formas promastigotas de L. amazonensis em fase de crescimento, na
concentracgio de 10° parasitos/mL em volume de 50 pL, foram plaqueadas em placa de 96-
pocos com 50 pl. de diferentes concentracdes dos compostos derivados de a-
acilocarboxiamidas diluidos em meio Schneider. As concentragdes no intervalo de 200 a 6,25
UM foram obtidas por diluicdo seriada 1:2 a partir de uma solucdo estoque dos compostos em
dimetilsulfoxido (DMSO) na concentracdo de 40 mM. Pogos com parasita tratados com DMSO
1%, e pogos somente com meio sem parasita, foram utilizados como controle e branco
respectivamente. A Anfotericina B, nas concentracfes de 5 a 0,156 uM, foi utilizada como
droga de referéncia. Apds incubacdo da placa, com volume final de 100 pL, em estufa BOD a
26°C por 24 horas, foi realizada a verificacdo da viabilidade das formas promastigotas por meio
de ensaio colorimétrico baseado na reducdo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de
difeniltetrazélio (MTT), seguindo o meétodo descrito por Mosmann com modificagdes
(Mosmann, 1983). Resumidamente, foram adicionados 10 pL de solu¢do de MTT a 5 mg/mL
em cada poco, e apos 5 horas foi adicionado 100 pL de DMSO. As placas foram mantidas em
agitador de placas por 15 minutos e foi realizada a leitura em espectrofotémetro a 570 nm. Os
resultados foram normalizados e expressos como concentracdo inibitéria de crescimento do
parasita em 50% (Clso), obtida a partir da curva de regressao ndo-linear da resposta normalizada

pelo log da concentragcdo com o uso do software GraphPad Prism verséo 8.2.1.
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5.10.3. Ensaio de citotoxicidade.

% Obtenc¢do de macrofagos peritoneais.

Camundongos BALB/c foram inoculados via intraperitoneal com 3 mL de tioglicolato de
sodio a 3%. Apds 72 horas, os animais foram sacrificados com inje¢éo intraperitoneal de 250
puL de uma mistura 1:1 de ketamina (100 mg/mL) e xilazina (20 mg/mL) e posterior
deslocamento cervical. Os macrofagos foram colhidos da cavidade peritoneal com PBS,
centrifugados a 4.000 rpm e ressuspensos em meio RPMI 1640, suplementado com 10% SFB,
penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL), a 37 °C e 5% de CO..

% Ensaio de citotoxidade.

Macrdfagos peritoneais de camundongos BALB/c foram cultivados em placa de 96-
pocos (5 x 10° células/mL), no volume de 100 pL por pogo, com diferentes concentragdes dos
compostos derivados de a-acilocarboxiamidas (400 a 12,5 uM) ou anfotericina B (50 a 1,562
uM) em meio RPMI 1640, diluidos como descrito anteriormente. Pocos sem células foram
usados como branco e pogos com células tratadas com 1% de DMSO foram usados como
controle. Apos 24 h de tratamento, a viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico
com MTT (Mosmann, 1983). Os dados de absorbancia a 570 nm foram normalizados e

utilizados para o célculo da concentracdo citotoxica para 50% das células (CCso).

5.10.4. Atividade contra amastigota intracelular.

Os macrofagos peritoneais foram cultivados em placas de 24 pogos, contendo laminulas,
numa densidade de 10° células/pogo em meio RPMI-1640 por duas horas para adesdo celular.
As células aderidas foram infectadas com formas promastigotas de L. amazonensis em fase
exponencial na proporgdo 10:1 (parasita/macréfago) e incubadas a 35 °C em atmosfera de 5%
de CO. overnight. Em seguida, cada poco foi lavado com PBS estéril para remogdo dos
parasitas ndo internalizados. Posteriormente, foram adicionadas diferentes concentragdes dos
derivados de a-acilocarboxiamidas (100 a 6,25 puM) ou anfotericina B (25 a 1,562 puM), e a
placa foi incubada por 24 horas. Um grupo de células infectadas tratadas somente com DMSO
1%. Ao término do tratamento, as laminulas com as células aderidas foram fixadas em solugédo
de Bouin por 5 minutos, coradas com Giemsa, montadas e examinadas no microscépio de luz.
Foram contadas amastigotas intracelulares em 100 macrofagos por poco, e os dados
normalizados para o calculo do Clso. O indice de seletividade (IS) foi calculado a partir a relacéo
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do CCsg e 0 Clso para amastigota intracelular. Esse estudo foi realizado pelo Laboratério de
Imunomodulagdo e Protozoologia na Fundagdo Oswaldo Cruz.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Planejamento e sintese dos cinamatos de etila n-substituidos.

O Cinamato de etila (SF1) (Composto padréo da série cinamica) e p-clorocinamato de
etila (SF10), obtidos no periodo do mestrado foram utilizados como modelos estruturais para o
designer de ésteres cindmicos n-substituidos, com modificacdes nas posi¢cdes 2 (Composto
SF12), 3 (Composto SF13), 4 (Composto SFD1), 2 e 4 (Composto SFD3) do anel fenila da
porcao cinamoil (Figura 20), e adi¢do de mais uma dupla trans na estrutura acrilica (Composto
SFD2 e SFDD, Figura 20) com o intuito de aumentar a atividade dessa série. Além disso, foi
realizada a reducdo da funcgéo éster para alcool do melhor larvicida (SF10) a fim de verificar a
influéncia do grupo funcional (ACP). Embora apenas sete compostos foram avaliados frente as
larvas do Aedes aegypti, todos foram submetidos ao estudo in silico e sintetizados para a

continuidade dos estudos larvicidas, citotdxicos e ecotoxicoldgicos, respectivamente.

Figura 20: Estruturas dos derivados cinamatos n-substituidos e &lcool p-clorocinamilico
avaliados.

3
2 1
° &' >
"""""""""""" SFDD SFD2 SFD1
ACP OH

____________________

_________________________________________________

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

6.2. Sintese e caracterizacdo dos derivados cinamatos n-substituidos e alcool p-clorocinamilico.

A sintese dos derivados cinamatos de etila n-substituidos ocorreu por meio da reagao de
Horner-Wadsworth-Emmons (HWE) (Esquema 6) e esterificacdo em meio acido (Esquema 7),

obtendo bons rendimentos, com excecdo do composto SFD2 (Tabela 2). Os reagentes utilizados
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na reacdo de HWE foram aldeidos aromaticos n-substituidos (2fi-15, 2fd2-sfdd) e o 2-
fosfonopropionato de trietila (1) na presenca de carbonato de potassio (K-COz) ou hidreto de
sodio (NaH) (Esquema 6).

Esquema 6: Sintese dos cinamatos de etila n-substituidos a partir da reacdo de Olefinacdo de

HWE.

O
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Os compostos SFD1 e SFD3, por sua vez, foram sintetizados a partir de uma reacdo de
substituicdo nucleofilica acilica (esterificacdo em meio &cido), que consistiu na adicao do acido
2,4-diclorocindmico ou &cido p-cumarico em etanol e cloreto de tionila como catalisador

(Esquema 7), obtendo bons rendimentos, conforme visto na Tabela 2.

Esquema 7: Sintese do 2,4-diclorocinamato de etila (SFD3) e p-hidroxicinamato de etila

(SFD1) a partir da reacdo de esterificacdo acida.

_________________________

< . : R, o) E
2 ! !
socl, : NN

1 O 1

CH3CH,OH, 25°C IR, :

Ri ; SFD1 e SFD3 |

Cin (4-OH, 2,4-Cl)
Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Com base nos dados da Tabela 2, é possivel observar que os rendimentos dos ésteres
a,B-insaturados podem estar relacionados aos grupos que se encontram na posic¢éo para do anel
aromatico do composto carbonilico (aldeido), uma vez que influencia a sua reatividade. Franca
(2019) observou esse efeito a partir de substituintes eletroretiradores (CFz e CI) presentes no

anel aromatico de aldeido que levou a rendimentos de moderados a bons para ésteres e acidos
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cindmicos p-substituidos, pelo fato de aumentar a carga positiva da carbonila estando mais
suscetivel ao ataque nucleofilico (Carey e Sundberg, 2007). Entretanto outros fatores podem
influenciar o rendimento da reacdo, como estabilidade do composto carbonilico, condigdes

reacionais, extracao e purificacdo (Carey e Sundberg, 2007; Solomos et al., 2014).

Tabela 2: Resultados da sintese dos ésteres cinamicos n-substituidos.

Composto
Ry o R4 0
szij/\)ko/\ /@/\/\)ko/\
R Rs R: R, R3 Rendimento (%)
SF1-15, SFD1-SFD3 SFD2-SFDD
(0]
o
SF15
SF1 H H H 80
SF3 H H CFs 99
SF4 H H OCF3 62
SF5 H H F 53
SF6 H H OMe 60
SF7 H H NO> 70
SF8 H H CN 62
SF9 H H N(Me), 66
SF10 H H Cl 83
SF11 H H Br 75
SF12 Cl H H 81
SF13 H Cl H 75
SF14 Ph H H 83
SF15 - - - 53
SFD1 H H OH 70
SFD2 H H H 26
SFD3 Cl H Cl 83
SFDD H H Cl 80

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

O élcool p-clorocinamilico (ACP), por sua vez, foi sintetizado a partir da reacao de
reducdo do acido p-clorocindmico utilizando como agente redutor hidreto de litio aluminio,
obtendo um excelente rendimento equivalente a 99%, condizente com os resultados descritos

na literatura (Wang et al., 2009). (Esquema 8).
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Esquema 8: Sintese do alcool p-clorocinamilico a partir da reacéo de reducéo.

& oH LiAIH, A OH
THF
cl Refluxo Cl
Rendimento: 99%

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

6.3. Caracterizagdo dos derivados cinamatos n-substituidos e &lcool p-clorocinamilico

sintetizados.

A caracterizacdo dos compostos foi realizada por meio da Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) de hidrogénio 'H e carbono 3C. Os derivados cinamatos n-substituidos
possuem estruturas similares, assim foi selecionado o 2,4-diclorocinamato de etila (composto
SFD3) para andlise de sua caracterizacdo. O espectro de RMN de tH (Figura 21) e os dados de
deslocamento, constante de acoplamento, integracdo e multiplicidade (Tabela 3) s&o
condizentes ao do composto sintetizado.

Conforme espectro representado na Figura 21 e os dados da Tabela 3, sdo observados
duplo dupletos com deslocamento quimico de 6,4 ppm e 8,0 ppm e constante de acomplamento
de J = 16,0 Hz referentes aos hidrogénios H, e Hz caracteristicos de ligagdo dupla com
geometria trans. Os sinais entre 7,3-7,5 ppm (Hs, Hs € Ho) s&o equivalentes aos hidrogénios do
anel aromatico 1, 2 e 4 trissubstituido; o quarteto em 4,3 ppm (Hio) € o tripleto em 1,3 ppm
(H11) séo referentes ao grupo etoxila. Os dados obtidos s&o condizentes aos dados da literatura
(Cao et al., 2007).
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Figura 21: Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDClIs) do 2,4-diclorocinamato de etila (SFD3).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Tabela 3: Dados do espectro de RMN tH (600 MHz), CDCIs) do 2,4-diclorocinamato de etila
(SFD3).

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

2 6,4 16,0 Dupleto 1H
3 8,0 15,0 Dupleto 1H
6 7,5 8,5 Dupleto 1H
8 7,4 - Simpleto 1H
9 7,3 8,4 duplodupleto 1H
10 43 7,1 Quarteto 2H
11 1,3 7.1 Tripleto 3H

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

O espectro de RMN de 13C obtido pela técnica DEPTQ 135 (Figura 22) mostra que 0s
sinais de fase positiva (voltado para cima) sdo os carbonos ndo hidrogenados (C) e o grupo
CHo, ao passo que os sinais de fase negativa (voltado para baixo) séo referentes aos carbonos
CH e CHjs, conforme observado na Figura 22.

A analise desses dados mostra os sinais em 130,2 a 127,7ppm caracteristicos do anel
aromatico 1,2,4 trissubstituido. Além disso, foi observada a presenga dos carbonos CH da
olefina em 139,3 e 121,6 ppm. O sinal da carbonila conjugada em 166,4 ppm e dos demais
carbonos ndo hidrogenados em 136,4 a 131,6 ppm, respectivamente (Figura 22, Tabela 4). Os
carbonos equivalentes a etoxila, por sua vez, apareceram em 60,9 ppm (CH2) e 14,4 (CHa)
(Figura 22, Tabela 4).
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Figura 22: Espectro de RMN de 3C — DEPTQ do 2,4-clorocinamato de etila (SFD3).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Tabela 4: Sinais obtidos do espectro de 13C do p-clorocinamato de etila (SF10).

Atribuicdo do sinal d(ppm)

Aromaticos 1302
128,6

127,7
1 166,4

2 1216

3 139,3

4 131,6

5 135,7

7 136,4

10 60,9

11 14,4

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
A caracterizacdo do alcool p-clorocinamilico (ACP) por espectroscopia de

Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) permitiu identificar as principais bandas de

absorcéo caracteristicas desse composto, conforme Figura 23.
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Figura 23: Espectro de Infravermelho do alcool p-clorocinamilico (ACP).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

A analise do espectro (Figura 23) mostra que as bandas de absor¢es em 3552 cm™ a
2407 cm® correspondem ao grupo hidroxila (-OH) de um élcool primario. Ainda nessa mesma
vertente, observam-se bandas em 1623 cm™ e 1094 cm™ equivalentes a olefina trans, e as
bandas em 819 cm™ e 610 cm™ sdo caracteristicas do anel aromatico 1,4 dissubstituido e do

grupo cloro (-Cl) ligado ao carbono (Tabela 5).

Tabela 5: Bandas de absorcdo do espectro de Infravermelho do composto ACP.

Atribuicdo Frequéncia (cm™)
3552 - 2407 vs -OH
1673 vC=C dupla trans
1623 vC=C Aromatico
1579 vC=C Aromatico
1547 vC=C Aromatico
1294 VsC'O
819 0 as C-H Aromaético
977 o C-H fora do plano
610 vC -Cl

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

6.4. Sintese e Caracterizag8o dos &cidos cindmicos n-substituidos e das a-aciloxicarboxiamidas

n-substituidas.

As a-aciloxicarboxiamidas n-substituidas foram selecionadas a partir de uma triagem
virtual, realizada para 211 estruturas possiveis dessa série, utilizando a homologia molecular da

AChE do vetor Aedes aegypti, construida por Franca et al. (2021). O resultado do Docking



molecular se encontra em anexo. Dessa série, foram selecionadas para a sintese sete

aciloxicarboxiamidas n-substituidas (Figura 24).

Figura 24: Planejamento de larvicidas frente ao Aedes aegypti.

Aldeido aromatico n-
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R
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substituido o ‘// utila
1
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\RL/\)‘LO/H(NK 31
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SFD6: R, = Cl 1 ; 1 Amida I SFD5:R;=H; R,=Cl ‘
SFD7: R, = OCHj3 ' ‘ “ SFD45: Ry= OCF3; R, =Cl |
i C‘WE
C,M
3 Y /I::j)h
o
i SFD10

Fonte: Elabora pela autora, 2023.
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A sintese das a-aciloxicarboxiamidas n-substituidas ocorreu em trés etapa, a primeira

consistiu na reacdo de olefinacdo de HWE (Esquema 6), fornecendo os ésteres a,B-insaturados

n-substituidos (SF(1,4, 10, 14-15)) em bons rendimentos (Tabela 6). Logo apds, uma hidrolise

alcalina foi realizada com os cinamatos de etila n-substituidos (SF (1,4, 10, 14-15) na presenca

de hidroxido de litio em THF e agua (2:1) a temperatura ambiente, obtendo os acidos cinamicos
n-substituidos (Cin (Cin, 4-OCFs e 4-Cl), sfd (6 e 9)) (Esquema 9) em bons rendimentos

(Tabela 6).
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Esquema 9: Sintese dos acidos cindmicos n-substituidos (Cin (Cin, 4-OCFs e 4-Cl), sfd (6 e

9)).

“ LiOH, 25°C 0
| X t 4O>; | NTXS"0H
o THF:H, ! P
RSF1 4, SF14 24n ! - ‘
SF15 e Cin-4-Cl +Cin (Cin, 4-Cl e 4-OCF3),3

sfd6 e sfd9

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Com os acidos cinamicos em maos, foi realizada a reacdo de Passerini para a formacéao
dos hibridos cinamicos. Para isso, foram utilizados aldeido aromaético n-substituido (2f
(1,10,16-17)), os acidos cinamicos sintetizados (Cin (Cin, 4-OCFs e 4-Cl), sfd (6 € 9)) e a
isonitrila (1) (Esquema 10). As a-aciloxicarboxiamidas sintetizadas foram obtidas em bons
rendimentos (Tabela 7), sendo seis delas inéditas, exceto a SFD4 (Young et al., 2019).

Tabela 6: Derivados do acido cinamicos obtidos por meio das reacdes de olefinacdo de HWE
e hidrélise alcalina.

Composto Rendimento Composto Rendimento R
° (%) o (%)
R/\)J\O/\ R/\)J\OH
SF(1,4, 10, 14-15) Cin (Cin, 4-OCF3 e

4-Cl), sfd (6 e 9))

Y

SF1 80 Cin 08
_ %,
SF4 62 Cin-4-OCHs 56 /©/
F5CO

%,

SF10 83.0 Cin-4-Cl 99 /©/
Cl
Ph

SF14 83,4 sfd6 81 @)a

%,
SF15 53.0 sfd9 98

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

A metodologia empregada no presente estudo foi livre de solvente, sob altas
temperaturas, conforme o protocolo estabelecido por Bousquet et al. (2012). Outras condigdes

metodoldgicas também foram testadas, como o uso de solventes orgénicos, entretanto 0s
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melhores resultados foram obtidos na auséncia de solvente, que possivelmente esteja
relacionado as maiores colisdes das moléculas provocadas pelo aumento da temperatura
(Tabela 7). Além disso, todas as a-aciloxicarboxiamidas sintetizadas foram obtidas como uma
mistura racémica, visto que ndo se fez uso de catalisador nem de reagentes quirais na reacao
(Takada, 2006).

Esquema 10: Sintese das a-aciloxicarboxiamidas a partir da Reacdo de Passerini.
cfzﬁ—é

R
1
0] (0} (0] H
Concertada
@Aj\ H @/\)J\OH » | N NN N\é
[ (= 120°C, 24h - o)
R2 2 R1 R1
SFD4-7, SFD9-10 e SFD45

2f1,2510,2f16 e 2f17 3(Cin - (4-OCF3),sfd6 e sfd9)

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Tabela 7: Resultados da sintese das a-aciloxicarboxiamidas a partir da reacdo de
multicomponentes (Passerini).

Composto Rendimento (%) Composto Rendimento (%0)
o Cl
o H 43,0° 2 H 43,5°
XN N XN N
@“2 * SeARe S
SFD4 SFD9
Cl 59’0a Cl
C
44,0° 36,5°
2 H 12,6° 2 H
SFD5 c SFD10

41,7°

Cl
Cl
@ 30,0 . %H
N
FCO/@MO S \F

SFD45

16,1°

SFD7

Legenda: * — Método livre de solvente; ® — Método classico modificado (CHCls, 70°C); © —
Método classico (CHCls, 25 °C); ¢ - Método classico (DMF, 80°C).
Fonte: Elaborado pela autora, 2022.



93

6.5. Elucidacdo estrutural dos acidos e depsipeptideos cindmicos n-substituidos.

A elucidacdo dos compostos foi realizada por meio da técnica de Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (*H), Carbono (:3C) e infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR). Os ésteres cindamicos n-substituidos sintetizados ja foram caracterizados
anteriormente, ao passo que dos &cidos cindmicos estdo dispostas no anexo. Sendo assim, as
caracterizagOes abordadas serdo relacionadas as a-aciloxicarboxiamidas n-substituidas.

A o-aciloxicarboxiamida SFD45 foi escolhida como padrdo para as analises
espectroscopicas, uma vez que sua estrutura quimica é similar a dos demais compostos. O
espectro de RMN de 'H (Figura 25) e os dados de deslocamento quimico, constante de

acoplamento, multiplicidade e integracdo (Tabela 8) sdo concordantes ao composto formado.

Tabela 8: Resultados obtidos do espectro de RMN de *H da a-aciloxicarboxiamida (SFD45)
600 MHz, CDCls.

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

2 6,5 16,0 Dupleto 1H
3 7,7 16,0 Dupleto 1H
5e9 7,3 8,4 Dupleto 2H
6e8 7,4 8,6 Dupleto 2H
10 6,1 - Simpleto 1H
13e17 7,6 8,6 Dupleto 2H
14e 16 7,4 8,6 Dupleto 2H
19,20e 21 1,4 - Simpleto 9H

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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Figura 25: Espectro de RMN de *H do depsipeptideo cindmico n-substituido (SFD45).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Figura 26: Espectro de RMN de 13C do depsipeptideo cindmico n-substituido (SFD45).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

De acordo com o espectro da Figura 25 e os dados da Tabela 8, observam-se os dupletos

em 6,5 ppm e 7,7 ppm (H2 e Hz), com constante de acoplamento de J = 16,0 Hz, caracteristica
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da ligacéo dupla trans. Os sinais em 7,3 a 7,6ppm (Hs, Ho, He, Hs, Hi1s, H17, Hi4 € Hig) sdo
referentes aos hidrogénios dois anéis aromaticos 1,4 dissubstituidos, e os simpletos em 6,1 ppm
(H1o) e 6,0 ppm (-CO-NH) sdo referentes ao hidrogénio metino do centro assimétrico e ao
hidrogénio ligado ao grupo amida, respectivamente.

O espectro de RMN de 3C (Figura 26, Tabela 9) mostra os sinais correspondentes ao
composto SFD45, destacando-se os carbonos das carbonilas do grupo éster e amida em 166,9
e 164,8 ppm, respectivamente; ao passo que 0s sinais em 145 e 117,7 ppm sdo referentes aos
carbonos olefinicos, os de 121,3; 128,9, 129,0 e 129,8 ppm aos carbonos CH do anel aromatico,
o carbono quiral, por sua vez, encontra-se com o deslocamento quimico em 75,16 ppm, e 0s

sinais em 51,8 e 28,7 ppm s&o o0s correspondentes aos carbonos do grupo terc-Butila.

Tabela 9: Espectro de RMN de 3C depsipeptideo cinamico n-substituido (SFD45).

Atribuicdo do sinal d(ppm)
» 129,8
S 129,0
T 128,9
E 121,2
<

1 166,9
2 117,7
3 145,0
4 132,6
7 134,7
10 75,16
11 164,8
12 134,5
18 51,8
19-21 28,7
22 1195

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

A caracterizacdo da o-aciloxicarboxiamida (SFD45) por espectroscopia de
Infravermelho com transformada de Fourier (FTIF) permitiu determinar as bandas principais

de absorcéo caracteristicas, de acordo com a Figura 27.
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Figura 27: Espectro do Infravermelho do hibrido cindmico n-substituido.
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A andlise espectral (Figura 27) mostra que as bandas de absorg¢des intensas em 1712,6

e 1660,7 cm™ correspondem as carbonilas dos grupos ésteres e amidas, respectivamente, ao

passo que a banda em 3280,4 cm™ e o0 overtone em 3043,2 cm?, confirmam a presenca do grupo

amida secundaria. As bandas em 1639,5 e 981,8 cm™ s&o referentes a ligacdo dupla trans, ao

passo que nos comprimentos de onda em 1250 e 1215,1 cm™ séo caracteristicas do grupo terc-

Butila, e a banda em 839 cm™ corresponde aos anéis aromaticos 1,4 dissubstituidos (Tabela

10).

Tabela 10: Bandas de absorcdo do espectro de Infravermelho do depsipeptideo cindmico n-

substituido.
Atribuicdo Frequéncia (cm™)

3028,4 vsNH

2971,0 - 2920,0 VvsCH2/CHs3 e vasCH2/CHs3
1712,6 v -C=C-CO-0O- do grupo éster
1660,7 v -C=C-CO-N- do grupo amida
1639,5 vC=C dupla trans
1546,9 vC=C Aromatico
1510,3 vC=C Aromatico
14948 vC=C Aromatico

1250,0 - 1215,1 VC(CHa)3
081,8 0 C-H fora do plano
839,0 0 s C-H Aromético

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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6.6. Atividade Larvicida dos Derivados do 4cido cinamico.

As atividades bioldgicas dos derivados do acido cindmico incluindo a agdo larvicida
estdo associadas as inumeras possibilidades de interacbes com macromoléculas que essa série
pode se ligar, conforme a literatura (Araujo et al., 2021 e Fujiwara et al., 2017). Assim, na
primeira parte desse item, serdo explanados os resultados larvicidas dos derivados cinamatos
de etila n-substituidos bem como das a-aciloxicarboxiamidas frente a larva do vetor Aedes
aegypti.

A segunda parte, por sua vez, abordara o estudo in silico e de inibicdo enzimatica in
vitro frente a AChE (alvo bioldgico presente na larva) a fim de verificar o possivel mecanismo
de acdo dos DAC’s que se destacaram na atividade larvicida. Em cossonancia com esses dados,
uma analise morfoldgica e de HPLC do composto que teve destaque nessa aplicagcdo (Composto
SF10) seré enfatizada. Nessa mesma vertente, sera ainda explorada a citotoxicidade, em células
de mamiferos, dos derivados cinamatos mais ativos na acdo larvicida, bem como um estudo
ecotoxicoldgico do composto SF10, com o intuito de verificar a seletividade dos DAC’s em

outros organismos nao alvos.

6.6.1. Atividade Larvicida dos derivados cinamatos n-substituidos e depsipeptideos cindmicos

n-substituidos.

No estudo larvicida foi possivel avaliar as CL1o, CLso € CLgo dos compostos obtidos no
periodo do mestrado (compostos modelo) com melhores resultados larvicidas, incluindo o
cinamato de etila (composto SF1), p-clorocinamato de etila (composto SF10), p-
trifluorometilcinamato de etila (composto SF3) e p-bromocinamato de etila (SF11), sendo esse
ultimo otimizado em relagdo a sua solubilidade em meio aquoso (Tabela 11). Ademais, foram
realizadas a avaliacdo larvicida dos compostos ACP, SF12, SF13, SFD1, SFD3 e SFDD
sintetizados na presente pesquisa, bem como compreender o possivel mecanismo de a¢do desses
compostos.

Inicialmente, os compostos foram submetidos a uma andlise preliminar larvicida a partir
das concentracOes de 100 pg/mL e 45 pg/mL, em que apresentaram resultados promissores
apos 48h de exposicao larval (Tabela 11), com excegdo dos compostos SFD1 e ACP, conforme
os critérios estabelecidos pela OMS (2005). O controle negativo utilizado nestes ensaios foi 0

Tween-80 (<0,5 % v/v). O temefds, o espinosade e o piriproxifeno foram usados como
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substancias de referéncias, destacando-se o espinosade, que em 3,1 pg/mL apresentou uma
atividade larvicida pronunciada (Tabela 11).

Tabela 11: Analise estatistica da atividade preliminar larvicida dos cinamatos de etila n-
substituidos e alcool p-clorocinamilico.

Composto (%) de Mortalidade Grau de Ref.
Atividade
(0]
QMO/\ 95,0 + 0,02 Ativo FRANCA,
SF1 2019.
O
Q/\AO/\ 98,3 + 0,5* Ativo FRANCA,
. SF3 2019.
(@]
XN 95,0 + 0,0% Ativo FRANCA,
2019.
Cl SF10
(o]
QMOA 93,3 +0,5% Ativo FRANCA,
Br SF11 2019.
Cl (0]
NN 66,7 + 2,9% Moderadamente Novo
SF12 ativo
(0]
C'O/\*o“ 99,0 + 0,0% Ativo Novo
SF13 68,3 + 0,9% Moderadamente
ativo
(0]
Q/\)%/\ 0,0 + 0,0 Inativo Novo
HO SFD1
(0]
Wo« 93.3+0.9% Ativo Novo
SFD2
Cl (0]
)ij/\)%/\ 86.7 £ 0.5% Ativo Novo
Cl SFD3
(e}
Q/Wko/\ 93,3+ 1,1% Ativo Novo
Cl SFDD
oo
la H
ol ACP 183+11 Inativo Novo
SOROW
~ofo oo 100.0 + 0.0 " Ativo Novo

~ . ~
Temefos
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100.0 + 0.0 # Ativo Novo

|
. 0 . o
N —0. N _o0.
ML o ML o
o o
S H .0 S H e
0 N> o X
HH H HH H
H

o
Cj/OY\O@/ @ 76,7 £0.5 Ativo Novo
=

Piriproxifeno
Legenda: Média das trés réplicas com (z) desvio padrdo (média +, n = 3) DV; ! 100ug/mL foi a
concentracdo utilizada; 2 45ug/mL foi a concentragdo utilizada “* A média com a mesma letra do
composto padréo ndo difere pelo método de comparacdo multipla de Dunnett; ° As médias que diferem
apresentaram baixa diferenca significativa (p < 0,05); ** 1 — Composto de Referéncia (10 pg/mL); ** 2
— Composto de Referéncia (3,1 pg/mL); “* 3 — Composto de Referéncia (50,0 pg/mL);
Fonte: elaborado pela autora, 2023.

Embora no estudo preliminar larvicida (Tabela 11) a maioria dos derivados cinamatos
com grupos eletroretiradores na posicdo para do anel fenila tenham sido ativos, o p-
clorocinamato de etila (SF10) ainda se destaca no presente estudo, ao passo que 0 p-
hidroxicinamato de etila (SFD1) apesar da boa solubilidade foi inativo assim como o alcool p-
clorocinamilico (ACP). Dessa forma, conclui-se que o grupo éster é crucial para a atividade
larvicida.

A partir dos resultados qualitativos (Tabela 11), os compostos com atividade de
moderada a promissora foram submetidos a analise quantitativa (determinacéo de CL1o, CLsg €
CLoo) (Tabela 12), que envolve a variagdo das concentragcdes dos compostos em que as larvas
sdo expostas (confirmacao da atividade larvicida). Portanto, quanto menor a concentracéo que
estiver associada a um maior indice de mortalidade, melhor sera a atividade do composto
testado.

Inicialmente, determinou-se as CLs das substancias de referéncias (temefos, espinosade
e piriproxifeno) (Tabela 12). O espinosade (Bioinseticida) se destacou em relagéo aos controles
positivos, obtendo uma CLsg de 0,9 pg/mL, ao passo que os demais controles, como o temefos

e piriproxifeno tiveram uma CLsg de 4,4 e 16,7 pg/mL, respectivamente (Tabela 12).
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Tabela 12: Andlise larvicida de derivados cinamatos n-substituidos contra as larvas do Aedes
aegypti apos 48h de exposicao.

Composto Larvicida [IC 95%, (LCL-LCS)] (ug/mL) x2
CL1o CLso CL oo

SF1 30,4 (28,6 — 31,6) 35,6 (34,7 — 36,6) 41,7 (40,1 - 44,4) 2,9
SF10 35(1,6-5,1) 8,3(5,9-10,1) 19,7 (16,6 — 25,9) 3,7
SF3 11,1 (8,0 -13,6) 21,6 (18,9-24,1) 42,2 (36,7 —52,1) 8,2
SF11 12,6 (10,4 - 14,2) 17,6 (16,0 - 19,1) 24,6 (22,6 — 27,9) 9,9
SF12 42,6 (35,7 —47,9) 63,1 (59,0 — 67,0) 93,5 (85,4 — 107,9) 2,3
SF13 24,3 (18,3 - 28,8) 42,0 (37,6 —45,9) 72,8 (64,9 — 87,2) 2,9
SFD2 10,0 (6,0 - 13,3) 19,7 (15,4 — 22,9) 38,8 (34,3 —45,7) 59
SFD3 10,2 (7,2-12,7) 23,6 (20,6 — 26,7) 54,8 (45,4 —73,4) 8,3
SFDD 11,6 (8,8 -13,9) 24,4 (21,7 - 27,2) 51,5 (44,3 - 64,0) 13,9
Temefos* 1,8(1,3-2,3) 4,4 (3,8—-4,9) 10,4 (8,6 — 13,6) 27,1
Espinosade* 0,6 (0,4-0,8) 13(1,0-15) 2,8(2,3-3,6) 54
Piriproxifeno* 3,6(2,3-4,9) 16,7 (13,4 - 21,3) 76,1 (51,5 - 137,9) 17,9

Legenda: IC — Intervalo de Confianca de 95%; LCL — Limite de Concentracdo Inferior; LCS — Limite
de Concentracdo Superior; CL — Concentragdo Letal; y? (Chi) — Grau de Validagdo; * - Substancia de
referéncia.

Fonte: elaborado pela autora, 2023.

O cinamato de etila (substancia padrdo da série cinamica) apresentou uma CLso de 35,6
pg/mL, conforme observado por Franga (2019). Nessa mesma vertente, o pesquisador
evidenciou que a presenca de grupos eletroretirados como o trifluorometil (-CFz) ou cloro (-ClI)
na posicao para do anel fenila aumentavam a atividade larvicida com valores de CLso de 21,6
e 8,3 pg/mL, respectivamente (Franca, 2019). A presenca do grupo trifluorometil (-CF3) na
posicao para (SF3) pode ter induzido a uma maior afinidade de ligacéo deste ao alvo molecular
devido ao efeito de polarizacdo. Em relag&o ao p-clorocinamato de etila (SF10), a maior CLso
(8,3 nug/mL) esté relacionada ao efeito da polaridade do &tomo de cloro no anel aromaético da
porcdo cinamoila e ao produto que é metabolizado pela larva. Esses dados sdo consistentes com
os derivados mono e dissubstituidos de tiossemicarbazona, oxadiazois e isooxidiazéis descritos
na literatura (Maciel et al., 2020; Silva, da et al., 2015; Silva-Alves, da et al., 2013).

Os grupos halogénios contribuem tanto para a acdo larvicida como nas propriedades
farmacoldgicas, devido a sua tendéncia a ocupar sitios receptores e interagir por meio de
ligagdes halogénicas (Hernandes et al., 2010). Embora a presenca de um segundo atomo de
cloro na posicdo orto, composto SFD3, apresentou menor atividade (CLsp = 23,6 pg/mL)
quando comparado ao composto SF10 (CLso = 8,3 pg/mL), isso pode estar associado ao
impedimento estérico e modificagbes conformacionais no complexo ligante-receptor (Da Silva
et al., 2015). Da mesma forma, a presenca do atomo de cloro (-Cl) na posi¢do orto (composto
SF12, CLsg = 63,1 pg/mL) ou meta (composto SF13, CLso =42,0 ug/mL) levou a uma reducao
da atividade larvicida quando comparada ao composto SF10, possivelmente a posi¢édo orto haja
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um maior impedimento estérico e a interacdo da ligacdo de halogénio seja menos efetiva em
relacdo a posicdo para e meta, respectivamente.

Por fim, a introducdo de um grupo eno (SFD2) aumentou a distancia interatdmica (8,46
A) entre o anel aromatico e a funcdo éster, levando a um composto mais ativo (CLso = 19,7
pg/mL). Esses dados sdo condizentes com os dados reportados na literatura para o estudo da
atividade larvicida de derivados da piperlongumina frente ao vetor Aedes aegypti (Maleck et
al., 2014). Contudo, a presenca de um atomo de cloro na posicdo para da porcao cinamoil
contendo o grupo eno (composto SFDD), levou a um aumento na lipofilicidade (Grafico 1 — B)
quando comparado ao composto padrédo (SF1), mas uma leve reducdo na atividade larvicida
(CLso= 24,4 pg/mL).

Esses resultados obtidos, com excecdo dos compostos SFD1 e ACP, estdo em
consonancia com os critérios de semelhanca inseticida estabelecidos por Tice (2005) e Hao et
al. (2011), em que os compostos se adequam aos respectivos critérios, como visto no Grafico 1
— A/B, sendo eles: Massa molecular < 435 Da, coeficiente de parti¢do octanol-agua (ClogP) <
6, niimero de aceitadores de ligagdes de H (HBA) < 6, numero de doadores de ligacdes de H
(HBD) < 2; numero de ligag¢des rotativas (nROB) < 9 ¢ numero de ligagdes arométicas (NARB)
<17 (Hao et al., 2018).

Gréfico 1: Propriedades farmacocinéticas dos derivados do &cido cinamico.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

De acordo com o Grafico 1A esses compostos tiveram em comum a quantidade de
doadores (HBD) e aceptores de hidrogénio (HBA), assim como a quantidade de ligacGes

aromaticas (nARB), essa Ultima esta relacionada a fotoestabilidade. Em contrapartida, a
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quantidade de ligagdes rotativas variaram para 0s compostos SF3, SF10, SF12 e SF13,
respectivamente. Esse pardmetro esta associado a flexibilidade molecular, sendo o fator chave
no controle da biodisponibilidade (Hao et al., 2011).

Dessa forma, mediante os dados expostos acima, presumisse que os DAC’s possuem
uma fotoetabilidade adequada, dada pela ligagcdes aromaticas para a¢@es bioldgicas, incluindo
larvicida, herbicida e fungicida. A lipofilicidade, representada por ClogP, é outro parametro
pertinente no estudo de interacdo molécular dos inseticidas, e pela analise farmacocinética
estabelecida no Gréafico 1 -B, todos os compostos tém hidrofobicidade distinta, sendo os mais
hidrofébicos as moléculas SF3 e SFDD, com valores de 3,6 e 3,5, respectivamente. Tal efeito
é condizente com os resultados larvicidas, que apresentaram uma CLso de 21,6 pg/mL e 24,4
pug/mL, nesta ordem. A hidrofobicidade potencializa a atividade bioldgica, uma vez que a
cuticula do inseto € composta por quitina, um polissacarideo que possui alta hidrofobicidade,
assim, é necessario manter o equilibrio entre a hidrofobicidade e hidrofilicidade (Silva-Alves,
daetal., 2013; Webb e Green, 1945). Ja o p-clorocinamato de etila (SF10), que se destacou na
atividade larvicida (CLso = 8,3 pg/mL), apresentou baixa lipofilicidade, mas o seu efeito
biolégico foi mais intenso devido ao precursor formado quando metabolizado pela larva do
Aedes aegypti, que também apresentou atividade larvicida (CLso = 25,4 pg/mL), de acordo com
Franca et al. (2021).

Os controles positivos, por sua vez, apresentaram alguns parametros fisico-quimicos
gue ndo condizem com o critério de semelhanca de inseticida, como a massa molecular do
temefos (MM = 466 Da) e espinosade (731,5 Da) e 0 HBA, que apresentaram valores de 4 e
11, nesta ordem. Entretanto, é possivel observar que os demais parametros estdo de acordo,
inclusive o ClogP, destacando-se o0 espinosade que corresponde a um dos melhores inseticidas
utilizados atualmente, com uma CLsp larvicida de 1,3 pg/mL.

Em contrapartida, as o-aciloxicarboxiamidas n-substituidas submetidas a analise
preliminar larvicida ndo apresentaram atividade pronunciada (Tabela 13). Embora o composto
SFD4 tenha tido o percentual de mortalidade de 28,3% (Fracamente ativo), esse regrediu a
medida que a concentracdo foi reduzindo.

Esses resultados in vivo divergiram dos dados virtuais de docking molecular (Anexo,
Pag, 201), sugerindo que o docking molecular forneceu um o falso positivo. Esse efeito pode
estar associado a estrutura dos depsipeptideos, por ser grande e possuir uma alta hidrofobicidade
(Tabela 14) o programa Gold pode ter criado interagdes inexistentes entre o ligante e alvo

bioldgico.



103

Tabela 13: Analise preliminar larvicida a-aciloxicarboxiamidas n-substituidas.

Composto (%) de Mortalidade Grau de Atividade
0 H 28,3+1,1™ Fracamente Ativo ™
@(\)% Y- 23,3+£2,2"™ Inativo "
SFD4 8,3+ 1,10b
Cl
50+0,7™ Inativo™°
o] H 3,3 + 0,9 nb
A N
w Y- 17404
SFD5

50+0,7™ Inativo™°
10,0+2,0™
3,3+ 0,4

8,3+0,4™ Inativo™°
83+09™
1,7 £0,4%

8,3+09™ Inativo™°
3,3+09™
0,0+0,0%

6,7+0,4m
0,0+00™ Inativo™°
16+0,4°

0,0+0,0 ™
3,3+04™ Inativo™®°
16+0,4°

0,7£0,4 M0
33+06™ Inativo™®°
16+0,4°
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(e}
ENJOW/\OQ @ 76,7 £ 0.5 % Ativo

Piriproxifeno
Legenda: Média das trés réplicas com (x) desvio padrdo (média £, n = 3) DV; " A média com a
mesma letra do composto padrdo ndo difere pelo método de comparagdo mdaltipla de Dunnett; °
As médias que diferem apresentaram baixa diferenca significativa (p < 0,05); ** 1 - Composto de
Referéncia (10 pg/mL); > 2 - Composto de Referéncia (3,1 pg/mL); “* 3 - Composto de
Referéncia (50,0 pg/mL); ™ —100 pg/mL; " - 50 pg/mL; ° - 5 ug/mL (Concentragdes preliminares
dos compostos). Fonte: elaborado pela autora, 2023.
Portanto, as o-aciloxicarboxiamidas para esta aplicacdo bioldgica sdo inativas, e a

porcdo amida formada na reacéo de Passerini pode ter inativado o fragmento farmacoforico dos
derivados do &cido cindmico (Aradjo et al., 2021; Franca et al., 2021). Essa hipdtese pode ser
evidenciada pelo teste larvida do amido alcool (SFD11) obtido apds hidrolise basica da a-
aciloxicarboxiamida (SFD4) que se mostrou inativo (Tabela 13).

Além disso, estudos reportados por Bisel, Al-Momani e Miller (2008) comprovam que
0 grupo terc-Butila reduz o processo de hidrolise, devido ao seu efeito estérico, inativando a
funcdo amida, bem como com o éster cinamico. Para corroborar com o estudo larvicida, foi
realizada uma andlise das propriedades constitutivas dessa classe de moléculas, conforme a
Tabela 14.

De acordo com os critérios de semelhanca de inseticida e ao comparar com os inseticidas
utilizados no mercado, os depsipeptideos possuem alta hidrofobicidade, e poucos estdo de
acordo com os critérios estabelecidos por Hao et al. (2018) (ClogP < 6), assim como outros
parametros, sendo eles HBA < 6; HBD < 2; nROB < 9; nARB <17. Portanto, as a-
aciloxicarboxiamidas ndo sdo boas candidatas a inseticidas, pois outros parametros como 0
namero de ligagcdes aromaticas e ligacbes de aceptores de hidrogénio passaram do limite, assim

como as ligacdes rotativas, contribuindo para a sua inatividade mediante a larva do Aedes

aegypti.

Tabela 14: Propriedades Constitutivas das a-aciloxicarboxiamidas.

Composto MM ClogP HBA HBD nROB nARB
% 337,4 3,7+0,3 3 1 8 12
Q H
N N
SRSe N
SFD4
371,9 4,1+ 0,5 3 1 8 12

SFD5
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482,4 6,0£0,9 3 1 9 18

473,6 5,0+0,8 5 1 11 18

456,3 57£0,8 3 1 8 16

440,7 5,3+0,7 3 1 8 12
SFD10

455,8 51+0,9 7 1 10 12

Cl
K
Ionas
[¢]
F3CO

SFD45

H 207,1 0,9 3 2 4 7
HO N7<

(0]
SFD11

s J@/S\Q s 466,0* 47* 4* 0* 10* 12*
~o-ho oo~

Temefos

8 - o 731,5* 4,2* 11* 0* 9* 0*

o} 1* 7* * * 7* 18*
e Q \@ 320, 3, 0 0 8

Piriproxifeno

Legenda: MM — Massa Molecular; ClogP — Lipofilicidade; HBA — N° de aceitadores de ligacfes de H;
HBD — N° de doadores de ligacBes de H; ROB — N° de ligacBes rotativas; ARB — N° de ligacdes
aromaticas; * Substancias de referéncias.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

6.7. Homologia e docking covalente dos derivados cinamatos de etila n-substituidos.

O estudo de homologia e docking molecular foi desenvolvido para estimar o possivel
mecanismo de acdo de derivados do &cido cindmico, com destaque para o p-clorocinamato de

etila (SF10) que apresentou o melhor resultado nos ensaios larvicidas. O modelo de homologia
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molecular foi obtido a partir da enzima colinérgica acetilcolinesterase (AChE) do Aedes
aegypti.

Um estudo proteina-proteina Blast (NCBI) foi realizado para identificar estruturas
homologas de proteinas PDB cristalizadas. O modelo 6ARY (AChE co-cristalizada do vetor
Anopheles gambiae) foi um dos mais favoraveis, pois apresentou 92,41% de identidade de
sequéncia, quando alinhada. Portanto, € o modelo que mais se aproxima da sequéncia de
residuos de aminoacidos da AChE do Aedes aegypti (AaAChE).

O modelo AaAChE foi construido por modelagem de homologia automatizada, servidor
web Swiss Model, utilizando 6ARY como template, que possui alta qualidade (92,58% de
identidade de sequéncia), sendo comprovado pelo grafico de Ramachandran, no qual 99,3%
dos residuos de aminoacidos estdo nas regides mais favoraveis (89,5%) e favoraveis (9,8%),

respectivamente (Figura 28) (Elfiky, 2020; Taban et al., 2017).

Figura 28: Gréafico de Ramachandran do modelo de homologia molecular da AChE do Aedes
aegypti.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Além disso, 80,0% dos residuos de amino&cidos obtiveram uma pontua¢do média 3D-
1D <0,2 de acordo com o software Verify 3D, enquanto o fator de qualidade geral ERRAT foi
de 92,88% (Batista & Nascimento-Junior, 2018; Petronilho e Figueroa-Villar, 2014). Apos a
validacdo do modelo AaAChE, foi realizado o docking covalente para ser observado a afinidade
dos derivados cinamatos obtidos no periodo do mestrado e do presente trabalho e comparar

com o temefos (Substéncia de referéncia).
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Os dados da triagem virtual mostraram que a série cindmica que teve uma melhor
interacdo intramolecular fornecida por meio da energia livre de ligacdo (AG) foram os ésteres
cindmicos com substituintes eletroretiradores, destacando-se 0s compostos que possuem grupos
halogéneos nas posic¢des 2, 3 e ou 4, conforme observado na Figura 29, em que quanto mais

negativa for o AG melhor é a interacdo.

Figura 29: Resultados da afinidade de interacdo dos cinamatos de etila n-substituidos frente a
AChE (AaAChE).
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Fonte: Alcantara & Francga (2024).

Esses resultados corrobaram com o estudo larvicida, em que esses compostos tiveram
um melhor resultado larvicida, destacando-se o p-clorocinamato de etila (SF10) que apresentou
CLso de 8,3pg/mL (39,4M) e AG equivalente a -4,0kcal/mol. As interagdes vistas na Figura
30, bem como o cluster do melhor larvicida mostram a regido (cavidade) onde possivelmente o
composto SF10 interage no sitio catidnico (catalitico) da AaAChE. Assim, faz parte dessa triade
catalitica a SER250, TYR146, ASP96, TRP108 e HIS495. O temefds foi utilizado como
substancia de referéncia uma vez que ja é reportada na literatura a sua interacéo irreversivel
com a AChE, e pelo estudo in silico foi verificado uma baixa energia livre de ligacdo, formando
um completo mais estavel e mais ativo segundo o estudo larvicida (CLso = 4,4 pg/mL) (Figura
30) (Verdin-Betancourt et al., 2019). Apesar do estudo de docking molecular covalente do
composto SFD3 tenha apresentado uma menor energia livre de ligagdo com mais um atomo de

—Cl na posicao orto do anel cinamoil, no resultado larvicida ndo foi observado o mesmo efeito.
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Esse fato pode estar associado possivelmente ao aumento do impedimento estérico e as
modificagdes espaciais decorrentes da adi¢do de outro grupo em posi¢ées menos favorecidas,
reduzindo a afinidade com o sitio de acdo analisado do receptor que o docking possa nao ter
observado ou pela formacdo do subproduto da hidrélise que tem agdo larvicida menor em
relacdo ao subproduto gerado a partir do composto SF10 (Franca et al., 2021; Monte et al.,
2020).

Figura 30: Cluster do composto SF10 e interacfes inter e intramoleculares frente a AaChE.

Fonte: Alcantara & Franca (2024).

Embora a maioria dos cinamatos de etila n-substituidos tenham apresentados bons
resultados larvicidas, os derivados cinamatos com grupos eletrodoadores (-OCHs, -N(CHj3)z, -
OH) néo tiveram resultados relevantes, com execcdo do p-metoxicinamato de etila (SF6).
Possivelmente, isso esta associado a outra via mecanistica, tendo em vista que na literatura é
comprovada a agdo inseticida de DAC’s que apresentam grupos metoxilas como o &cido
fertlico e p-metoxicinamato de etila para a espécie Culex pipiens, por exemplo (Kim et al.,
2008). Os resultados larvicidas desses compostos sao condizentes com o estudo do docking
molecular covalente, em que foi observado uma alta energia de ligacdo livre, ndo sendo
favoravel a formacdo do complexo entre proteina e ligante, o que condiz no estudo larvicida.

Contudo, a predicdo da constante de inibicdo, fornecida pelo docking molecular
covalente (Figura 31), diverge dos resultados larvicidas, provavelmente pelo fato de ndo haver
interferentes no estudo in silico que possam estar presentes na larva do vetor Aedes aegypti. Os

interferentes podem ser alvos biologicos utilizados no processo de desintoxicacdo dessa espécie



109

que podem também interagirem com o0s ésteres cinamicos, além de fatores como o pH e

presenca de agua no meio que possam influenciar a analise mecanistica.

Figura 31: Estimativa da constante de inibicdo e quantificacdo larvicida de ésteres cinamicos
n-substituidos.
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Fonte: Alcantara & Franca, 2024.

Dessa forma, com base no estudo do docking molecular covalente, a AChE, pertencente
a classe das carboxilesterases (hidrolase), € um alvo responsavel pela hidrélise enzimatica de
ésteres cinamicos n-substituidos, que tem papel crucial no desenvolvimento de diversos
organismos Vvivos, especialmente vetores como o Aedes aegypti. No entanto, quando inibida,
causa um maior acumulo de acetilcolina, causando colapso sindptico, perda do controle
muscular, convuls@es e parada respiratéria levando a morte (Araujo, Santos e Gonsalves, 2016;
Petronilho e Figueroa-Villar, 2014).

6.8. Analise de inibi¢do enzimatica in vitro dos ésteres cindmicos n-substituidos frente 8 AChE

presente no extrato larval.

A principio foi realizada uma quantificagdo proteica do extrato larval em trés diluigdes

(50 vezes, 100 vezes e 200 vezes) (Figura 32), em que ocorreu a partir da elaboragdo de uma
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curva analitica (ver anexo) utilizando a Albumina Serina Bovina (ASB, proteina de referéncia),
obtendo a seguinte equagdo da reta: Y = 0,0151x + 0,1155, com um bom R? > 0,995.
Conforme a Figura 32, o melhor resultado de quantificacdo proteica foi para a maior
diluicdo com o valor de 11,8 pug/mL, tal fato possivelmente esteja associado ao método
empregado de quantificacdo proteica (Método de Bradford) em que para a diluicdo de 200
tiveram menores interferentes advindos do extrato, uma vez que € uma matriz complexa, dentre

esses interferentes se encontram os pigmentos da larva.

Figura 32: Resultados da quantificagdo proteica e atividade catalitica da AChE presente no
extrato larval,
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

A atividade catalitica da AChE presente no extrato larval também seguiu a mesma
tendéncia nas dilui¢cbes, o melhor resultado ocorreu para a diluicdo de 200, apresentando o
resultado de 15,3 U/mg (Figura 32), o que esta de acordo, uma vez que a AChE estard mais
livre no meio aquoso, em pH e temperatura ideais para realizar a metabolizacdo (atividade
catalitica) do substrato (Acetiltiocolina) de forma mais eficiente.

De posse desses resultados, deu-se sequéncia ao estudo de inibicdo enzimatica dos
cinamatos de etila p-substituidos (SF1-SF11, SFD1-SFD3) a fim de verificar se o alvo
biologico associado a via mecanistica de hidrolize enzimatica (ver item 3.8) seria a AChE. Os
resultados de inibicdo enziméatica mostram que a AChE pode ser o alvo ou um dos alvos

bioldgicos que os ésteres cindmicos n-substituidos interagem, uma vez que na concentracéo de
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100uM todos os ésteres cinamicos com grupos eletroretiradores p-substituidos inibiram em
100% a AChE presente no extrato larval (Figura 33).

Figura 33: Resultados da Inibicdo enzimatica dos ésteres cindmico p-substituidos frente a
AChE presente no extrato larval.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Em contrapartida, os cinamatos de etila p-substituidos que apresentam grupos
eletrodoadores (-N(CHz3)2 (SF9) e -OH (SFD1) na estrutura cindmica ndo inibiram a AChE,
Esses resultados sdo condizente com o estudo larvicida e de docking molecular covalente
(Figura 29 e Figura 31), com excecdo do p-metoxicinamato de etila (SF6) que apesar do
resultado no docking molecular ndo ter sido bom, no estudo in vitro inibiu 100% a AChE, sendo
0 Unico composto com grupo doador de elétrons a apresentar um bom resultado larvicida com
CLsode 130,4 uM (Figura 31). Ainda nessa mesma vertente, foi realizado o estudo de cinética
enzimatica nas concentracdes de 15uM para o composto padrdo monossubstituido (SF1), p-

cloro-cinamato de etila (SF10) e o controle positivo (Temefds), conforme a Figura 34.
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Figura 34: Resultados do estudo cinético enzimatico do cinamatos de etila (SF1) e p-
clorocinamato de etila (SF10).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
Os resultados mostraram que ha uma hidrélise enzimatica, e a AChE pode estar

associada a essa metabolizac&o, uma vez que é uma serina protease (hidrolase). A medida que
tempo vai passando, a inibicdo enzimética dos compostos com destaque ao melhor larvicida
(composto SF10) vai sendo reduzida, isso mostra que o complexo ligante (cinamico) — receptor
(AChE) vai se separando, e o receptor volta a sua forma ativada (catalise enzimatica)

hidrolisando a acetiltiocolina, por exemplo.

6.9. Determinacdo do p-clorocinamato de etila (SF10) em amostras de testes larvicida em
CLAE-UV.

O ensaio larvicida foi repetido com p-clorocinamato de etila (melhor composto
larvicida), a fim de identificar e quantificar a solucdo contendo o analito (SF10) e o extrato
larval, apds 24 horas de exposicao larval. Entretanto, foi observada a presenca de seu precursor
(&cido p-clorocinamico (Cin-4-Cl)).

Assim, o p-clorocinamato de etila e seu precursor (&cido p-clorocinamico), formado a
partir da hidrolise enzimatica, foram determinados por CLAE, e comparados com o tempo de
retencdo de ambos 0s compostos puros (3,3 min para o acido p-clorocindmico (Cin-4-Cl) e 3,6
min para o p-clorocinamato de etila (SF10)), conforme observado na Figura 35 (A-B). Os
compostos foram identificados nos cromatogramas da solucdo contendo as amostras de analito
SF10 e extrato larval (Figura 36A-B). O extrato do controle negativo (0,33% v/v de DMSO)
também foi submetido ao estudo (Consultar o Anexo para o cromatograma da solucdo do
controle negativo).



Figura 35: Cromatogramas do acido p-clorocinamico (Cin-4-Cl) e p-clorocinamato de etila (SF10) puros.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

113



114

Duas curvas analiticas referentes ao precursor (Cin-4-Cl) e o composto SF10 foram
elaboradas utilizando o método de calibracdo externa, de acordo com o Grafico 2A-B. A
linearidade obtida em ambas as curvas é condizente aos critérios analiticos estabelecidos na
literatura (ICH, 2005; Kazusaki et al., 2012). A Tabela 15 mostra alguns desses parametros,
como o coeficiente linear (R > 0.96) de ambos os compostos analisados, a significancia
apresentada abaixo de 0,05, assim como as equag0es das curvas de calibracéo.

Grafico 2: Curvas analiticas dos derivados do acido cinamico.
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Legenda: (A) — p-clorocinamato de etila (SF10); (B) — acido p-clorocinamico (Cin-4-Cl).
Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Tabela 15: Padrdes estatisticos das curvas analiticas dos compostos SF10 e Cin-4-Cl.

Composto Equacdo Linear Alcance R? tr LOD LOQ
Linear ) (ug/mL)  (png/mL)
(Hg/mL) (min)

SF10 y=3,2233x-4,2521 3,00-60,00 0,9986 3,61 0,0097 0,0195
Cin-4-Cl y=4,4355x-4395 165-10,00 0,9652 3,32 0,0078 0,0156
Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

De posse das equacOes lineares, foram calculadas as massas presentes na solucéo
contendo o analito SF10 e o extrato larval, com base na altura integrada de cada pico. As
concentragdes dos analitos SF10 e Cin-4-Cl presentes nas amostras do ensaio larvicida séo

apresentadas na Tabela 16.
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Tabela 16: Quantificacdo dos compostos SF10 e Cin-4-Cl encontrados no extrato larval e na
solugdo sobrenadante de p-clorocinamato de etila (SF10) apds 24h de exposicao.

Composto Amostras
Extrato Larval [pg/mL] Solucéo sobrenadante do 36d
[Hg/mL (UM)]
SF10 8, 2531 + 0,2413 10,8746 + 0,7458
Cin-4-Cl 2,7143 £ 0,2869 3,8191 £ 11,1159

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Apos avaliacdo dos dados obtidos, constatou-se que no extrato larval foi recuperado um
percentual de 16,51% (8,25 pg/mL) de p-clorocinamato de etila (SF10), em conformidade com
a CLso estabelecida para o referido composto. Além disso, aproximadamente 5,43% (2,71
pg/mL) do composto SF10 foi convertido em &cido p-clorocindmico (Cin-4-Cl) por meio de
uma reacao de hidrdlise enzimatica. Apds 24 h de exposicdo, a solucdo sobrenadante foi
analisada e as recuperac6es foram cerca de 21,75% (10,87 pg/mL) do composto SF10 e 7,64%
(3,81 pg/mL) do composto Cin-4-Cl (Tabela 16).

6.10. Analise morfoldgica

A analise morfoldgica das larvas expostas a solu¢do do composto SF10 (50 pg/mL)
evidenciou variagdes no intestino, térax, sifdo e papila anal em relacéo ao controle (0,33% v/v
de DMSO). Esse estudo foi realizado por dois métodos, a Microscopia Optica (MO) e a
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). Em ambas as técnicas, as larvas do controle
negativo tinham aspecto vermiforme, com cabeca, torax e abdome (Intestino médio e posterior),
sendo esse Ultimo composto por oito segmentos, seguido do sifdo (amparato respiratorio) e
papilas anais (responsaveis em regular o sistema osmdtico além da secrecdo de substancias
toxicas a espécie) (Figura 37A-C e Figura 37A - E).

Para algumas larvas submetidas ao composto SF10, foi possivel observar o
exoesqueleto rigido e alongado (Figura 37D) com reducdo da massa corporal (manchas
escuras), tanto no térax quanto nas regides do intestino e sifdo, conforme visto na Figura 37 (D-
F). Além disso, foi evidenciado para outras larvas a curvatura do abdome e a presenca de
manchas pretas na mesma regido do intestino e sifdo (Figura 37G-1), além de modificacGes nas
papilas anais, ficando mais translicidas, que possivelmente estdo relacionadas a eliminacao da
matriz peritrofica ou substancias toxicas (Figura 371) (Dalarmi et al., 2015; Fujiwara et al.,
2017; Procopio et al., 2015; Vogt, 2010).
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Figura 37: Morfologia externa das larvas expostas aos grupos tratados (Controle negativo,
composto SF10).

Legenda: (A — C) — Larvas tratadas do grupo controle; (D — I) — Larvas expostas ao p-clorocinamato de
etila (SF10); (E) — Térax e abdome rigidos, apresentando manchas escuras; (F) — Papilas anais
danificadas; (G — H) — Larva exibindo intestino curto com manchas pretas; (I) — Sifdo e papilas anais
translucidas.

Fonte: elaborado pela autora, 2024.

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) proporcionou uma visualizagdo mais
detalhada da total destruicdo do térax em larvas expostas ao composto SF10 (38H), além de
revelar danos nos intestinos médio e posterior, onde esté localizada a matriz peritréfica (381).
Esses resultados estdo em concordancia com os estudos anteriores, 0s quais indicam que o p-
clorocinamato de etila (SF10) atua provavelmente inibindo de modo reversivel algumas serina-
proteases como a AChE. Além disso, a hidrélise enzimatica que ocorre na larva provoca a
destruicdo da matriz peritrofica que é secretada em conjunto com o precursor do p-
clorocinamato de etila (SF10). Esse processo desencadeia uma desregulacdo osmotica,
culminando na destruicdo total das papilas anais, assim como do sifao (Figura 381-J).

Em contraste, o controle positivo ndo ocasionou danos ao intestino posterior, nem ao
sistema respiratério e de regulacdo osmética de ions. Isso ocorre porque 0 processo de
metabolizacdo de organofosforado em larvas de insetos, como o Aedes aegypti, difere da via
mecanistica dos cinamatos de etila n-substituidos. Porém, observou-se modificacdes e
destruicdo completa tanto nas regides onde se concentram 0s sucos gastricos quanto no intestino
médio onde ha uma maior quantidade de enzimas digestivas (38K — O).
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Figura 38: Aplicacdo do MEV para anélise morfoldgica das larvas expostas aos grupos tratados (Controle negativo, composto SF10 e Temefds).
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Legenda: (A — E) — Larvas tratadas do grupo controle negativo; (F — J) — Larvas expostas ao p-clorocinamato de
etila (SF10); (K — O) — Larvas tratadas com o Temefos; (B,G e L) — Cabeca da larva; (C, H e M) — Térax; (D, | e
N) — Abdome; (E, J e O) — Papilas Anais e siféo.

Fonte: elaborado pela autora, 2024.
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Estudos reportados na literatura evidenciam que os larvicidas naturais podem atuar por
acbes combinadas, toxicidade quimica, destruicdo ou deformacdo das células epiteliais
intestinais, causando a eliminacdo da matriz peritrofica ou de substancias toxicas (Corbet et al.,
2000; Fujiwara et al., 2017). Fujiwara et al. (2017) e Procopio et al. (2015), ao estudarem a
atividade larvicida de derivados do acido cindmico, comprovaram a deformacéo e hipertrofia
das células epiteliais intestinais, o que provocou a reducao da massa corporal, abdémen curvo
ou alongado, eliminacdo da matriz peritrofica e de substancias toxicas, causando disfuncao nas
papilas anais responsaveis pela regulacao dos eletrolitos (Chaithong et al., 2006).

Portanto, sugere-se que o composto SF10 atua no intestino larval, possivelmente,
interagindo com enzimas digestivas, como as hidrolases. Ao ser metabolizado por um processo
de hidrolise o acido Cin-4-Cl formado possivelmente desencadeou a atividade larvicida,
promovendo um efeito de toxicidade sinérgica que se intensificou contra as larvas de Aedes

aegypti ao tentar eliminar o metabdlito produzido (Franca et al., 2021).

6.11. Analise da Viabilidade celular dos derivados cinamatos de etila n-substituidos (SF1,SF3,
SF10, SFD2 e SFD3) que mais se destacaram na atividade larvicida incluindo o composto
padrdo (SF1).

Os cinco derivados cinamatos n-substituidos (SF1,SF3, SF10, SFD2 e SFD3), que
apresentaram atividade larvicida foram submetidos ao teste de citotoxicidade, utilizando a
linhagem da célula tumoral A549 (células de cancer de pulmdo humano). No bioensaio, foi
observado que o composto SF1 ndo apresentou alteracdo na viabilidade celular, em nenhuma
das faixas de concentracGes testadas (5-100 pg/mL), conforme representado no Grafico 3A.
Assim, como nado houve diferenca significativa para a maioria das concentracdes (Grafico 3A).

O compostos SF10 (p-clorocinamato de etila) que apresentou melhor atividade larvicida
(CLso = 8,3 ug/mL) e o composto SF3 mostraram uma reducdo no desenvolvimento celular na
concentracdo de 100 pg/mL, ao passo que nas demais concentracdes a viabilidade celular foi
acima de 75%, ndo afetando de forma direta 0 meio de cultura celular (Grafico 3 B-C).

Entretanto, os compostos SFD2 e SFD3 se mostraram um pouco mais toxicos,
reduzindo em quase 45% a viabilidade celular na mais alta concentragdo, enquanto que nas
concentracdes de 5 e 50 pg/mL a reducdo foi em torno de 35% (Grafico 3D-E). Assim, os
derivados cinamatos podem ser bons candidatos a larvicidas com destaque ao p-clorocinamato

de etila (SF10), excegdo para 0os compostos SFD2 e SFD3, respectivamente.
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Os resultados corroboram com os estudos feito por Behar et al. 2018, que ao estudarem
o efeito citotoxico do cigarro eletrdnico em células pulmonares, observaram que o cinamato
de etila presente nos fluidos da recarga do cigarro ndo alterava a viabilidade celular da linhagem
A549. Além disso, ja é reportado na literatura a baixa toxicidade dessa classe cinamica,
comprovada pela sua aplicagdo na industria de cosméticos e na quimica medicinal (Pontiki et
al., 2014).

Grafico 3: Analise de Viabilidade celular dos derivados cinamatos n-substituidos.
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Fonte: Adaptado de Lima & Barreto, 2021.
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3.11. O tempo de agéo larvicida do p-clorocinamato de etila (SF10) no ambiente.

O p-clorocinamato de etila (SF10) foi selecionado para o estudo cinético de acao
larvicida, por ser o composto mais promissor até o0 momento. O composto apresentou acdo por
um periodo de 24 a 72 h, com o percentual decrescente de mortalidade de 100, 85 e 0%,
respectivamente, para uma concentracgdo inicial de 50 pg/mL, conforme especificado na Gréafico
4,

Gréfico 4: Periodo de acdo do p-clorocinamato de etila (SF10).
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Legenda: a — Média com a mesma letra do composto padrdo ndo difere pelo método de comparacéo
multipla de Dunnett; b- Médias que diferem apresentaram baixa diferenca significativa (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Esses dados corroboram com o resultado de quantificacdo da solu¢do do sobrenadante
na analise de CLAE-UV (Ver Secdo: 3.8), em que foi possivel observar ap6s 24 h de exposicdo
larval uma recuperacdo de 10,87 pg/mL do composto SF10 e 3,82 pg/mL do produto de
derivatizacdo (composto Cin- 4-Cl), que consequentemente seria metabolizado por o novo
ciclo de larvas do quarto instar (L4). Além disso, foi observado que em 96h ndo houve
mortalidade, e isso pode estar associado ao consumo quase total do composto SF10,

impossibilitando a morte do novo ciclo de larvas do vetor Aedes aegypti.

6.12. Estudo de ecotoxicidade do p-clorocinamato de etila (SF10) frente as hortalicas e

leguminosas

6.12.1. Lactuca sativa L. Var. Betania

O p-clorocinamato de etila (SF10) foi selecionado para o estudo ecotoxicolégico com o

objetivo de verificar sua seletividade frente a outros organismos vivos que ndo seja 0 mosquito
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Aedes aegypti. Dentre as espécies utilizadas, a Lactuca sativa foi escolhida para o inicio dos
estudos, pois é uma das hortalicas mais suscetivel as substancias perigosas do que outras do
mesmo género (Campagna-Fernandes, Marin e Penha, 2016; Lyu et al., 2018; Young et al.,
2012). Alem disso, por ela apresentar germinacéo rapida e homogénea, facilita a determinacao
da toxicidade de compostos utilizados no meio ambiente (Campagna — Fernandes; Castro,
2013).

O método utilizado na verificacdo da toxicidade do composto SF10 é sensivel, pois,
levou-se em consideracao tanto o percentual de germinagdo, como o desenvolvimento radicular
e alongamento do hipocétilo (Priac, Badot e Crini, 2017; Young et al., 2012).

Assim, o composto SF10 se mostrou toxico para a concentracao de 100 pg/mL, ao passo
gue nas demais concentracdes todas as sementes germinaram com bom crescimento radicular,
guando comparado ao controle negativo (Grafico 5A). Embora no Grafico 5B o alongamento
hipocétilo teve uma reducao em relacéo ao crescimento da raiz, em ambos os graficos (5A-B)
na concentracdo de 12,5 pg/mL o crescimento radicular e hipoco6tilo foi melhor do que nos dois
controles negativos (agua e 0,33% v/v de CH3CN). Os dados observados tiveram diferenca
siginificativa em relacdo ao controle positivo, com exececdo da concentracdo de 100 pg/mL
(ZNS0O4.7H20 (100 pg/mL)), porém essa diferenca foi abaixo de 0,05.

Gréfico 5: Efeito da exposicdo do p-clorocinamato de etila (SF10) no desenvolvimento da
radicula e do hipocétilo da Lactuca sativa.

(A) (B)

15.0 15.0
« 1254 S 1251
F

< - 10.09
& 100

o~
c E
v E

754 E 7.5

mento do hipoc

-

b b
b
b b b

E 5.0 b 5.0 b b
® s b
(8] 2.5 a ’—_r—‘ a § 2.549 a T a

T T T T T T T 0.0 T T T T T T T

> o > hd © o o o > ® o ° o

QC,O & 9 N2 L B R & 9 N L% < K
AV

[+

0.0

Concentragao (ug/mL) Concentragao (ug/mlL)

Legenda: a - Média com a mesma letra do composto padrédo ndo difere pelo método de comparagdo
multipla de Dunnett; b- Médias que diferem apresentaram baixa diferenca significativa (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

A concentragéo de inibigdo de 50% (Clso) da germinagéo da Lactuca sativa foi calculada
para 0 p-clorocinamato de etila (SF10) (Tabela 17), encontrando o valor de 88,45 pug/mL, alta
quando comparada ao controle positivo (ZnSQO4 . 7H20, Clso = 33,88 pg/mL) e a CLso larvicida
(CLso= 8,3 pg/mL), respectivamente. Portanto, para essa espécie o composto SF10 possui baixa
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toxicidade, sendo constatado pelo indice de germinacdo ap6s 168h de exposicdo, como
observado na Tabela 17, em que o controle negativo (dgua destilada) teve uma germinacdo de
100%.

Tabela 17: Resultado quantitativo de toxicidade do p-clorocinamato de etila (SF10).

Composto CLso IC 95% (LCI-LCS) X2 Ref.
(Hg/mL)
SF10 88,45 79,69 — 98,29 2,0 -

(Diaz, Campos &
ZnS0,.7H,0 33,88 24,99 — 42,77 <1 Oron, 2018)
Legenda: CLso -Concentracéo Letal de 50%; IC — Intervalo de confianga e X2 -Grau de validagdo Fonte:
Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

A Tabela 18 mostra que o composto SF10 estimulou o crescimento radicular (ICR >
1,2) e a germinacdo (IG > 120 %) nas concentragdes de 12,5 pg/mL (ICR =1,89 mm; IG =
188,59%) e 25 pg/mL (ICR = 1,22 mm; IG = 122%), respectivamente. Assim como na
concentracédo de 50 pg/mL (IGR = 0,83 mm; IG = 82,5%), que n&o afetou significativamente o
crescimento radicular (0,80 < IGR < 0,8) e a germinagdo (80% > IG < 120%), mas na
concentracdo de 100 pg/mL ocorreu inibicdo da germinacdo (IG < 80%) e do crescimento
radicular (ICR <0,80) (Tabela 18). Embora na mais alta concentragdo tenha mostrado inibigéo
do crescimento da raiz embrionéaria (radicula), pelo o periodo de 7 dias de exposi¢do, nao
ocorreu efeitos subletais que geralmente acontece sob concentracdes muito baixas, em que a

semente passa a absorver, ocasionando seu efeito letal (Young et al., 2011).

Tabela 18: Analise de fitotoxicidade do p-clorocinamato de etila frente a Lactuca sativa.

Concentragdo (ug/mL)  ICR[IC 95%, (LI - LS)] (mm) 1G (%) Categoria de
Toxicidade
12,5 1,89 (1,78 — 1,96) 188,59 ECR
25 1,22 (1,21 -1,23) 122,00 ECR
50 0,83 (0,78 — 0,89) 82,8 SES
100 0,12 (0,07-0,17) 12,48 ICR

Legenda: ICR — Indice de Crescimento Radicular; IC — Intervalo de confianga de 95%; LI — Limite
Inferior; LS — Limite Superior; IG — indice de Germinacdo; ECR — Estimulacio do Crescimento
Radicular; SES — Sem Efeito Significativo; ICR — Inibi¢do do Crescimento Radicular.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Esses resultados séo condizentes com os reportados por Lorenzo et al., (2019), que ao
avaliar a toxicidade de alguns derivados do acido cinamico, como o cinamato de metila, foi

observado que em maiores concentragdes ha dimuigéo na atividade dos catalisadores glutationa
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peroxidade e alfa-amilase, responsaveis pelo desenvolvimento embrionério da semente,

contribuindo para a reducdo e/ou inibigdo do crescimento radicular (Lorenzo et al., 2019).
6.12.2. Allium cepa L. E Solanum lycopersicum L.

O p-clorocinamato de etila (SF10) foi submetido ao teste macroscdpico da Allium cepa,
conforme representado no Grafico 6, ndo apresentando inibicdo da germinacdo nas
concentracdes (5 -50 pg/mL) que a espécie foi exposta. Contudo, assim como no teste
envolvendo a Lactuca sativa, houve reducdo no crescimento da raiz com o aumento da
concentracdo. A diferenca significativa foi presente em todas as concentragdes, quando
comparada ao controle positivo (10% v/v de CuSO4.5H,0), porem com p < 0,05. Além disso,
foi possivel observar que o composto SF10 estimulou o crescimento radicular a partir da
concentracédo de 25 pg/mL, sendo mais intenso na concentracéo de 6,25 pg/mL e com melhor
desenvolvimento radicular quando comparado ao controle negativo (agua destilada) (Gréfico
6; Tabela 19).

Gréfico 6: Resultados da exposic¢do do p-clorocinamato de etila (SF10) frente a Allium cepa.
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Legenda: a — Média com a mesma letra do composto padrdo ndo difere pelo método de comparacéo
multipla de Dunnett; b- Médias que diferem apresentaram baixa diferenca significativa (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Pelo estudo do indice de crescimento radicular e de germinacdo em maiores
concentragdes, 0 composto inibiu o desenvolvimento radicular e germinativo (Tabela 19), ao
passo que nas menores concentracdes (6,25 e 12,5 pg/mL), houve o estimulo de ambos os
parametros de toxicidade ou ndo afetou significativamente a germinacao, nesta ordem (Tabela
19).
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Tabela 19: Andlise de fitotoxicidade do p-clorocinamato de etila frente a Allium cepa.

Concentragéo (ug/mL) ICR[IC 95%, (LI - LS)] (mm) 1G (%) Categoria de
Toxicidade
6,25 1,51 (1,45 -1,57) 150,56 ECR
12,5 1,17 (1,09 - 1,27) 117,29 SES
25 0,78 (0,75-0,81) 78,16 ICR
50 0,40 (0,39 — 0,40) 40,12 ICR

Legenda: ICR — indice de Crescimento Radicular; IC — Intervalo de confianca de 95%; LI — Limite
Inferior; LS — Limite Superior; IG — indice de Germinacdo; ECR — Estimulagio do Crescimento
Radicular; SES — Sem Efeito Significativo; ICR — Inibigdo do Crescimento Radicular.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

O composto SF10 também foi avaliado para a Solanum lycopersicum em diferentes
concentracdes, uma vez que o método € rapido, confiavel e simples. Além disso, esse método
assim como o método da Allium cepa tém sido utilizados como ferramentas de monitoramento
de ecotoxicidade em pesticidas e impacto de estresse salino no solo (Bacha et al., 2017; Ozcan,
2016).

O Gréafico 7 mostra a variagdo do crescimento da raiz, que teve uma leve reducéo quando
comparado ao controle negativo, sendo inversamente proporcional as concentracfes, assim
como nos estudos vistos anteriormente. Os dados da Tabela 20 mostram que nas concentragdes
de 25 e 50 pg/mL o composto inibiu o crescimento radicular, ja em 12,5 pg/mL ndo teve

significancia de estimulo.

Tabela 20: Andlise de fitotoxicidade do p-clorocinamato de etila frente a Solanum
lycopersicum.

Concentragédo (ug/mL)  ICR [IC 95%, (LI - LS)] (mm) 1G (%) Categoria de
Toxicidade
12,5 1,10 (1,05 -1,11) 108,53 SES
25 0,86 (0,66 — 1,06) 86,46 ICR
50 0,69 (0,52 — 0,85) 69,09 ICR

Legenda: ICR — indice de Crescimento Radicular; IC — Intervalo de confianca de 95%; LI — Limite
Inferior; LS — Limite Superior; IG — indice de Germinacdo; ECR — Estimulacdo do Crescimento
Radicular; SES — Sem Efeito Significativo; ICR — Inibigdo do Crescimento Radicular.

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Gréfico 7 Resultados da exposicdo do p-clorocinamato de etila (SF10) frente a Solanum
lycopersicum.
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pelo método de comparacdo mdaltipla de Dunnett; b- Médias que
diferem apresentaram baixa diferenca significativa (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

6.12.3. Analise comparativa do indice de germinacio da Lactuca sativa, Solanum lycopersium
e Allium cepa.

O percentual de germinacdo do controle negativo (dgua destilada) foi de 100%, ao passo
que em 0,33% v/v de CH3CN e DMSO das especies Lactuca sativa, Solanum lycopersicum e
Allium cepa foram de 105%, 72,53% e 82,4%, respectivamente. O controle negativo (0,33% de
CH3CN) da Laccuca sativa estimulou em 5% a germinagdo, embora a0 comparar com as
concentragfes em 25 e 12,5 pg/mL do composto SF10, o aumento observado no indice de
germinacdo foi de 17 e 83% (Tabela 18), ou seja, a mais do que o &crescimo do controle
negativo (0,33% de CHsCN).

O efeito de estimular a germinacéo na Lactuca sativa pode estar associado a ocorréncia
de compostos fendlicos derivados do acido cinamico na rota biossintética do &cido chiquimico,
presente no Alface (Figura 2) (El-Seedi et al., 2012; Sova e Saso, 2020). Narukawa et al. (2009)
ao estudarem a Lactuca sativa, observaram que derivados cinamicos como o &cido clorogénico,
estimulava o crescimento estrutural das radiculas secundarias, distribuindo-se em toda a
extensdo radicular e inclusive no hipocotilo (Narukawa et al., 2009).

As outras especies ndo teve o estimulo de germinacao tdo pronunciado quanto a Lactuca
sativa, mas tal efeito pode estar associado a sensibilidade das espécies no controle negativo,
como a Solanum lycopersicum que foi mais sensivel para 0 mesmo controle negativo em que a
Lactuca sativa foi exposta. A Solanum lycopersicum teve uma reducdo na germinacdo de

27,47% quando associado ao controle da agua destilada (IG = 100%). Entretanto, a relacdo das
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concentragdes de 25 e 12,5 pg/mL do composto SF10 e o controle negativo (0,33% de CH3CN),
teve 0 acréscimo de mais de 10 e 30%, respectivamente (Grafico 8, Tabela 20). Da mesma
forma para a espécie Allium cepa, na concentracdo de 12,5 pg/mL, teve o aumento de 34,84%,
em relacdo ao DMSO (0,33% v/v, controle negativo), porém na concentracao de 25 pg/mL, foi
observado uma inibicdo do crescimento radicular de 4,24%.

Os controles negativos utilizados no presente estudo séo usados na literatura, e efeitos
de estimulacdo na germinacdo foram observados para alguns solventes organicos como o
DMSO nas espécies do género Solanaceae (Sciuchett e Iturrian, 1965). Embora para a Allium
cepa o efeito tenha sido inverso, & possivel que esteja relacionado a facilidade de
permeabilizacdo que o solvente fornece para que a espécie organica entre na membrana e em
barreiras celulares da planta (Jacob, Bischel e Herschler, 1964; Kocsis, Harkaway e Snyder,
1975; Yu e Quinn, 1994).

O Gréfico 8 mostra a relacdo entre as concentracfes de 12,5; 25 e 50 pug/mL das trés
espécies estudadas, sendo possivel observar que a Solanum lycopersicum foi mais suscetivel na
concentracdo de 12,5 pg/mL em relacdo as demais espécies, ao passo que a Allium cepa se
mostrou mais sensivel nas duas maiores concentracdes (25 e 50 pg/mL). A Lactuca sativa,
apesar da alta sensibilidade reportada na literatura, mostrou-se mais resistente a0 composto
SF10 quando comparada a Solanum lycopersicum e a Allium cepa, respectivamente.

Grafico 8: Resultado da correlacdo linear do indice de germinacdo do composto SF10, frente
as hortalicas e leguminosas.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Além do mais, foi observada uma correlacdo linear decrescente forte (r > —0,7) da

concentragdo versus o indice de germinacdo, sendo representada pelo coeficiente de correlacdo



127

de Pearson (r), em que para as espécies da Allium cepa, Solanum lycopersicum e Lactuca sativa
tiveram os valores de —0,9805, —0,9666 e —0,9432, respectivamente, tendo uma melhor relagao

linear decrescente a Allium cepa (Gréafico 8) (Paranhos et al., 2014).

6.12.4. Andlise da exposicdo do p-clorocinamato de etil (SF10) frente o Oreochromis niloticus
(Tilapia do Nilo).

O p-clorocinamato de etila (SF10) ja se mostrou de baixa toxicidade em espécies
vegetais, podendo ser explorado no estudo de regulacdo de crescimento vegetal, uma vez que
estimulou em determinadas concentragdes 0 seu crescimento. Assim, para corroborar com o0
estudo ecotoxicoldgico do composto SF10, foi realizado o ensaio de toxicidade frente ao
Oreochromis niloticus a fim de verificar se em mamiferos aquaticos de &gua doce o composto
SF10 pode ser considerado de baixo risco para os rios e lagos, por exemplo. Dessa forma, a
selecdo do Oreochromis niloticus ocorreu pelo fato de ser uma espécie resistente, encontra-se
em abundancia no Brasil com destaque para regido Nordeste, e muito utilizado em analises
ambientais de compostos organicos e inorganicos.

Os resultados evidenciados no presente estudo mostram que o composto SF10 é toxico
para a espécie Oreochromis niloticus na concentracédo letal de 50% apds o periodo de 48h de
exposicao (Gréficos 9), similar a CLso (8,3 pg/mL) frente ao vetor Aedes aegypti, constatando
que para organimos aquaticos de dgua doce o comportamento de toxicidade é provalmente
similar, bem como o possivel mecanismo de agdo, tendo em vista que serinas proteases com
destague a AChE se encontram no sistema de metabolizacdo de peixes tal como a Tilapia do

Nilo.

Grafico 9: Resultado da quantificacdo de toxicidade (Regressdo nao linear) do composto SF10

frente ao Oreochromis niloticus.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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Além disso, a nivel de comparagdo, a CLso de toxicidade frente ao Oreochromis
niloticus foi realizada sob diversos periodos (24h —96h) (Tabela 21) e ficou evidente 0 aumento
da toxicidade quando se aumenta o periodo de exposi¢cdao. Embora o composto SF10 seja toxico
na concentracdo em 8,20ug/mL para a Tilapia do Nilo, esse pode servir de modelo para a sintese
de outros DAC’s, visando bons condidatos a inseticidas, uma vez que na literatura ja € reportado
a baixa toxicidade do acido cindmico frente a Carassius auratus (Peixe dourado) apresentando

uma CLsg de 60 pg/mL, de acordo com Ling et al. (2015).

Tabela 21: Resultados da exposi¢do do composto SF10 frente ao Oreochromis niloticus.

Periodo de exposicéo (h) ClLso (ug/mL) IC (95%) X?
24 9,15 8,19 12,58 5,15
48 8,20 7,55 -9,27 4,56
72 8,02 7,46 — 8,88 5,89
96 7,93 7,38-8,75 3,70

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

6.13. Atividade Antifingica dos Derivados do acido cindmico.

Cerca de 31 derivados do acido cindmico foram utilizados na anélise antifungica frente
as leveduras Candida albicans e Cryptococcus neoformans, sendo eles ésteres e acidos
cinamicos (Figura 39 — 40). Nessa andlise fica evidente que para a C. albicans a presenca do
substituinte no ndcleo basico cinamoil (SF1, SF4, SF5 - SF13, SFD1 - SFD3, SFDD e ACP),
atrelado a cadeia lateral pode levar a uma maior ou menor atividade frente a esse fungo. Para a
série dos cinamatos de etila, foi observado que o composto padrdo SF1 teve acdo antifungica
(MIC = 2,27mM), condizente com o resultado de Perez-Castillo et al. (2020) para o cinamato
de metila com MIC de 1,54 mM. Dessa forma, fica evidente que a cadeia lateral também
influencia nessa atividade.

Em contrapartida, a presenca de grupos eletroretiradores (-OCFs3, -F, -NO2, -NC e -Cl)
na posicdo p do grupo cinamoil quando comparado ao composto padrdo (SF1) houve a
inativacdo das moléculas, com excecdo dos compostos SF11 e SFDD com MICs de 1,57 mM
e 0,42 mM. Entretanto, o composto SFDD apresentou o melhor resultado para essa classe, 0
que pode estar associado a uma maior distribuicdo na densidade eletrdnica, promovida pelo
efeito de ressonéncia com a adi¢do do grupo eno no nucleo cinamoil (Figura 39) (Vita, De et
al., 2016). Esse efeito ficou evidente no composto SFD2 monossubstituido, que em comparagao

ao composto SF1 teve uma atividade mais pronunciada (MIC = 1,95mM), e a presenca do
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atomo cloro (-CI) na posi¢do para dessa molécula (composto SFDD) levou a intensificacdo
dessa atividade (Figura 39).

A posic¢do do substituinte também altera a atividade antifingica, isso pode ser observado
para os compostos SF12, SF13 e SF10, em que um decréscimo da atividade seguiu no sentido
de orto = meta > para com MIC de 1,9 mM. Embora para a posi¢éo p ndo se observou efeito
inibitorio para a cepa C. albicans, a presenca de mais um &tomo de cloro (-Cl) na posicao orto
(Composto SFD3) levou a uma atividade com MIC igual ao dos compostos SF12 e SF13
(Figura 39).

Figura 39: Atividade antifungica dos derivados do &cido cindmico frente & Candida albicans.
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Fonte: Petra, Silva & Franga, 2024.

Perez — Catillo et al. (2020) também evidenciaram o efeito da posi¢cdo na porcéo
cinamoil para os grupos retiradores e doadores de elétrons e observaram que na posicao para o
efeito antiflngico foi reduzido, ao passo que para substituintes eletrodoadores como a hidroxila
(-OH) ou o grupo metoxido (-OCHzs), a posi¢do orto implicou numa melhor acéo, seguida da
meta e para, respectivamente (orto>meta>para). Esse efeito também foi observado para o p-
hidroxicinamato de etila (composto SFD1) e p-metoxicinamato de etila (SF6) que apresentaram
MIC’s de 1,0mM e 1,94 mM, respectivamente (Figura 39). Esses resultados sédo condizentes
aos reportados na literatura, em que derivados do acido cafeico e ferulico tiveram agéo frente a

C. albicans e que os grupos hidroxilas tendem a aumentar tal atividade.
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Embora, o p-clorocinamato de etila (SF10) ndo apresentou atividade antiflgica, a
reducdo deste ao alcool p-clorocinamato levou a uma atividade antifangica (MIC = 1,2 mM)
(Figura 39), que, possivelmente, possa estar associada a uma melhor interacdo do grupo
hidroxila com os alvos bioldgicos presentes na levedura.

Em relacdo aos &cidos, foi observado que o acido cindmico (composto Cin) se mostrou
mais ativo (MIC = 1,35 mM) frente a C. Albicans quando comparado ao composto SF1 (Figura
40). Esse efeito pode estar associado provavelmente a uma maior hidrofilicidade do acido
cinamico, o que aumenta a interacdo por meio de ligacdes de hidrogénio entre os constituintes
da membrana plasmatica e o composto Cin. De Moraes et al. (2023) ao estudarem os acidos
cindmicos frente a Candida albicans, observaram que esses compostos agem pela inibi¢do da
sintese do ergosterol ou pela interacéo direta com esse colesterol.

Embora o composto Cin tenha apresentado atividade bioldgica frente a essa cepa, 0s
demais &cidos cindmicos com grupos eletroretiradores no anel aromatico (-Cl, -Br, -CN, -F, -
CFz e -NO») na posigéo para, ndo apresentaram atividade fungicida, assim como nos cinamatos
de etila n-substituidos (Figura 39 -40). Dois efeitos podem ter contribuido para a inatividade
desses compostos em relacdo a Candida albicans: 1) a posicdo em que 0 substituinte esta
localizado e, Il) o efeito push-pull associado a presenca de grupos eletroretiradores. Esses
efeitos podem ter comprometido a possivel interacdo com o ergosterol ou a inibicdo de sua
producdo. Por outro lado, os acidos que mais se destacaram, quanto a atividade fungicida, foram
0 &cido 3,4 diclocinamico (Cin — 3,4-Cl), o acido 2-clorocinamico (Cin — 2-Cl) com MIC’s de
0,23mM e 0,55 mM, respectivamente.

Para os acidos com grupos eletrodoadores no anel aromatico, compostos Cin-4-OCHs,
Cin 3 -OH-4-OCHgs e Cin-2-OCHgs, foram obtidos MIC de 2,2mM que séo baixos quando
comparados com os valores do acido cinamico (Composto Cin) e dos ésteres cinamicos. (Figura
40). De modo geral, os DAC’s tiveram uma leve atividade antifingica quando comparada a

anfotericina B por exemplo, que apresentou um MIC menor que 1ug/mL.
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Figura 40: Resultados da atividade antiflngica dos acidos cindmicos n-substituidos frente a C.
albicans.
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Fonte: Petra, Silva & Franga, 2024.

No estudo de inibicdo de crescimento antifungico para a cepa C. neofarmans, 0s
cinamatos de etila n-substituidos apresentaram melhores resultados quando comparado aos
resultados frente a C. albicans. Nessa andlise, 0 composto SF1 teve 0 mesmo MIC em relacéo
a C. albicans equivalente a 2,3 mM, porém, a presenca de substituintes eletroretiradores na
posicdo para no grupo cinamoil, observou-se 0 aumento na atividade a partir da seguinte
sequéncia de substituintes -H<-F<-OCF3<-CI<-CN<-Br (SF1<SF5<SF4<SF10<SF8<SF11),
destacando-se o p-bromocinamato de etila (SF11) com MIC de 0,39 mM (Figura 41). O efeito
de ressonancia combinado ao indutivo (Polaridade) pode estar associado com essa acao
bioldgica, induzindo a um maior aumento da lipofilicidade, além da melhor interacdo de ligacdo
de halogénio frente a algum receptor bioldgico.

Com base na posicdo do substituinte, a orto prevalece na atividade antifungica,
destacando-se o o-clorocinamato de etila (SF12) com MIC de 0,74mM, ao passo que 0 m-
clorocinamato de etila (SF13) e p-clorocinamato de etila (SF10) apresentaram MIC de 0,95mM.
Contudo, a presenca de mais um atomo de cloro na posicéo orto do composto SF10 (composto
SFD3), observou-se um aumento no MIC e uma reducédo na atividade, possivelmente o efeito
estérico pode levar a uma reducdo na acao bioldgica, no entanto € necessario mais estudo para
confirmar esse feito.

Além disso, a adi¢do do grupo eno na estrutura cinamica (composto SFD2) possibilitou

uma melhor acédo antifungica entre todos os compostos com MIC de 0,24 mM ao comparar com
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0 composto padrao (SF1). Da mesma maneira, observou-se para o composto SF10, que a adigdo
do grupo eno levou a um aumento da atividade antifungica de 0,42mM. A extensdo da
conjugacdo em SF10 (Composto SFDD), possivelmente, aumentou a lipofilicidade, sendo essa
provavelmente responsavel pela acdo bioldgica (Figura 41).

Os cinamatos de etila com substituintes doadores de elétrons tiveram também o bom
efeito antifingico com MIC de 0,48mM e 0,52 mM para os compostos SF6 e SFDI,
respectivamente. Esses compostos foram mais ativos que o0s cinamatos de etila com
substituintes eletroretiradores na posicdo para do anel fenila (Figura 41). O alcool p-
clorocinamilico (ACP), adivindo da reacdo de reducdo do p-clorocinamato de etila (SF10),
levou & uma atividade fungicida para C. neoformans de 2,37mM maior que a do seu precursor
(Figura 41). Apesar desse fato, a literatura reporta que alcoois e aminas alifaticos ndo possuem
efeito antifungico para ambas as cepas em estudo, entretanto para os derivados do acido

cindmico uma leve ac¢do antifungica foi observada (Peres — Castillo et al., 2020).

Figura 41: Resultados da atividade antifingica dos cinamatos de etila n-substituidos contra a
C. neoformans.
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Fonte: Petra, Silva & Franca, 2024.

Os &cidos cindmicos n-substuidos foram avaliados frente a C. neoformans e ficou
evidente que o &cido cindmico (Cin) apresentou o melhor resultado em relagdo ao composto
SF1 com MIC de 1,35mM. Em contrapartida, a presenca do atomo de cloro na posi¢édo orto
levou a uma reducdo da atividade (MIC = 2,19mM), no entanto nas posi¢des meta e para bons

resultados foram obtidos com MIC’s de 1,1 mM e 0,27mM, respectivamente. Dessa forma,
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nessa analise o composto Cin —4-Cl se destacou entre todos os compostos dessa série cindmica
(Figura 42). Além disso, a presenca de mais um atomo de cloro na posic¢ao orto, composto Cin-
2,4-Cl, levou a reducdo da atividade antifungica quando comparado ao composto Cin-4-Cl,
apresentando o MIC de 0,46 mM, entretanto, o composto Cin-3,4-Cl levou a uma menor
atividade funngicida (MIC de 0,92 mM) quando comparado ao seu isdmero Cin-2,4-Cl (MIC
= 0,46 mM), que pode estar atrelado a mudanca da posicao do &tomo de -Cl de orto para a meta
(Figura 42).

Assim, foi possivel observar que a posicdo para no nucleo cinamoil para essa cepa
contribuiu para a inibicdo do seu crescimento, Ademais, 0s resultados com o0s grupos
eletroretiradores como o -Br, -F, e CFs (Compostos Cin-4-Br, Cin-4-F e Cin-4-CF3) foram
mais significativos em relacdo a C. albicans (Figura 40) com MIC’s de 0,44 mM, 1,2 mM e
0,92 mM, respectivamente (Figura 42), com exececdo do &cido p-nitrocinamico (composto

Cin-4-NO2) que se mostrou inativo.

Figura 42: Resultados da atividade antifingica dos acidos cindmicos n-substituidos frente a C.

neoformans.
o cl o) OCH; O o « Q
AN
wOH @/\AOH @/\AOH O/\AOH
Cin Cin-2-Cl Cin-2-OCH3 Cin-3-Cl
C. neoformans: C. neoformans: C. neoformans: C. neoformans:
MIC=1,35mM MIC=2,19mM MIC=2,20mM MIC=1,1mM
o o o 0
X AN
A
/@/\AOH MOH wOH MOH
cl Br F
i NC .
Cin-4-Cl Cin-4-Br Cin-4-CN Cin-4-F
C. neoformans: C. neoformans: C. neoformans: C. neoformans:
MIC=0,27mM MIC=0,44mM Inativo MIC=1,2mM
o} o 0 cl o}
N X N
/@/\AOH /@/\AOH MOH MOH
H5CO OzN . Cl Cin-2,4-Cl
: cin-4-ocH3 € Cind-CF3 Cin-4-NO2 in-2,
C. neoformans: C. neoformans: C. neoformans: C. neoformans:
MIC=1,1mM MIC=0,92mM Inativo MIC=0,46mM
(0] O o
Cl H3;CO AN
:@/\)’LOH 3 :@/\)’LOH HOWOH
Cl H3CO . H.CO
Cin-3,4-Cl Cin-3,4-OCH3 ** Cin-3-OH-4-0CH3
C. neoformans: C. neoformans: C. neoi_’ormans:
MIC=0,92mM Inativo Inativo

Fonte: Petra, Silva & Franga, 2024.
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Os é&cidos cindmicos contendo grupos metoxidos (-OCHs, doador de elétrons) na
posicdo para e orto do nucleo cinamoil apresentaram MIC’s de 1,ImM e 2,19mM,
respectivamente. Esses resultados indicam que, em relagédo ao acido cinamico (MIC = 1,35mM)
0 composto Cin-4-OCHs apresentou uma leve atividade antifingica, enquanto o composto
Cin-2-OCHgs exibiu baixa atividade (Figura 42). Da mesma forma, os compostos Cin-3-OH-
4-OCHs e Cin-3,4-OCHjs foram inativos frente a essa cepa. Esse efeito pode estar associado a
menor suscetibilidade da carbonila ao ataque nucleofilico de algum alvo biolégico em
decorréncia do aumento da conjugacao (efeito mesomeérico (+M)), levando a inativacao dessas

moléculas.

6.14. Avaliacdo da atividade leishmanicida das o-aciloxicarboxiamidas derivadas do acido

cinamico.

6.14.1. Andlise in vitro dos depsipeptideos cindmicos n-substituidos frente a Leishmania

amazonensis.

Os depsipeptideos cindmicos (a-aciloxicarboxiamidas) (Compostos SFD4 — SFD10 e
SFD45) foram avaliados frente as formas evolutivas de Leishmania amazonensis, bem como o
nivel de citotoxicidade contra macrofagos peritoneais a partir da concentragdo citotoxica de
50% (CCsp), conforme observado na Tabela 22. Os resultados de citotoxicidade mostram que a
maioria das a-aciloxicarboxiamidas foram atdxicas frente a macrofagos peritoneais,
apresentando uma CCsg acima de 400uM, ao passo que o controle positivo (anfotericina B)
apresentou uma CCso de 50uM (Tabela 22), em contrapartida, 0 composto SD5 foi altamente
toxico com uma CCso de 19,45uM ndo sendo um candidato relevante para o estudo
leishmanicida (Tabela 22).

De posse dos dados de citotoxicidade, foi realizada a analise da atividade leishmanicida
das a-aciloxicarboxiamidas. Dentre todas as a-aciloxicarboxiamidas testadas, o composto
SDF4 se destacou tanto na forma promastigota (forma evolutiva que se encontra na saliva do
hospedeiro) quanto na amastigota intracelular, (forma evolutiva infecciosa), apresentando uma
concentracdo inibitoria de 50% (Clso) de 31,83 uM e 27,28 UM, respectivamente. Entretanto, a
presenca de grupos doadores ou retiradores de elétrons no anel aromatico dos depsipeptideos
influenciaram ora na atividade promastigota ora na amastigota. Para 0 composto SFD5,
contendo o atomo de cloro na posicéo para do anel aromatico em Ry, foi observada uma redugéo
da atividade promastigota (Clso > 200 uM) e inativacéo para a forma amastigota. No entanto,

para o composto SFD45 com os grupos retiradores de elétrons nas posi¢des para (-Cl e -OCF3),
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a atividade promastigota foi maior em relacdo ao composto SFD5 com Clso de 62,67 uM e
inativo para a forma evolutiva infecciosa.

Além disso, os compostos SFD6 e SFD9 que apresentam o grupo fenila na posi¢éo orto
da porcao cinamoila ou o nucleo naftil cinamico nao se mostraram ativos (Clso > 200 uM) frente
a forma promastigota, possivelmente devido a alta rigidez das estruturas, o que dificultou a
interacdo de modo efetiva frente aos receptores presente no protozoario. Contudo, ao substituir
o grupo fenila pelo atomo de cloro (-Cl) na posicdo para do ndcleo cinamoil (composto
SFD10), a atividade aumentou para a forma promastigota (Clsp = 33,88 uM), e teve uma leve
acdo frente a forma amastigota com Clsg de 38,31 uM (composto SFD10, Tabela 22).

O composto SFD?7, estruturalmente semelhante ao SFD6 apresentou uma relevante acao
leishmanicida na forma promatigota (Clso) com Clso de 64,41 uM. Esse resultado esta associado
a presenca de grupos metoxidos na posi¢do orto e meta do grupo fenila do carbono assimétrico.
(Tabela 22). Pandey et al. (2016), confirmaram o efeito desse grupo ao estudarem
carboxiamidas derivadas de inddis frente a Leishmania donovani.

Segundo Otero et al. (2014) ao explorarem a atividade de derivados do acido cindmico
frente a Leishmania panamensis, observaram que a estrutura cindmica e a cadeia lateral sdo
importantes para a citotoxicidade e a atividade leishmanicida. Além do mais, o grupo terc-Butil
na cadeia lateral pode intensificar o efeito leishmanicida, segundo Pandey et al. (2016). Nesta
mesma linha, Moraes et al. (2015) observaram que amidas e ésteres cinamicos foram ativos
frente a forma promastigota da Leishmania infantum, indicando que esses grupos funcionais
sdo relevantes para a atividade leishmanicida. Além disso, Pandey et al. (2016), comprovaram
pelo estudo de Relacdo Estrutura-Atividade (REA) em carboxiamidas derivadas de indois, que
0 grupo R tem forte influéncia na atividade leishmanicida.

Embora os compostos apresentados nesse estudo, com énfase no SFD4, ndo sejam tao
ativos em relacéo a anfotericina B, que apresentou um Clso de 2,39 uM e 4,82 uM, (Tabela 22)
eles podem servir como bons modelos para o planejamento de candidatos frente a Leishmania
amazonensis. Além disso, o composto SFD4 exibiu um indice de seletividade (1S>14) superior
ao resultado da anfotericina B, que apresentou um IS acima de 10. Ademais, a maioria desses
compostos possui parametros farmacocinéticos em conformidade com a regra de Lipinski
(Tabela 14). Essa regra determina se uma molécula pode ser considerada um bom candidato
terapéutico, a partir da avaliacdo de absor¢do ou permeacdo, realizada por meio de cinco
parametros, sendo eles: o ClogP >5, HBA < 10; HBD < 5 e MM< 500 (Santos, Gonsalves &
Araujo, 2017).
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Essas moléculas possuem boa lipofilicidade (ClogP < 6, Tabela 14), de acordo com 0s
parametros da regra de Lipinski. Além disso, é provavel que a lipofilicidade seja a forga motriz

para a tividade leishmanicida dos DAC’s, como assim afirma Papadopoulou et al. (2015).
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Tabela 22: Atividade contra formas promastigota e amastigota intracelular de Leishmania amazonensis e citotoxicidade ap6s 24 horas de

tratamento de a-acilocarboxiamidas.

, Leishmania amazonensis Clsg
Macrdéfago

Macrofago

Leishmania amazonensis Clsg

B

Composto peritoneal IS (M) Composto  peritoneal (M) IS
CCso (UM) . amastigota CCso (M) i amastigota
promastigota intracelular promastigota intracelular
@A\x%% >400 >14,66 31,83+1161 27,28+ 1,150 ? >400 >200 - -
SFD4 ¢ OO . © o \é
g4 n% 19,45 £ 0,109 - >200 - « "%n% >400 3388+x1,161 38,31+1,158 >10,44
o .
< f >400 - >200 - A n% >400 62,67 £ 1,196 - -
O ¢ o \’/\ F4CO ©
: N ? " >400 - 65,41 + 1,202 - Anfotericina >50 2378+0,154 4,825+1,033 >10,36

SFD7

Legenda: Dados representam média + desvio padrdo de ao menos dois experimentos independentes realizados em triplicata. Clso: concentracdo inibitoria de
50% de parasitas; CCso: concentracdo citotoxica para 50% de células; IS: indice de seletividade calculado a partir da razdo CCso/Clse contra forma amastigota
intracelular. —: n&o determinado.

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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6.14.2. Estudo de interacdo do composto SFD4 a partir do docking reverso frente a receptores

presentes na Leishmania.

Considerando os resultados biologicos observados para 0 composto SFD4 obtidos na
avaliacdo bioldgica frente as formas evolutivas de Leishmania, o potencial alvo bioldgico foi
identificado para o composto SFD4, corroborando a sua atividade. Dessa forma, uma estratégia
in silico utilizando docking reverso foi adotada para tal finalidade. Em geral, diferentes
estratégias de docking reverso tém sido utilizadas durante o processo de planejamento ou
reposicionamento de farmacos (Kharkar, Warrier e Gaud, 2014; Lee, Lee e Kim, 2016; Ruiz-
Moreno, Domling e Velasco-Veldzquez, 2021). Assim, 59 macromoléculas foram investigadas

como potenciais alvos para o composto SFD4, conforme observado na Tabela 23.
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Tabela 23: Resultados da triagem virtual doa alvos bioldgicos presentes na Leishmania do composto SFD4 a partir do Docking reverso.

Alvos chaves Nome do alvo (gene) | Codigo no UniProt Descrigéo Eerela el [EEee
(kcal/mol)
093874_COCLU 17HSDcl 93874 17beta-hidroxiesterdide desidrogenase -7.361
Q8ILP4_PLAF7 Q8ILP4 Pantotenato quinase, putativo -7.873
ACER2_HUMAN ACER2 Q5QJuU3 Ceramidase alcalina 2 -8.099
STXA SHIDY StXA Q9FBI2 Subunidade A da toxina Shiga -8.597
PPAP_HUMAN ACP3 P15309 Fosfatase 4cida prostéatica -7.480
AMD_HUMAN PAM P19021 Peptidil-glicina alfa-amidante monooxigenase -7.667
CA2D1 RAT Cacna2d1 P54290 Subunidad deeggsdiﬁg'gae{/ gﬁa‘;znri' de calcio -7.200
AK1BA_HUMAN AKR1B10 60218 Familia Aldo-ceto redutase 1 membro B10 -7.622
MALX3_YEAST IMA1 P53051 Oligo-1,6- glicosidase IMAL -8.044
KCNQ2_ MOUSE Keng2 Q97351 S“bfam"'apg‘:é‘;z?g'?n ierf]’ﬁ?g;”;f lgg‘f"agem de -7.923
CACBL_RAT Cacnbl P54283 S“b““'da‘zi‘z;’ee;"’(‘j'eln‘t’eo dcfci'lg‘;gﬂc'o tipo L 7.412
VMAT2_HUMAN SLC18A2 Q05940 Transportador sinaptico de amina vesicular -8.525
RBBP9_HUMAN RBBP9 75884 Serina hidrolase RBBP9 -8.246
AOA060INS8_CAPHI CTSH AOA060INS8 Catepsina H -8.179
CP24A_HUMAN CYP24A1 Q07973 1’25'd"“'d“’x'vr';?{;‘;';id?i(i.) 24-hidroxilase, -7.758
MMP1 HUMAN MMP1 P03956 Colagenase intersticial -7.697
MMP9_HUMAN MMP9 P14780 Metaloproteinase de matriz-9 -7.399
CP27B_MOUSE Cyp27b1 35084 25-hidroxivitam.ina D-1 _alfa hidroxilase, -8.381
mitocondrial

MMP2_HUMAN MMP2 P08253 Colagenase tipo 1V de 72 kDa -8.155
C3TDZ2_ECOLX fabH C3TDZz2 3-oxoacil-[acil-proteina transportadora] sintase 3 -8.287
AMPL_PIG LAP3 P28839 Citosol aminopeptidase -8.608

Fonte: Silva & Silva-Junior, 2023.


http://zinc15.docking.org/orthologs/O93874_COCLU
http://zinc15.docking.org/genes/17HSDCL
http://zinc15.docking.org/orthologs/Q8ILP4_PLAF7
http://zinc15.docking.org/orthologs/ACER2_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/ACER2
http://zinc15.docking.org/orthologs/STXA_SHIDY
http://zinc15.docking.org/genes/STXA
http://zinc15.docking.org/orthologs/PPAP_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/ACP3
http://zinc15.docking.org/orthologs/AMD_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/PAM
http://zinc15.docking.org/orthologs/CA2D1_RAT
http://zinc15.docking.org/genes/CACNA2D1
http://zinc15.docking.org/orthologs/AK1BA_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/AKR1B10
http://zinc15.docking.org/orthologs/MALX3_YEAST
http://zinc15.docking.org/genes/IMA1
http://zinc15.docking.org/orthologs/KCNQ2_MOUSE
http://zinc15.docking.org/genes/KCNQ2
http://zinc15.docking.org/orthologs/CACB1_RAT
http://zinc15.docking.org/genes/CACNB1
http://zinc15.docking.org/orthologs/VMAT2_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/SLC18A2
http://zinc15.docking.org/orthologs/RBBP9_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/RBBP9
http://zinc15.docking.org/orthologs/A0A060INS8_CAPHI
http://zinc15.docking.org/genes/CTSH
http://zinc15.docking.org/orthologs/CP24A_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/CYP24A1
http://zinc15.docking.org/orthologs/MMP1_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/MMP1
http://zinc15.docking.org/orthologs/MMP9_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/MMP9
http://zinc15.docking.org/orthologs/CP27B_MOUSE
http://zinc15.docking.org/genes/CYP27B1
http://zinc15.docking.org/orthologs/MMP2_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/MMP2
http://zinc15.docking.org/orthologs/C3TDZ2_ECOLX
http://zinc15.docking.org/genes/FABH
http://zinc15.docking.org/orthologs/AMPL_PIG
http://zinc15.docking.org/genes/LAP3
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Alvos chaves Nome do alvo (gene) Cédigo no UniProt Descrigdo I_Enefgla yees
igacéo (kcal/mol)

NR1H4 _HUMAN NR1H4 Q96RIL Receptor de &cido biliar -7.217
Q94F81 MAIZE hdal06 Q94F81 Histona desacetilase tipo HD2 HDA106 -7.971
HDAC7_HUMAN HDAC7 Q8wuUI4 Histona desacetilase 7 -7.538
CAC1B_RAT Cacnalb Q02294 S”b”“'dadgei:g;‘]‘je'?ﬂ‘io dcea\’/‘gl'tgse‘;f]"c'o tipo N 7312
HI9B8T9_CAPHI CTSB HI9B8T9 Catepsina B -7.014
Q72874 9HIV1 pol Pol poliproteina -8.120
Q7ZIJM1_9HIV1 pol Integrase -7.560
LPXC PSEAE IpxC P47205 UDP-3-O-acil-N-acetilglucosamina desacetilase -7.380
DHB3_RAT Hsd17b3 54939 Testosterona 17-beta-desidrogenase 3 -7.298
TLR4 MOUSE Tird QIQUK®6 Receptor tipo Toll 4 -7.661
PSA HUMAN NPEPPS P55786 Aminopeptidase sensivel a puromicina -8.284
AK1C4 HUMAN AKR1C4 P17516 Familia Aldo-ceto redutase 1 membro C4 -7.959
HDAC5 HUMAN HDAC5 QouUQL6 Histona desacetilase 5 -7.100
S12A2_ HUMAN SLC12A2 P55011 Familia de portadores de soluto 12 membro 2 -7.700
TTHY_HUMAN TTR P02766 Transtirretina -7.617
FOS_HUMAN FOS P01100 Proto-oncogene c-Fos -7.153
KCNQ3_HUMAN KCNQ3 43525 S“bfam"'apgfézz?;'fnﬁg?g%”é%s gg‘éo'tagem de -7.800
GABT _RAT Abat P50554 4-aminobutirato aminotransferase mitocondrial -7.134
ALDR_HUMAN AKR1B1 P15121 Familia Aldo-ceto redutase 1 membro B1 -7.059
AGP1_YEAST AGP1 P25376 Aminoécido geral permease AGP1 -7.937
HDAC1_MOUSE Hdacl 9106 Histona desacetilase 1 -7.104
P96830_MYCTO P96830 F}@ﬁTg;g@;ﬁjA"ngé’l'g -8.293
CAH13 MOUSE Cal3 Q9D6N1 Anidrase carbonica 13 -8.732

Fonte: Silva & Silva-Junior, 2023.



http://zinc15.docking.org/orthologs/NR1H4_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/NR1H4
http://zinc15.docking.org/orthologs/Q94F81_MAIZE
http://zinc15.docking.org/genes/HDA106
http://zinc15.docking.org/orthologs/HDAC7_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/HDAC7
http://zinc15.docking.org/orthologs/CAC1B_RAT
http://zinc15.docking.org/genes/CACNA1B
http://zinc15.docking.org/orthologs/H9B8T9_CAPHI
http://zinc15.docking.org/genes/CTSB
http://zinc15.docking.org/orthologs/Q72874_9HIV1
http://zinc15.docking.org/genes/POL
http://zinc15.docking.org/orthologs/Q7ZJM1_9HIV1
http://zinc15.docking.org/genes/POL
http://zinc15.docking.org/orthologs/LPXC_PSEAE
http://zinc15.docking.org/genes/LPXC
http://zinc15.docking.org/orthologs/DHB3_RAT
http://zinc15.docking.org/genes/HSD17B3
http://zinc15.docking.org/orthologs/TLR4_MOUSE
http://zinc15.docking.org/genes/TLR4
http://zinc15.docking.org/orthologs/PSA_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/NPEPPS
http://zinc15.docking.org/orthologs/AK1C4_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/AKR1C4
http://zinc15.docking.org/orthologs/HDAC5_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/HDAC5
http://zinc15.docking.org/orthologs/S12A2_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/SLC12A2
http://zinc15.docking.org/orthologs/TTHY_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/TTR
http://zinc15.docking.org/orthologs/FOS_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/FOS
http://zinc15.docking.org/orthologs/KCNQ3_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/KCNQ3
http://zinc15.docking.org/orthologs/GABT_RAT
http://zinc15.docking.org/genes/ABAT
http://zinc15.docking.org/orthologs/ALDR_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/AKR1B1
http://zinc15.docking.org/orthologs/AGP1_YEAST
http://zinc15.docking.org/genes/AGP1
http://zinc15.docking.org/orthologs/HDAC1_MOUSE
http://zinc15.docking.org/genes/HDAC1
http://zinc15.docking.org/orthologs/P96830_MYCTO
http://zinc15.docking.org/orthologs/CAH13_MOUSE
http://zinc15.docking.org/genes/CA13
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Alvos chaves Nome do alvo (gene) Cadigo no UniProt Descrigao |iEgggggl?|<lé\;:}?n%i)

HDAC9 HUMAN HDAC9 Q9UKVO Histona desacetilase 9 -7.790
PDB: 2JK6 Tripanotiona redutase -8.092

- Pantotenato quinase, putativo ;
3UIB Proteina Quinase A -7.865
PDB: 4JZX Ceramida sintase -8.180

PDB: 4C7H N-miristoiltransferase ;
PDB: 50EY Frutose-1,6-bifosfatase -7.510
- Fosfatase &cida secretada -8.208
- Serina hidrolase -7.784
Homologia Aspartil aminopeptidase -7.989
Homologia Aldeido desidrogenase -8.281
Homologia Mitocondrial -7.708
Cinetoplastideos (KMP-11) -7.999
Glicoproteina — gp46/M-2 -1.767
Leishmanolisina -7.681

(GP63) Glicoproteinas - gp63

Fonte: Silva & Silva-Junior, 2023.


http://zinc15.docking.org/orthologs/HDAC9_HUMAN
http://zinc15.docking.org/genes/HDAC9
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Na presente andlise, a N-miristoila transferase (PDB id 4C7H) se destacou como o
potencial alvo para o composto SFD4 apresentando uma energia livre de ligacdo de -8,98
kcal/mol, cujo resultado do cluster exibiu 0 mesmo local de ligacéo no alvo, bem como energia
de afinidade similar ao do peptidomimético co-cristalizado na estrutura (redocking = -9,4
kcal/mol), reportado por Olaleye et al. (2014) (Tabela 21, Figura 42).

Figura 43: Ligacdo do depsipeptideo cinamico SFD4 na N-miristoila transferase de
Leishmania.

Val206

Glul77

Legenda: Em (A), cluster de ligantes mostrando o sitio de ligagdo do composto SFD4 (magenta) sobreposto com
os inibidores reportados (ciano e amarelo) por Olaleye et al. 2014. Em (B), interacbes do composto SFD4 em
complexo com a N-miristoila transferase.

Fonte: Silva & Silva-Junior, 2023.

Ao avaliar as interacdes do composto SFD4 frente a N-miristoila transferase (Figura
42), verificou-se que o depsipeptideo apresenta apenas interacGes via contatos hidrofébicos
com os residuos Arg'’®, GIu”’, Arg*”® e Val?®®, os quais também estdo envolvidos na interaco
do peptidomimético co-cristalizado na estrutura da enzima (Olaleye et al. 2014). Assim, é
possivel inferir que a estratégia in silico utilizando docking reverso produziu um resultado
muito significativo, uma vez que identificou um alvo biol6gico potencial que possui um
peptidomimeético co-cristalizado, contendo certa similaridade estrutural.

Nessa mesma ventente, Olaleye et al. (2014) também exploraram outros
peptidomimeticos que possuem similaridade estrutural com o composto SFD4, mostrando
serem efetivos frente a Leishmania donovani. Os pesquisadores observaram que as interacoes
hidrofébicas desempenharam um papel crucial na inibicdo da N-miristoiltransferase, uma
enzima cistolica. Ao ser inibida, a catalise da ligacdo do &cido graxo saturado (miristato) ao
residuo do grupo amino-terminal da glicina é impedida, resultando na interrupcao da formacéo
de complexos proteicos estaveis, seja entre proteinas ou entre proteinas e membrana plasmatica
(Olaleye et al. 2014).
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7. CONCLUSAO

O presente trabalho possibilitou explorar a atividade larvicida, ecotoxicoldgica,
antifangica e leishmanicida de derivados de &cido cindmico. As modificacdes estruturais
especificas na porcéo cinamoila, foi realizada, bem como estudar o possivel mecanismo de acdo
biologica dessa classe por meio do estudo in silico. Adicionalmente, foi conduzido o estudo de
inibicdo in vitro da AChE para identificar o alvo biologico associado a atividade larvicida, no
qual o extrato larval foi quantificado e atividade catalitica da AChE foi avaliada.

O p-clorocinamato de etila (SF10), destacou-se como o larvicida mais eficaz (CLso =
8,3ug/mL) na série cindmica. Diante disso, uma anélise de CLAE-UV foi realizada a partir do
extrato larval tratado com esse, sendo possivel identificar uma hidrélise enzimatica por meio
da identificacdo do seu precursor (Cin — 4-Cl). Além disso, a avaliacdo morfoldgica das larvas
expostas ao composto SF10 revelou alteracfes no intestino médio e tardio, bem como a
completa destruicdo do sifdo e das papilas anais, indicando a possivel secrecdo da matriz
peritrofica presente na larva.

O ensaio de viabilidade celular mostrou principalmente, para os compostos SF1 e SF10
baixa toxicidade frente as células A549. Além disso, o composto SF10 apresentou baixa
toxicidade, para as espécies Lactuca sativa, Solanum lycopersicum e Allum cepa, sendo o bom
candidato a inseticida frente ao Aedes aegypti, embora tenha apresentado toxicidade para a
Tilapia do Nilo.

Os derivados do &cido cindmico se mostraram com atividade antifingica frente as C.
albicans e C. neoformans tendo o efeito mais pronunciado para essa Ultima espécie, destacando-
se 0 composto Cin-4-Cl com MIC de 0,27mM. Por outro lado, os demais compostos tiveram
uma leve acdo antifungica, sendo ela alterada pela variacdo e posicdo do substituinte. Na
posi¢do orto, os grupos eletrodoadores tiveram o resultado mais significativo frente a cepa C.
albicans, ao passo que para a C. neoformans, 0os compostos com grupos eletroretiradores se
destacaram.

Com o estudo de docking molecular e dados da literatura foi planejada uma série de
depsipeptideos cinamicos inéditos, que foram sintetizados via reacdo racémica de Passerini. Os
rendimentos foram moderados, dado o carater inédito das moléculas envolvidas no processo.
Embora no estudo larvicida ndo tenham apresentado atividade, o que pode estar associado ao
grupo ter-Butila e a amida, que inativaram o fragmento farmacoforico cinamoila (importante
na acdo larvicida), alguns compostos como o SFD4 e SFD10, exibiram atividade significativa

frente a Leishmania amazonensis em ambas as formas evolutivas. Além disso, esses compostos
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se destacaram em termos de indice de seletividade, estando acima ao que € recomendado
(1S>10), e apresentaram baixa citotoxicidade contra macrdfagos peritoneais (CCsg > 400uM).

Suas estruturas, podem, portanto, servir como modelos para o planejamento de
candidatos terapéuticos leishmanicidas. Além disso, pelo estudo de docking reverso ficou
evidente que o alvo potencial que o composto SFD4 possivelmente atua seja a N-
miristoiltransferase por contatos hidrofébicos, sendo um alvo importante para o planejamento
de compostos frente as mais variadas formas da Leishmania.

De forma geral, os resultados indicam que a hidrolise enzimatica desempenha um papel
crucial na acdo larvicida dos cinamatos de etila n-substituidos. Esses compostos podem ser
usados como modelos para o planejamento de larvicidas eficazes e seletivos frente ao Aedes
aegypti. Além disso, os derivados do 4acido cindmico incluindo as a-aciloxicarboxiamidas,
apresentam potencial para serem considerados candidatos promissores a farmacos e/ou
inseticida, justificando a necessidade de uma exploracdo mais aprofundada por parte da

comunidade cientifica.



145

8. PERSPECTIVAS

a) Quantificar o estudo de inibicdo enzimatica dos derivados cinamatos de etila n-
substituidos frente & AChE presente no extrato larval;

b) Dar continuidade ao estudo antifingico dos ésteres e acidos cinamicos n-substituidos
que se apresentaram ativos frente a C. albicans e C. neoformans e fazer o estudo in

silico a fim de explorar o possivel mecanismo de acao identificando o alvo potencial.
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ANEXO: Espectros, Cromatogramas de RMN !H, BC, IV-TF, CLAE-UV e

MS dos Compostos Sintetizados e dados do estudo in silico



Espectro de RMN de *H do cinamato de etila (SF1) (400 MHz; CDCls).
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Espectro de RMN de *H do cinamato de etila (SF3) (400 MHz; CDCls).
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Espectro de RMN de *H do p-trifluorometoxicinamato de etila (SF4) (400 MHz; CDCly).
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Espectro de RMN de *H do p-fluorocinamato de etila (SF5) (400 MHz; CDCls).
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Espectro de RMN de 3C do p-fluorocinamato de etila (SF5) (100 MHz; CDCly).
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Espectro de RMN de *H do p-metoxicinamato de etila (SF6) (400 MHz; CDCls).
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Espectro de RMN de 3C do p-metoxicinamato de etila (SF6) (100 MHz; CDCls).
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Espectro de 1.V p-metoxicinamato de etila (SF6).
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Espectro de RMN de *H do p-nitrocinamato de etila (SF7) (400 MHz; CDCls).
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Espectro de RMN de 3C do p-nitrocinamato de etila (SF7) (100 MHz; CDCls).
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Espectro de RMN de *H do p-cianocinamato de etila (SF8) (400 MHz; CDCly).
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Espectro de RMN de 13C do p-cianocinamato de etila (SF8) (100 MHz; CDCls).
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Espectro de RMN de *H do p-dimetilaminocinamato de etila (SF9) (400 MHz; CDClIs).
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Espectro de RMN de *H do p-clorocinamato de etila (SF10) (400 MHz; CDCls).
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Espectro de 1.V p-clorocinamato de etila (SF10).
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Espectro de RMN de *H do p-bromocinamato de etila (SF11) (600 MHz; CDCIs).
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Espectro de RMN de *3C do p-bromocinamato de etila (SF11) (150 MHz; CDCly).
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Espectro de RMN de 3C do o-clorocinamato de etila (SF12) (100 MHz; CDCly).
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Espectro de RMN de *H do m-clorocinamato de etila (SF13) (400 MHz; CDCls).
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Espectro de 1.V m-clorocinamato de etila (SF13).
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Espectro de RMN de *H do orto-fenilcinamato de etila (SF14) (600 MHz; CDCls).
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Espectro de RMN de *H do (E)-etil 3-(naftalen-2-il) acrilato (SF15) (600 MHz; CDCls).
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Espectro de RMN de *H do p-hidroxicinamato de etila (SFD1) (600 MHz; CDCls).
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Espectro de RMN de 3C do p-hidroxicinamato de etila (SFD1) (150 MHz; CDCly).
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Espectro de RMN de H do (2E,4E)-Etil-5-fenil-penta-2,4-dienoato (600 MHz, CDCls)
(SFD2).
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Espectro de RMN de 3C do (2E,4E)-Etil-5-fenil-penta-2,4-dienoato (150 MHz, CDCls)
(SFD2).
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Espectro de RMN de *H do (2E,4E)-5-(4-clorofenil)penta-2,4-dienoato de etila (600 MHz,
CDClIs) (SFDD).
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Espectro de RMN de 3C do (2E,4E)-5-(4-clorofenil)penta-2,4-dienoato de etila (150 MHz,
CDCls) (SFDD).
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Espectro de 1.V do (2E,4E)-5-(4-clorofenil)penta-2,4-dienoato de etila (SFDD).
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Espectro de RMN de *H do Acido Cinamico (Cin) (600 MHz; CDClIs).
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Espectro de RMN de 33C do Acido Cinamico (Cin) (100 MHz; CDCls).
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Espectro de RMN de *H do Acido orto-fenilcindmico (sfd6) (600 MHz; CDCls/CDsOD).
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Espectro de RMN de 'H do (E)-3-(naftalen-2-il) &cido acrilico (sfd9) (600 MHz; DMSO-ds).
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Espectro de RMN de *H do Acido p-clorocindmico (Cin-4-Cl) (150 MHz; DMSO-ds).
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Espectro de RMN de *H do Acido p-trifluorometoxicinamico (Cin-4-OCF3) (600 MHz;
DMSO-ds).
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Espectro de RMN de 3C do Acido p-trifluorometoxicinamico (Cin-4-OCF3) (150 MHz;
DMSO-de).
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Espectro de RMN de tH do 2-(terc-butilamino)-2-oxo-1-feniletil cinamato (SFD4) (600 MHz;
CDCly).
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Espectro de RMN de 3C do 2-(terc-butilamino)-2-oxo-1-feniletil cinamato (SFD4) (150
MHz; CDCly).
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Espectro de 1V do 2-(terc-butilamino)-2-oxo-1-feniletil cinamato (SFD4)
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Cromatograma de ESI-TOF) m/z - [M+Na]* do composto SFD4:
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Espectro de RMN de *H do 2-(terc-butilamino) -1-(4-clorofenil) -2-oxoetil cinamato (SFD5)
(600 MHz; CDCly).
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Espectro de RMN de 3C do 2-(terc-butilamino) -1-(4-clorofenil) -2-oxoetil cinamato (SFD5)
(150MHz; CDCly).
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Cromatograma de ESI-TOF) m/z - [M+Na]* do composto SFD5:
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Espectro de RMN de *H do (E)-2-(terc-butilamino) -1-(3,4-diclorofenil) -2-oxoetil 3-([1,1'-
bifenil] -2-il) acrilato (SFD6) (600 MHz; CDCls).
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Espectro de RMN de 3C do (E)-2-(terc-butilamino) -1-(3,4-diclorofenil) -2-oxoetil 3-([1,1'-
bifenil] -2-il) acrilato (SFD6) (150MHz; CDCls).
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Cromatograma de ESI-TOF) m/z - [M+Na]* do composto SFD6:
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Espectro de RMN de 3C do (E)-2-(terc-butilamino) -1-(3,4-dimetoxifenil) -2-oxoetil 3-([1,1'-
bifenil] -2-il) acrilato (SFD7)
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Espectro de RMN de *H do (E)-2-(terc-butilamino) -1-(3,4-diclorofenil) -2-oxoetil 3-
(naftalen-2-il) acrilato SFD9)
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Espectro de RMN de 13C do (E)-2-(terc-butilamino) -1-(3,4-diclorofenil) -2-oxoetil 3-
(naftalen-2-il) acrilato (SFD9)
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Espectro de 1V do (E)-2-(terc-butilamino) -1-(3,4-diclorofenil) -2-oxoetil 3-(naftalen-2-il)

acrilato (SFD9)
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Espectro de RMN de *H do (E)-2-(terc-butilamino) -1-(3,4-diclorofenil) -2-oxoetil 3-(4-
clorofenil) acrilato (SFD10)
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Espectro de IV do (E)-2-(terc-butilamino) -1-(3,4-diclorofenil) -2-oxoetil 3-(4-clorofenil)
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Cromatograma de ESI-TOF) m/z - [M+Na]* do composto SFD10:

niens

0%
2.5

s
bl

0.5

0.0-=

Cl
Cl |
0]
H
468.0
N
wo 7< ‘ |
Cl ° ‘

4818

mz




Espectro de RMN de *H do N-(terc-butil) -2-hidroxi-2-fenilacetamida (sfd1)
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Espectro de RMN de 13C do N-(terc-butil) -2-hidroxi-2-fenilacetamida (sfd1)
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Resultados do screening virtual de alguns depsipeptideos cinamicos utilizando a AChE como

potencial alvo.

Composto Score Composto Score
SFD4 SFD9 70.42
SFD5 srpio  [Tee28
SFD6 SFD45 70.58
SFD7 Temefds

Caracterizacdo do extrato larval por HPLC ap06s a exposicdo das larvas a solucdo aquosa de

DMSO (controle negativo).
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Caracterizacdo do extrato larval (EL1) por HPLC ap6s a exposicao das larvas a solucéo do p-
clorocinamato de etila (36d) (50pug/mL).
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Caracterizacdo do extrato larval (EL2) por HPLC ap6s a exposicao das larvas a solucéo do p-
clorocinamato de etila (36d) (50pg/mL).
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