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“If you think you’re too small to make a difference,
try going to bed with a mosquito in the room”

Old African proverb



RESUMO

Atualmente, patdgenos que vém adaptando-se as mudancas impostas pela
natureza continuam a acarretar vastos danos socioecondmicos e,
principalmente, a salude humana. A exemplo cita-se as Doencas Tropicais
Negligenciadas causadas por virus, tais como a Dengue, Zika e Chikungunya.
Esses arbovirus, por sua vez, emergem de ciclos zoondéticos, transmitidos, em
sua maioria, pelo artropode Aedes aegypti, em que para a Zika e Chikungunya
ainda ndo ha vacina disponivel. Embora haja vacina para alguns sorotipos da
Dengue, a alta expansdo do vetor tem ocasionado niveis crescentes desta
doenca em ciclos epidémicos a cada 3 a 5 anos. A vista disso, este trabalho
prop6s-se a contribuir para o planejamento e desenvolvimento de moléculas com
potencial acao biolégica frente ao vetor Aedes aegypti por meio da aplicacao da
reacdo de Morita-Baylis-Hillman (MBH) e realizacdo de estudos in silico para
compreensao do possivel modo de ac&o de tais compostos. Desta maneira, 0s
compostos sintetizados via reacdo de MBH apresentaram rendimentos
satisfatorios, sendo, posteriormente 0s compostos submetidos a avaliacéo
larvicida, em conjunto com alguns adutos de MBH disponibilizados por meio de
parceria com grupo de pesquisa externo. Dentre estes, 3 apresentaram atividade
promissora, destacando-se metil 2-([1,1'-bifenil]-4-il(hidroxi)metil)acrilato (3n).
Ademais, estudos de docking molecular foram conduzidos com a enzima
AaAChE, principal alvo biolégico no controle do vetor, e outros possiveis alvos
biologicos, o que sugere uma possivel mdltipla acdo. Contudo, analises
morfolégicas demosntram provavel dano em Orgdos na regido do torax
responsaveis pela sintese da membrana peritréfica, componente essencial do
sistema de defesa do inseto. Desta forma, observou-se uma resposta
degenerativa no tecido epitelial na regido do abdémen da larva. Em suma,
evidencia-se que os adutos de MBH apresentam-se como uma promissora
classe de compostos no controle populacional do Aedes aegypti.

Palavras-chaves: Morita-Baylis-Hillman; in silico; Larvicida; Aedes aegypti.



ABSTRACT

Currently, pathogens that have adapted to the changes imposed by nature
continue to cause extensive socioeconomic damage and, especially, to human
health. One example is the Neglected Tropical Diseases caused by viruses, such
as Dengue, Zika, and Chikungunya. These arboviruses, in turn, emerge from
zoonotic cycles, mostly transmitted by the arthropod Aedes aegypti, where for
Zika and Chikungunya no vaccine is available yet. Although there is a vaccine for
some serotypes of Dengue, the high expansion of the vector has caused
increasing levels of this disease in epidemic cycles every 3 to 5 years. Therefore,
this work aimed to contribute to the design and development of molecules with
potential biological action against the vector Aedes aegypti through the Morita-
Baylis-Hillman (MBH) reaction methodology and in silico studies to understand
the possible mode of action of such compounds. Thus, the results of the synthesis
presented satisfactory yields, with the compounds being later submitted to
larvicidal evaluation, together with some MBH adducts that were available
through a partnership with an external research group. Among these, 3 showed
promising activity, especially methyl 2-([1,1'-biphenyl]-4-
yl(hydroxy)methyl)acrylate (3n). Furthermore, molecular docking studies were
conducted with the enzyme AaAChE, the main biological target in vetor control,
and other possible biological targets, suggesting a possible multiple action.
However, morphological analyses suggest probable damage in organs in the
thorax region responsible for the synthesis of the peritrophic membrane, an
essential component of the insect defense system. Thus, a degenerative
response was observed in the epithelial tissue in the abdomen region of the larva.
In summary, it is evident that MBH adducts are a promising class of compounds
in the population control of Aedes aegypti.

Keywords: Morita-Baylis-Hillman; in silico; Larvicide; Aedes aegypti.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Distribuicdo geografica global do Aedes

2 T<T0 )] 1 TSP PP PP 19
Figura 2 - Numero de sorotipos de dengue em circulacao nos paises e
territorios das AMErICas, 1995 2016.......ccouuiiiiiieieieiee e eaaa s 21
Figura 3 - Incidéncia de DENV nas Américas de 1980 a 2010.................c........ 22
Figura 4 - Casos de DENV e 6bitos por ela causado de janeiro a junho de

2002 e e e e e e e e e e et e e e e et — e e ae e e aa—raaaaaaeas 23
Figura 5 - Regifes geograficas onde o Zika virus (ZIKV) é enzodtico/endémico,
(of0] 0 ¢ IES{U ] g (ol o [ =T o]0 [T 0 = 1S TSP PPPPPPPPP 24
Figura 6 - Distribuicdo geografica da microcefalia no Brasil, junho de 2015 a
MAIGO A8 20L6.....ciiieiiiieieiiite ettt ettt ee e e e e e e e e e e e e e e e eaannenees 25
Figura 7 - Representacdo dos orgaos-alvos afetados pelo arbovirus DENV (a) e
yA AV () RPN 25
Figura 8 - Casos de Chikungunya no mundo a partir de 2018...........c.ccccvvnvenee. 27
Figura 9 - Morfologia da larva do Aedes aegypli......ccccceeeeeeeeeeiieeiieieeeeeiiiiiiin e, 29
Figura 10 - Inseticidas aplicados no controle do vetor Aedes aegypti............ 32
Figura 11 - Paises com Legislagao Pesticida baseada no “Cdédigo Internacional
de Conduta em Manejo de PesStiCida..........cooivveeiiiiiiiiiieeeeee e 33
Figura 12 - Atuais inseticidas utilizados no combate ao Aedes aegypti no
BIASIL. ..t e e e e e 34
Figura 13 - Realizacdo de ensaio larvicida...............ueuvvviiiiiiiiiiee e 62
Figura 14 - Larva do Ae. aegypti 4° no estagio sob o controle negativo........... 65

Figura 15 - Larva do Ae. aegypti 4° no estagio em solucdo de 100 ppm do
(od0] 18] 0T 11 {0 JC | o H PP 66

Figura 16 - Visdo ampliada das regi6es degeneradas da larva do Ae. aegypti
em Solucao de 100 ppM dO AdULO 4S........uuueiiiiiiiiee e e e e e 67

Figura 17 — Resultado da busca de sequéncia homéloga da AaAChE pelo
WEDSEIVIAOL BLAST ...eiiiiiiiiie ettt e e e s e e annnnne 72

Figura 18 - Grafico de Ramachandran para a distribuicdo dos angulos diedros
Phi (@) e Psi (W) do modelo da AGACKE.........ccccoooiiiiiiiiiieee e 73

Figura 19 - Verificacao da qualidade do modelo da AaAChE pelo servidor ProSa-



Figura 21 - Validacao do calculo de docking do programa GOLD por meio do
procedimento de redocking. Em azul celeste é representado a conformagéo
bioativa do ligante cristalografico em sobreposi¢cdo com a pose gerada pelo
software, ligante €M VEIde...........ouuuuiiiiiiiiiiecie e eaeana 76

Figura 22 - Representacdo esquematica das principais regides de interacdo na
Figura 23 - Visualizacdo das interagdes do composto de referéncia (temefés) e

os adutos 3g, 3n e 4s com a AaAChE (imagens elaboradas a partir do software
DISCOVEIY STUAIO) ..evvvviiiieiiiiiiiee e e ettt e e e e e e e e s s e 78



LISTA DE TABELA

Tabela 1 - Resultados obtidos na sintese dos adutos de MBH...........cccoeeon.... 59
Tabela 2 - Sintese dos adutos de MBH com acrilato de etila...........coveevvvvene.n.. 61

Tabela 3 - Resultado do ensaio qualitativo de atividade larvicida na concentragéo

(oL 0O T T 1 o | ST PP PPPPPPPPPP 63

Tabela 4 - Avaliacdo quantitativa da atividade larvicida dos adutos de MBH

frente as larvas do Aedes aegypti no 4° estadgio ap0s 48 hs..........ccccevvvinenen. 64

Tabela 5 - Previsédo de possiveis alvos hioldgicos a partir da estrutura quimica
A0S adULOS MBH...... . 68

Tabela 6 - Alvos potenciais dos adutos MBH frente ao Ae. aegypti................. 70

Tabela 7 - Valores de FitScore e interacdes ligante/receptor entre os adutos, 0

composto de referéncia e a AaAChHE.............ccviiiiiiiii e e 77

Tabela 8 - Avaliacdo dos parametros fisico-quimicos dos adutos MBH........... 81



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AChE — Acetilcolinesterase

ACE - Enzima conversora de angiotensina

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
BLAST - Basic Local Alignment Search Tool

CTSB - Catepsina B

CHIKV - Virus Chikungunya

CLso - de Concentragéo Letal para 50% de uma populacao
CCD - Cromatografia em Camada Delgada

ClogP — Logaritmo do Coeficiente de Particdo

DENV - Virus Dengue

DDT - Diclorodifenil-tricloroetano

DMSO - Dimetilsulfoxido

DPD - Dihidropirimidina desidrogenase

ET — Estado de Transicéo

EH's - Hidrolases de epéxido

FAO - Food and Agriculture Organization of the United Nations
FT-IR - Espectroscopia ha Regido do Infravermelho
FABP - Familia de Proteinas de ligacdo a acidos graxos
GRE - Grupos Retiradores de Elétrons

GOLD - Genetic Optimization for Ligand Docking

GSTs - Glutationa S-transferases

HAO?2 - (s)-2-hidroxiacido oxidase

LUMO - Lowest Unoccupied Molecular Orbital

MBH - Morita-Baylis-Hillman

MP — Membrana Peritrofica

MME - Metalo-endopeptidase de membrana (Neprilisina)
MM — Mass Molecular

NALH - nimero de Aceptores de Ligacao de Hidrogénio



NDLH - nimero de Doadores de Ligacao de Hidrogénio
nLRot - numero de Liga¢Bes Rotacionaveis
nLAr - nimero de LigacGes Aromaticas

OMS - Organizagédo Mundial da Saude

OPAS - Organizagdo Pan-Americana da Saude
PDB - Protein Data Bank

PT — Fosfotransferase

PAP - Putative-lisosomal

REA - Relagao Estrutura-Atividade

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

RMSD - Root-Mean-Square

SE — Semana Epidemiol6gica

TMS — Tetrametilsilano

WHO — World Health Organization

YFV - Virus Febre Amarela

ZIKV — Virus Kika



SUMARIO

1. INTRODUGAO.......oouieeeeeeee et eeae sttt naanes 16
2. FUNDAMENTAGAO TEORICA........oovovieeeeeeeeee e 18
2.1. Transmisséao de arbovirus: a influéncia de condi¢cdes ambientais e outros
fatores na conexao entre vertebrado, virus € vetor............ccccccvvveeeeennnne 19
2.2. Principais doencas infecciosas tropicais reemergentes nas Ameéricas
veiculadas por vetores biolOgICOS. ........c..uuuueeeiiiiiiiiieee e 21
2.2. 1. DENQUE. ...ttt e et 21
2.2.2. ZIKB....ci et e e e e e e e e et aaae e e 24
2.2.3. ChIKUNQUNYA. .....utiiiiiiiiiiiiie e 26
2.3. Morfologia da larva do Aedes aegypli.........coovvuvrmmiimiiiiiiiiiiiiie e 27
2.4. Meios de Controle dO VEIOr........uuuuuiiiieeieiieeiiie et e e e e e e e eeeeeeeees 30
2.5. Principais Classes de Inseticidas: Modos de Acgéo e Efeitos off
LI L0 [ TP 31
2.6. Planejamento e desenvolvimento de inseticidas seletivos- a importancia
de interagtes NA0-COVAlENTES..........cceeeieiiiiiiee e e 34
2.7. Reacado de Morita-Baylis-Hillman: aspectos historicos e escopo
L0 1B] 1)Y= T = To [ PP PUUPPUUPPT 36
V2 % T B < {1 0= To T 1= - | USRS 37
2.7.2. MECANISIMO....ceiiiiiiiiiiiie ettt e et te e e e e e e e e s bbb e bbe e e eeneee 38
3. OBUIETIVOS. ...ttt ettt e s ee e e e e e eea s 40
T N @ o] 1= 11V C = - | 41
3.2.  ODbjetivos €SPECITICOS. ...cccoiii e 41
4. MATERIAIS E METODOS......c.ooiieieeiceeeecteeee ettt e st sennanaens 42
4.1. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)...........oeevvviviiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 43
4.2. Cromatografia em Coluna (CC)......cccoeiiiiiiiiiice e 43
4.3. Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FT-IR) ..., 43
4.4. Analise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)...........ccccvvvvveeeennnn. 43
4.5. Procedimento reacional para a preparacao dos adutos de MBH............ 44
4.6. Avaliacao da atividade larvicida.............cccuuuiiiiiiiiiiiii 53
4.7. Analise MicrosSCOPICA A€ IUZ........coeeiiiiieiiei i 53
4.8, EStUAOS IN SHICO....cciiiiiiiiiiieie e 54



4.8.1. In silico Target Fishing: Predi¢éo de alvos moleculares.......................... 54

4.8.2. Modelagem Molecular por Homologia Estrutural.................cccceeiiiinnnnnee 54
4.8.3. DOCKING MOIECUIAY........coiiiiiie e e 55
4.8.4. Andlise de propriedades fisico-quimicas e relacéo estrutura-atividade dos
AAULOS MBH... ..ttt e e e e 56

5. RESULTADOS E DISCUGOES........c.ccciiiceee e 57
5.1. Preparo dos adutos de Morita-Bailys-Hillman.............ccccccoccccennnns 58
5.2. Avaliagéo da atividade [arviCida..........cccccceeeeeeiiiiiiiieee e 61
5.3, Analise MOIfOlOQICA. .........ueeiieiiiiiiiee e e 65
5.4. Insilico Target Fishing: Predicéo de alvos moleculares.............ccccccennn. 67

5.5. Modelagem por Homologia Estrutural: constru¢do do modelo da

ABACKE. ... 71
5.6.  DOCKING MOIECUIAN.......ccoiiiiiiiiiiiiiiii e e 75
5.7. Avaliacao in silico de propriedades fisico-quimicas: Relacao Estrutura-

LN TN, [0 F= To [T PO PP PP PPPPPRPPPPR 79
6. CONSIDERAGOES FINAIS.......ciitiieiiitiietieseee ettt 83
7. PERSPECTIVAS. ... 85
8. REFERENCIAS.......ociitiiete ettt ettt sttt ettt venas 87

ANEXOS: Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e 3C e
de Infravermelno (FTIR)... oot e e e 104



Pagina |16

1. INTRODUCAO

Segundo dados epidemiolégicos do Brasil, cerca de 987.173 casos de Dengue
(DENV) entre dezembro de 2019 e janeiro de 2021 foram confirmados, com 554
Obitos, destacando as regides Centro-Oeste, Sul e Sudeste. Estima-se ainda cerca de
82.419 episddios de Chikungunya (CHIKV), onde a maior propor¢cao ocorreu em
Sergipe, com uma taxa de incidéncia acima de 100 casos/100 mil habitantes. Em
relacd@o ao Virus Zika (ZIKV), o estado da Bahia apresentou cerca de 47,9% dos casos
de Zika do pais (BE-23, 2021).

Deste modo, € indispenséavel acbes que apontem para a reducao populacional
do vetor, sendo o meio quimico um dos principais meios de controle, destacando-se
os inseticidas Temefds e o Piriproxifeno. Contudo, o mosquito vem apresentando
resisténcia a esses pesticidas e efeitos toxicos tém sido reportados em peixes e
crustaceos (DINIZ et. al., 2014). Nesse contexto, a descoberta de novos compostos
com promissora acao larvicida é de suma importancia sob a perspectiva de seguranca
de saude publica, o que esta diretamente relacionado ao desenvolvimento estratégico
de compostos ndo apenas com acao larvicida, mas principalmente ambientalmente

sustentaveis, o que € possivel pelo estudo da biologia molecular do inseto.

Nesse sentindo, ressalta-se que entre os alvos biologicos relacionados a
diversos pesticidas, a alteracdo no funcionamento do sistema nervoso dos artrépodes,
particularmente o Aedes aegypti, tem sido 0 meio de ac&o das principais classes de
inseticidas no controle desse vetor, como organoclorados, piretréides (inibindo os
canais i6nicos), organofosforados e carbamatos (inibindo a enzima
acetilcolinesterase). Destaca-se que a acetilcolinesterase (AChE) desempenha um
papel essencial na propagacdo de impulsos nervosos, hidrolisando o
neurotransmissor acetilcolina. Logo, a sua inibicdo leva a uma superestimacéo do
sistema nervoso (KNUTSSON S. et. al., 2018).

Assim, tendo em vista as inUmeras ac¢des biolégicas dos adutos de Morita
Baylis-Hillman (MBH), tais como como anticancer, antiprotozodrio e antifingica
(OLIVEIRA et al., 2021), e considerando-se a indispensabilidade de um manejo efetivo
no combate ao Aedes aegypti, este trabalho teve como objetivo identificar potenciais
hits frente a AaAChE deste vetor por meio da sintese e validacdo experimental por

ensaios larvicida, calculando-se Concentracao Letal para 50% de uma populacdo
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(CLso) e estudos de analise morfologica e docking molecular para compreensao do

possivel meio de acdo desta classe de compostos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Transmissdao de arbovirus: ainfluéncia de condi¢cdes ambientais e
outros fatores na conexado entre vertebrado, virus e vetor

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, o termo “arbovirus” é
atribuido a “virus que compartilham a caracteristica de serem mantidos naturalmente
por meio da transmissdo biol6gica entre hospedeiros vertebrados suscetiveis por
artropodes hematdéfagos ou transmissdo transovariana de artrOpodes fémeas

infectadas para sua progénie” (WHO, 1985).

Entre diversos artropedes potencialmente difusores de arbovirus patogénicos
destaca-se o Aedes aegypti, 0 qual € responsavel pela transmisséo urbana de DENV,
CHIKV e ZIKV e o Virus Febre Amarela (YFV). Originario da Africa Subsariana como
uma espécie selvatica, esse vetor desembarcou nas Ameéricas por meio de navios na
época de sua colonizacdo em meados de 1400, encontrando perfeitas condi¢des
climaticas e disposicdo de alimento para sua rapida disseminagcao neste Novo Mundo
(POWELL et. al, 2013; POWELL, 2018).

Atualmente, ressalta-se que fatores socioeconémicos tém contribuido para sua
expansdo pelo mundo (figura 1), como viagens aéreas, migracdo e urbanizacao.
Estima-se que tais aspectos, associados a mudancas climaticas, ainda irdo promover

a continua difusédo deste artropode pelos proximos 30 anos (KRAEMER et. al., 2019).

Figura 1: Distribuicdo geografica global do Aedes aegypti.

Fonte: Kraemer, M.U.G. et. al.,
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Ressalta-se que zonas tropicais e subtropicais sé&o fatores limitantes para o
desenvolvimento biol6gico dos artrOpodes, uma vez que esses ndo conseguem
regular a sua prépria temperatura interna, motivo pelo qual surtos de arboviroses

apresentam um padréo sazonal nessas regides (IWAMURA et. al., 2020).

Nesse contexto, antes de continuarem o processo de replicagdo viral em outro
hospedeiro, os arbovirus passam por um periodo de incubacao no vetor, cujo tempo
varia de acordo com a temperatura local. Desta maneira, ambientes quentes, em
média 35°C, resultam num curto intervalo de incubacdo, favorecendo a rapida
transmissédo do virus para mamiferos (CARRINGTON et. al., 2013; RICHARDSON et.
al, 2011).

Por exemplo, estudos experimentais tém constatado, nessas condi¢cdes
ambientais, a presenca do CHIKV nas glandulas salivares do Aedes aegypti em dois
dias pés-alimentacéo sanguinea (WATTS et. al., 1987). Em relacdo ao DENV, o tempo
para esse arbovirus alcancar este 6rgdo € em torno de quatro dias (WATTS et. al.,
1987; DUBRULLE et. al, 2009) enquanto para o YFV e ZIKV é dez e de quatorze dias,
respectivamente (MCELROY et. al., 2008; CHOUIN-CARNEIRO et. al., 2016).

Ademais, fatores genéticos apresentam-se como um outro fator que influéncia
diretamente na competéncia do vetor Aedes aegypti em transmitir arboviroses, ou
seja, condicbes gendbmicas podem acarretar numa maior capacidade de infeccao do
mosquito apos a ingestao de sangue infectado e, consequentemente, na transmissao
de virus através da saliva do inseto (FONTENILLE e POWELL, 2020). Logo, tais
fatores podem levar mosquitos mais susceptiveis a infeccdo por arbovirus, o que
diretamente implica na dindmica relacdo entre o homem e tais virus (ALONSO-
PALOMARES et. al., 2018).

Por fim, outro fator determinante na transmissdo vetorial esta relacionado a
microbiota presente no seu intestino. Apte-Deshpande e colaboradores (2014)
constataram que a bactéria Gram-negativa Serratia odorifera aumenta a
susceptibilidade de vetores Aedes aegypti perante o CHIKV (APTE-DESHPANDE et.
al., 2014). Ja aqueles que apresentam o fungo Talaromyces S0 mais propensos a
contrairem o DENV (ANGLERO-RODRIGUEZ et. al., 2016), cuja infe¢io por esse

virus, por outro lado, é suprimida na presenca da bactéria Wolbachia (TERRADAS et.
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al., 2017), que também impacta a producédo de ovos e tempo de vida do mosquito
(XUE, et. al., 2018).

2.2. Principais doencas infecciosas tropicais reemergentes nas Américas
veiculadas por vetores biolégicos

2.2.1. Dengue

Dengue é um arbovirus (DENV) pertencente ao género Flavivirus, compondo
um dos 70 virus globalmente distribuidos da familia Flaviviridae (GUBLER, 1998). Aos
longos tempos, esse patégeno vem infectando cerca de 390 milhdes de pessoas no
mundo anualmente por meio de artrépodes hematéfagos, os quais vém disseminando
guatro sorotipos antigénicos distintos deste arbovirus (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4) (figura 2) (BHATT et. al., 2013). Desta maneira, pessoas que vivem em
regides endémicas, especialmente em zonas tropicais e subtropicais, podem ser

infectadas até quatro vezes durante a vida.

Figura 2: Numero de sorotipos de dengue em circulacdo nos paises e territorios das
Américas, 1995-2016.

1995 2000 2010 2016

Numero de sorotipos de DENV
Sorotipo 1 Sorotipo 2 [l Sorotipo 3 ] Sorotipo 4 Nenhuma informag&o/nenhum caso isolado.

Fonte:https://iris.paho.org/bitstream/handle/10665.2/34860/PAHOCHA17039_eng.pdf?sequence=5&i
sAllowed=y [PAHO, 2018].

Tais aéreas apresentam condi¢cbes favoraveis ambientais para a ampla

distribuicdo geografica desta arbovirose, uma vez que 0s mosquitos transmissores
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desta doenga, como o Anopheles gambiae e o Aedes aegypti, desenvolvem-se em
locais com elevada temperatura e humidade relativa, 0 que vem ocasionando sérios
problemas socioecondmicos ha séculos em regibes como América, Africa e Asia
(TOLEDO et. al, 2019; SMITH, 2014).

Particular e historicamente no Continente Asiatico relata-se na Enciclopédia
Médica Chinesa os primeiros sintomas clinicos similares a Dengue durante a Dinastia
de Chin (AD 265-420), a qual era conhecida como “veneno da agua’, pois era
associada a insetos que dependiam da agua para seu desenvolvimento. Ao longo dos
tempos, outros registros reportam incidéncias de epidemia com sintomas equivalente
a esta doenca, como nas indias Ocidentais Francesas (1635) e na América Central
(1699), com uma grande expansao territorial antes do século XVIII (GUBLER, 1998;
CAREY, 1971; MARTIN et. al., 2010).

Especialmente nas Ameéricas, Dick et al. (2012) tém identificado quatro
periodos de incidéncias desta arbovirose entre 1600 e 2010: introducéo do arbovirus
nas Americas (1600-1946); bem sucedido plano de erradicacdo do vetor Aedes
aegypti em 18 paises (1947-1970); falhas neste plano levaram a re-emergéncia do
vetor (1971-1999) e crescente surtos devido a grande disseminacé&o do arbovirus pela
grande expansdo do vetor Aedes aegypti (MARTIN et. al., 2010). Ressalta-se o
numero de casos reportados no ano de 1980, com cerca de 1 milhdo de vitimas e
mais de 4 milh6es de 2000 a 2007. Desde entédo, percebeu-se que a DENV apresenta
um padrao de endemo-epidemia, com surtos a cada 3 a 5 anos (figura 3) (DICK et.
al., 2012).

Figura 3: Incidéncia de DENV nas Américas de 1980 a 2010.

50-100 Incidence Rate x 100,000

Fonte: PAHO, 2018.
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Em relacdo as consequéncias na falha no plano de erradica¢do do vetor no
Brasil, ressalta-se que desde a primeira epidemia de DENV-1 e DENV-4 no estado de
Roraima (1981-1982), o Ae. aegypti ainda vem disseminando tal arbovirose
continuamente. A partir de entdo, inUmeras dificuldades no controle do vetor
acarretaram sua rapida propagacao pelo pais, o que pode estar relacionado a facil e
crescente locomoc¢do de pessoas pelo pais. Desta maneira, em 1986 o virus do tipo
DENV-1 inicia nova epidemia no Estado do Rio de Janeiro e algumas regides do
Nordeste. No verdo de 2001 — 2002, DEN-3 é reintroduzido no Pais, levando a uma
nova onda epidémica (SAUDE, 2019).

Em 2015, a ANVISA aprova uma vacina comercial contra 0s quatro sorotipos
da DENV (Dengvaxia), contudo além do seu alto custo, ainda ndo ha um consenso
sobre a sua eficacia, o que levou esta agéncia reguladora a recomendar 0 ndo uso
desta vacina no Brasil, tendo em vista a possibilidade de estar associada ao aumento
de doencas graves em pessoas nunca contaminadas com o DENV (WHO, 2019;
BRASIL, 2017; REUTERS, 2018; SILVEIRA et. al., 2019).

Atualmente, segundo dados epidemioldgicos do Brasil, cerca de 379.150 casos
de DENV foram registrados entre as semanas epidemioldgicas (SE) 1 a 23 (janeiro a
junho de 2021), com maior taxa de incidéncia na regido Centro-Oeste (397,8
casos/100 mil habitantes). Ressalta-se que 2.251 casos de dengue com sinais de
alarme tém sido notificados no pais, com 116 Obitos confirmados (figura 4) (BRASIL-
E, 2021).

Figura 4: Casos de DENV e 6bitos por ela causado de janeiro a junho de 2021.
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2.2.2. Zika

Apesar do Zika Virus (ZIKV) ter sido descoberto em 1947, ainda havia pouco
entendimento sobre a viruléncia e seu potencial patogénico até os primeiros surtos de
Sindrome de Guillain-Barré na Polinésia Francesa (2013-2014), num momento em
qgue foi detectado elevada taxa de infeccdo pelo ZIKV (figura 5) (GUBLER, 2017,
KOBINGER, G., RACINE, T., 2020).

Figura 5: Regides geograficas onde o Zika virus (ZIKV) é enzodtico / endémico, com
surto de epidemias.
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Fonte: GLUBER et. al., 2017.

Desde entdo, a globalizacdo acelerada, principalmente em relacdo ao
desenvolvimento do transporte aéreo, tem contribuido na disseminacdo desse
arbovirus (e tantos outros) para outros continentes, principalmente apés o surto nas
Ilhas Yap (figura 5). Em suma, tal expansdo geografica tem sido associada ao
crescente numero de casos de microcefalia em recém-nascidos em 31 paises e
territorios, especialmente no Nordeste do Brasil entre 2015 e 2016 (figura 6) (LOWE
et. al., 2018; WHO, 2018).

Ressalta-se que nesta época ainda havia poucos estudos sobre este virus
neurotropico, o que levou a um desafio na sua identificacdo devido a ocorréncia de

reatividade cruzada com outros flavovirus, cujos sintomas eram muito proximos da
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dengue, uma vez que ambos os virus afetam alguns 6rgdos em comum (figura 7).
Logo, entre as formas de deteccao do ZIKV utiliza-se fluidos biolégicos, como urina e

sémen e soroldgicos de IgM (SILVA et. al., 2020).

Figura 6: Distribuicdo geografica da microcefalia no Brasil, junho de 2015 a margo de
2016.
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Fonte: LOWE et. al., 2018.

Figura 7: Representacado dos 6rgaos-alvos afetados pelo arbovirus DENV (a) e ZIKV
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Fonte: SILVA et. al., 2020 (KOBINGER e RACINE, 2020)
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2.2.3. Chikungunya

O Virus Chikungunya (CHIKV) é um arbovirus RNA esférico, de fita simples e
sentido positivo do género Alphavirus, pertencente a familia Togaviridae (CHEN,
2017). A sua ampla expansao pelo mundo tem sido favorecida pelas adequadas
condi¢cbes ambientais nas zonas tropicais e subtropicais para o0 vetor transmissor
deste arbovirus, Aedes aegypti e Aedes albopictus, os quais também vém adaptando-

se a regides temperadas (figura 8) (ANDRE et. al., 2019).

Ressalta-se que, num contexto de aquecimento global e outras mudancas
ambientais antropogénicas, esse e outros arbovirus representam um grave problema
para saude publica, pois apresentam uma grande adaptabilidade as mudancas
socioambientais que repercutem na intrinseca relacdo vertebrados/hospedeiros e
condi¢cdes ambientais (ANDRE et. al., 2019; YACTAYO et. al., 2016).

Nesse sentido, na figura 8 vé-se a ampla extensdo do CHIKV pelo mundo, cujo
padrao epidemioldgico inclui casos esporadicos e epidémicos. Especialmente nas
Américas, o virus dissemina-se a partir da llha de Saint Martin em 2013 (WHO, 2017)
acarretando cerca de 600.000 casos suspeitos e 40.000 casos confirmados da doenca
em 2015, cujos sintomas, entre agudos e subagudos, sdo marcados por febre, que
frequentemente vem acompanhada por dores nas articulacbes (HONORIO et. al.,
2015).

No Brasil, os primeiros relatos de transmisséao autéctone de febre Chikungunya
foram detectados em 2014 na cidade de Oiapoque, no Estado do Amapa. A partir de
entdo, cerca de 2.772 casos de CHIKV foram notificados no pais nesse mesmo ano,
como em Amapa (1.154) e Bahia (1.214) (CDC, 2020).
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Figura 8: Casos de Chikungunya no mundo a partir de 2018.

-Transmissﬁo do CHIKV.

Fonte: Centro Europeu para Prevencéo e Controle de Doencas [CDC, 2020].

Portanto, é de suma importancia agcdes que visem ao controle populacional dos
vetores transmissores desse e tantos outros arbovirus potencialmente patogénicos
gue podem levar a epidemias. Para a prevencao contra o CHIKV ainda ndo ha vacinas

disponiveis para a populacao.

2.3. Morfologia dalarva do Aedes aegypti

Morfologicamente a larva do Aedes aegypti caracteriza-se por apresentar um
aspecto alongado e cor escura, com um corpo subdividido em cabeca, torax e
abdbémen, seguido pelo seguimento anal e sifao (figura 9). Emrelacdo a cabeca, esta
€ arredondada, composta um par de olhos (localizados nas laterais) e antenas, além
de aparelho bucal com escovas orais ou palatais, cujo movimento ocasiona correntes
hidricas que favorecem a entrada do alimento para a boca, que apresenta mandibula
e maxilar articulaveis (CONSOLI e OLIVEIRA, 1994).

O térax apresenta uma forma eliptica, onde se encontra o coragdo, cuja funcao
€ impulsionar a hemolinfa (sistema circulatorio dos artrépedes) por meio de

contrac@es peristalticas para toda a extenséo corporal da larva (CLARK et. al., 1999;
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LEMOS, 2018; GLENN, 2010). Ademais, nesta regido localiza-se o ceco gastrico que
atua na digestdo e homeostase de ions (D'SILVA, e O'DONNELL, 2018).

Este ultimo 6rgao, por sua vez, € uma extensdo do intestino médio, o qual se
situa na secdo posterior do abddémen. Sendo o principal local na digestdo de
alimentos, o intestino médio € o 6rgdo mais susceptivel ao ataque de virus e bactérias
e substancias téxicas advindas do metabolismo sanguineo, como o grupo prostético
heme que pode resultar na oxidacdo de acidos nucleicos (TAPPEL, 1955) lipideos
(VINCENT et. al.,, 1988; AFT, R.L.; MUELLER, G.C., 1984) e proteinas (AFT e
MUELLER, 1984; VINCENT, 1989; WHITEN et. al., 2018).

Desta maneira, a fim de proteger-se contra tais patdgenos e 0 estresse
mecanico a partir da alimentacdo, o bolo alimentar sanguineo é revestido por uma
membrana extracelular semipermeavel formada por quitina, glicoproteina e
proteoglicano, denominada matrix (ou membrana) peritrofica (ABRAHAM, 2004;
AGRAWAL et. al., 2014; HEGEDUS et. al., 2009; BILLINGSLEY e LEHANE, 1996).

Essa membrana, por sua vez, age como uma barreira de protecédo do tecido
epitelial, que é composta por células digestivas (producdo de enzimas proteoliticas,
principalmente tripsina), enddcrinas (regulacdo das funcbes do epitélio digestivo,
células musculares e sistema nervoso) e regenerativas (que se diferenciam em ambas
as células) (MOFFETT, 2005; BROWN et. al., 1985; BRADLEY, 1987).

Ressalta-se que além da funcdo de absorcdo de nutrientes, o intestino médio
também participa do sistema de controle da pressdo osmética e regulacao ibnica, em
conjunto com outros 6rgdos, como reto e papilas anais e tubos de Malpighian
(localizados a partir do 6° segmento do abdémen) (RAMSAY, 1950). Esse Ultimo, por
sua vez, produz urina por meio do transporte de ions da hemolinfa para o lumen
(BRADLEY et. al., 1982; BRADLEY e PHILLIPS, 1975).

Contudo, devido ao meio aquoso onde a larva se encontra, para evitar a diluicao
do sistema circulatério mediante processo de osmose, o reto reabsorve ions da urina
para a hemolinfa (BRADLEY, 1972; STOBBART, 1967). Ademais, as quatro papilas
anais (que surgem de uma extensao do segmento terminal) igualmente contribuem
tal manutencdo osmotica absorvendo ions do meio aquoso externo, como Na* e CI-
(MISYURA et. al., 2020; LEE et. al., 2017).
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Por fim, na superficie dorsal do oitavo segmento abdominal encontra-se um
tubo cilindrico uma estrutura respiratéria, denominada sifdo, cujas extremidades
abrem-se o0s espirdculos para a passagem de oxigénio (BECKER et. al., 2010;
RUEDA, 2004).

Figura 9: Morfologia da larva do Aedes aegypti.
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2.4. Meios de controle do vetor

Segundo Braga e Valle (2007), o controle de artropodes, especialmente
aqueles transmissores de doencas parasitarias e virais, tem por objetivo impedir a
infeccdo por arbovirus patogénicos por meio da interrupcdo ou reducdo da
disseminacao desses virus, sendo as principais metas no ambito da Saude Publica:
prevenir epidemias e/ou a reintroducdo de doencas e diminuir os fatores de risco

ambiental de transmissao, assim como manobrar adversidades existentes.

Para tanto, ressalta-se que € imprescindivel a aplicacdo de mais de uma
estratégia de controle para uma efetiva reducdo populacional do vetor e,
consequentemente, diminuicdo na taxa de incidéncia de arboviroses (POOPATHI e
TYAGI, 2006). Nesse sentido, a utilizacdo de um manejo integrado tem sido uma

pratica adequada em muitos programas de saude publica, a qual inclui: vigilancia,
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manejo ambiental, controle biolégico e quimico, com uso de inseticidas (e/ou
repelentes) e microrganismos, respectivamente, além de armadilhas e manejo da
resisténcia a inseticidas (ROSE, 2001).

Destaca-se que o manejo ambiental, engloba um conjunto de medidas a fim
de eliminar os fatores de riscos ambientais, tais como criadouros (muito comuns em
terrenos baldios), mobilidade e concentracdo populacional (BRAGA e VALLE, 2007).
Logo, busca-se minimizar a propaga¢do do vetor por meio da conscientizacdo da
populacdo para boas praticas na gestao de residuos sélidos, a fim de eliminar corpos
d’aguas; instalagéo de telas em portas e janelas, entre outros (SAUDE, 2019, 2009;
ZARA et. al., 2016).

Em relagcédo as acgles voltadas para o controle biolégico, essas objetivam a
reducdo populacional vetorial por meio da aplicacdo de predadores ou patdgenos
naturais, tais como artropodes larvivoros (género Toxorhynchites), uma vez que néo
necessitam de sangue para a finalizacdo de seu ciclo gonotrofico; ja em areas com
grandes corpos d’agua, pode-se utilizar peixes larvivoros (espécies Gambusia e
Fundulus) (EVANS et. al., 2018).

Outra técnica de biocontrole é o uso de fungos entomopatogénicos. Estudos
comprovam a susceptibilidade de larvas do Aedes aegypti ao Beauveria tenella e
Metarhizium anisopliae, enquanto a sua forma adulta é sensivel ao Entomophthora
culici (EVANS et. al.,, 2018; MULLA et. al.,, 1982). Ademais, certas bactérias tém
demonstrado potencial promissor na reducdo populacional do vetor, como Bacillus
thuringiensis israelensis (Bti) (GOLDBERG e MARGALIT, 1977) e Bacillus
sphaericus (Bs) (MULLIGAN et. al., 1980).

No que concerne a0 meio quimico, esse se baseia no uso de substancias
guimicas (inseticidas) que atuam no controle do vetor na forma imatura mosquito
(larvas e pupas), podendo atuar por meio de vias neurotoxicas (organofosforados) ou
inibicdo na sintese de quitina. Além do mais, podem atuar na fase adulta do Aedes
aegypti, por meio da regulacdo de seu crescimento (piretroides) (MCGREGOR e
CONNELLY, 2021). Tais mecanismos de acdo, em suma, causam modificacbes em

vias bioquimicas no vetor, expressando-se de maneira toxica a sua sobrevivéncia.
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2.5. Principais Classes de Inseticidas: Modos de Acao e Efeitos off
Targets

A histéria evolutiva do uso de pesticidas € subdividida em cinco fases (esquema 1):

Esquema 1: Linha cronoldgica sobre o desenvolvimento de pesticidas.
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Fonte: UNSWORTH, 2019.

Nesse contexto, especificamente o desenvolvimento de inseticidas tem
progredido entre diferentes geracoes, iniciando-se a partir do século XIX com a
aplicacdo de compostos inorganicos no controle de um grande namero de pragas
em plantacbes, tais como compostos arseniais (arsénico branco, arseniato de
aluminio, calcio e chumbo), fluorados (criolita, fluoreto de sodio) e miscelanea (calda

sulfo célcica, sulfatos, entre outros) (FARIA, 2009).

Em seguida, surge a classe dos Organoclorados durante a Il Guerra Mundial,
num cenario de crescente disseminacdo da malaria, sendo o diclorodifenil-
tricloroetano (DDT) o primeiro a ser comercializado. Ressalta-se que esta geracao de
inseticida foi gradativamente inutilizada devido a sua toxicidade frente a vertebrados,
sendo proibida a sua comercializacdo e utilizacdo por 6rgdos de saude publica
(FARIA, 2009).

Posteriormente, observou-se que derivados do acido fosforico apresentavam
grande potencial larvicida, o que levou ao inicio da segunda geracao de inseticidas
com o advento dos Organofosforados a partir de 1940, cujo modo de acao relaciona-
se ainibicdo irreversivel da enzima acetilcolinesterase. Em meados de 1950 emerge

outra classe de compostos, os Carbamatos, que sédo ésteres de acido N-metil
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carbamico, igualmente atuando no mesmo alvo enzimatico da classe anterior, como o
Bendiocarb (figura 10) (FARIA, 2009; REYNOSO -LOPEZ et. al., 2021).

Ressalta-se que ésteres organicos derivados do &cido fosférico
(organofosforados), com ligacbes entre C — P, a exemplo o temefds, apresentam
efeitos toxicos em espécies off-targets, o que estd relacionado a prolongada
persisténcia no meio ambiente devido a sua estabilidade quimica, térmica e
resisténcia a degradacéao fotolitica (KUMAR et. al., 2021; GREAVES e LETCHER,
2017; SUN et. al., 2016). Entre as implicacbes tOxicas, destaca-se consequéncias
neuroteratogénicas, genotoxicidade, desordens hepatoldégicas e endocrinas em
vertebrados (SUN et. al., 2016; PINKAS et. al., 2015; KUMAR et. al., 2016). Ademais,
pesquisas tém demonstrado relacdo entre inuUmeras doencas crbnicas, como
obesidade, cancer e diabetes, com carbamatos, sendo alguns adicionados na lista de
Produtos Quimicos Desreguladores Enddcrinos pela Organizagdo Mundial da Saude
(WHO, 2013) (WHO, 2013; MNIF et. al., 2011; BALLANTYNE e MARRS, 1992).

Dessa maneira, a fim de solucionar tal problema inicia-se uma nova geracao
de inseticidas, conhecida pelo seu novo mecanismo de acdo biologico, os
reguladores de crescimento. Esses, por sua vez, substituiram o uso do temefos no
Brasil a partir de 2013, sendo o diflubenzuron o primeiro a ser empregado, o qual atua
inibindo a sintese de quitina. Em 2014, passou-se a utilizar um outro composto com o
mesmo modo de acado, o novaluron e a partir de 2015 até 2019 o piriproxifen (figura
10), analogo do horménio juvenil do Aedes aegypt (FONSECA et. al., 2019).

Figura 10: Inseticidas aplicados no controle do vetor Aedes aegypti.
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Fonte: Autor, 2022.
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Atualmente, nos programas de controle vetorial, os produtos autorizados pelo
Ministério da Saude s&do baseados no Cdédigo Internacional de Conduta sobre
Gerenciamento de Pesticidas da FAO/OMS (figurall): Spnosad, SumiShield, Fusion,
Fludora® e Cielo, sendo estes dois Ultimos os que mais vém sendo utilizados por
diversas Secretarias de Saude Estaduais no Brasil (BRASIL, 2019; FONGNIKIN et.
al., 2020) cujo modo de aplicacao é o residual (pulverizacdo em paredes ou outras
superficies) para o Fluodora e espacial para o outro (a Ultra Baixo Volume (UBV) com
nebulizadores costais ou equipamentos acoplados aos veiculos) (OPAS, 2019).

Figura 11: Paises com Legislagdo Pesticida baseada no “Cdédigo Internacional de
Conduta em Manejo de Pesticida.
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Fonte: Food and Agriculture Organization of the United Nations
(http://www.fao.org/agriculture/crops/thematic-sitemap/theme/pests/code/en/) (adaptado pelo autor, 2022).

Ambas as formulac¢des destes produtos equivalem a uma mistura de dois
inseticidas, pertencentes a classe dos neonicotinoides e piretroides (Cielo: 3,00%
imidacloprida + 0,75% praletrina; Fludora: 50,00% Clotianidina + 6,25% deltametrina)
(BRAISL-A, 2019; WHO, 2019) (figura 12).


http://www.fao.org/agriculture/crops/thematic-sitemap/theme/pests/code/en/
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Figura 12: Atuais inseticidas utilizados no combate ao Aedes aegypti no Brasil.
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Fonte: Autor, 2022.

De forma geral, os neonicotinoides (imidacloprida e clotianidina, por exemplo)
vém sendo comercializados desde 1900 (inseticidas de 22 geracdo (HORIKOSHI,
2018), agindo seletivamente nos receptores de acetilcolina nicotinicos de artropodes
(IHARA e MATSUDA, 2018). Contudo, segundo Goulson (2018) essa classe de
compostos tem sido criticada devido a um possivel efeito toxico em espécies off target,

como insetos polinizadores.

Por fim, em relacéo aos piretroides, destaca-se que esses surgiram a partir de
diversas modificacfes estruturais do inseticida natural terpendide pyrethrin (ELLIOTT,
1995) cujo mecanismo de acdo envolve a modificacdo na cinética dos canais de sodio
do sistema nervoso central dos insetos (SODERLUND, 2010) podendo ser toxicos aos
vertebrados a depender da rota de administracdo e dosagem (SODERLUND, 2012;
CLARK, 1995).

2.6. Planejamento e desenvolvimento de inseticidas seletivos- a
importancia de interacdes ndo-covalentes

7

O controle de vetores é uma das principais estratégias atuais para reduzir
exponencialmente a transmissdo de virus patogénicos, como a Dengue, Zika e
Chikungunya. Contudo, mudangas socioambientais, tais como desmatamento,
saneamento inadequado e intensificagdo no uso de agroquimicos, vém contribuindo

na resisténcia dos vetores frente a inseticidas, o que leva a uma necessidade urgente
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de se planejar novas moléculas com potencial inseticida e seletiva para uma dada
espécie (WILSON et. al., 2020; WHO, 2011; BARRES et. al., 2016).

Desta maneira, o uso desses compostos tem resultado em muitos beneficios
no controle populacional de mosquitos transmissores de arbovirus, sendo por iSso um
dos principais instrumentos no combate a esses vetores (BARRES et. al.,2016).
Porém, entre a descoberta e o desenvolvimento de novos compostos, ha um tempo
de 8 a 10 anos com milhdes de dodlares de investimento (WHITFORD, 2021). Por isso,
a fim de conduzir uma descoberta efetiva de um promissor inseticida, sdo essenciais
estudos in silico para a selecdo de uma molécula que apresente equilibrio entre
poténcia e biodisponibilidade para um determinado alvo bioldgico (OASHI et. al., 2011,
DAVID, 2017).

Nesse contexto, enzimas sdo macromoléculas alvo tanto no campo da
descoberta de farmacos, como também no desenvolvimento de pesticidas, em que
uma das principais razfes para tal encontra-se na sua crucial importancia para
diversos processos vitais em sistemas biologicos, como o metabolismo. Outrossim,
ela é particularmente vulneravel a modulacdo por pequenas moléculas por interacoes
seja de natureza covalente ou ndo (COPELAND et. al., 2007; HOPKINS e HOPKINS,
2002).

Neste sentido, entre os diversos modos de acdo de inseticidas, a alteracdo no
funcionamento do sistema nervoso dos artropodes, particularmente o Aedes aegypti,
tem sido um dos principais mecanismos de acdo para o controle desse vetor,
sobretudo a inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE), que atual na hidrélise do

principal neurotransmissor excitatorio dos insetos, acetilcolina (SPONG et. al., 2016).

Porém, em diversas espécies de mosquitos, incluindo Anopheles gambiae e
Aedes aegypti, constata-se uma alteracdo na AChE codificada pelo gene ace-1,
acarretando a substituicdo do aminoacido glicina pela serina na posicdo 119 (WEILL
et. al., 2003; ALOUT, 2008). Tal mutacéo reduz a acessibilidade de inibidores do tipo
organofosforados e carbamatos ao sitio ativo da enzima por impedimento estérico
(CHEUNG et. al., 2018). Em geral, populacdes desses artrépodes na América Latina,
Africa e Europa vém apresentando insensibilidade a essas classes de inibidores, o
gue evidencia a urgéncia no desenvolvimento de novos compostos potencialmente

inseticidas e ecologicamente seguros (WEILL et. al., 2003; PINTO et. al., 2019).
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Para tanto, é importante destacar certas diferencas estruturais dessa enzima
entre mosquitos e mamiferos, especialmente o ser humano. Cheung e colaboradores
(2018) revelam um distinto canal aberto proximo ao sitio catalitico na AChE do
Anopheles gambiae (AGAChE) que ndo h& na AChE humana (hAChE), cuja distingédo
€ um caminho para elaboracéo racional de inseticidas mais seletivos. Porém, deve-se
considerar que a natureza das interacBes quimicas € um fator crucial para tal

seletividade.

A vista disso, anélise de cluster baseada experimentalmente em parametros
cinéticos (Kcat, Km, Vmax, ki) € valor de Concentracéo Letal para 50% de uma populacao
(CLso) comprovam que inibidores covalentes ndo séo seletivos frente a espécies off-
target (ENGDAHL, 2015). Por outro lado, é possivel inibir a AChE mutante
seletivamente por meio de interagdes 1T — 11, especialmente com a unidade indolica
Trp286, e ligacdes de hidrogénio com pequenas moléculas (ENGDAHL et. al., 2016;
KNUTSSON et. al., 2018).

Por fim, segundo Carlier e colaboradores (2008) outras diferencas estruturais
em dois loops na entrada da enzima, numa regido conhecida como “sitio ativo gorge”,
confere seletividade por interacdes de natureza hidrofobicas com compostos
potencialmente inibidores frente a AgAChE, a qual apresenta cerca de 80% de
similaridade com a AChE do Aedes aegypti (AAChE), de acordo com resultados de
homologia estrutural do web servidor BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(MCGINNIS e MADDEN, 2004).

2.7. Reacdo de Morita-Baylis-Hillman: aspectos historicos e escopo

multivariado

Em 1968 Morita e colaboradores descreveram uma nova reacao entre
compostos acrilicos e aldeidos catalisada por tricicloexilfosfina, obtendo-se produtos
vinilicos com 70% a 90% de rendimento (MORITA, 1968). Em 1972, Anthony B. Baylis
e Melville E. D. Hillman desenvolveram e patentearam uma variacdo dessa reacao
utilizando como catalisador uma amina terciaria (BAYLIS, 1972) a qual foi nomeada
‘Reagdao de Baylis-Hillman” em 1988 por Drewes and Roos (SIEGFRIED e
GREGORY, 1988).
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Ressalta-se que essa metodologia sintética tem sido amplamente estuda em
diversas areas de fronteira da quimica, sendo os produtos dessa reacdo (adutos)
blocos de construcao de moléculas com aplicagdo em quimica de materiais e sistemas
biolégicos, tendo em vista seu carater polifuncional (LANGER, 2000; BASAVAIAH et.
al., 2003 e 2010).

Especificamente em relagcéo a este Ultimo, destaca-se que somente 14 anos
apos a sua descoberta por Morita € que o potencial desta reacdo passou a ser
explorado na sintese de monoterpenos de origem natural (DREWES e EMSLIE,
1982), continuando atualmente a ser extensivamente aplicada na quimica medicinal
(REDDY e RAO, 2018; LIMA-JUNIOR e VASCONCELLOS, 2012).

Nesse sentido, entre os diversos fatores que tornam essa metodologia
largamente adotada em muitos ramos da quimica, sublinha-se a facil disponibilidade
comercial dos materiais de partida; a sua natureza de economia de &atomo,
enquadrando-se entre os principios da quimica verde, ainda mais por nao utilizar
metal como catalisador, podendo ocorrer sem a utilizacéo de solvente e a temperatura
ambiente (WEI e SHI, 2013; SAIKIA e SARMA, 2010).

2.7.1. Definicdo geral

A metodologia de Morita-Baylis-Hillman (MBH) € uma reagao entre a posi¢ao a
de alcenos ativados, em que os Grupos Retiradores de Elétrons (GRE) podem ser
ésteres, nitrilas, cetonas e amidas, entre outros (acrilato de metila, acrilonitrila e metil
vinil cetona, acrilamida, por exemplo) e um carbono eletrofilico sp? (aldeidos) na
presenca de um catalisador, geralmente aminas terciarias ou fosfinas, levando a

formacédo de moléculas polifuncionalizadas (esquema 2).
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Esquema 2: Reacao de MBH

R)]\H + \/GRE EE— GRE

(\ R

N

INT

1,4-diazobiciclo(2,2,2)-octano
(DABCO)

2.7.2. Mecanismo

Entre as varias propostas mecanisticas para a reacdo de MBH, destaca-se a
primeira delas apresentada por Hill e Isaacs, que envolve 4 etapas. Primeiramente,
ha uma adicdo de Michael do catalisador (A) ao sistema a,B-insaturado (1), gerando
o intermediario zwitterionico B. Em seguida, ocorre uma condensacéo aldolica para a
formacé&o do alcoxido C, sendo a etapa lenta da reacdo. O enolato D, por sua vez, é
produzido por meio de um equilibrio acido-base intramolecular (etapa Il). Por fim, o
aduto 3 é gerado através de uma eliminacéo do tipo E2 (etapa IV)?, regenerando-se o

catalisador A (esquema 3).

Esquema 3: Mecanismo da reacdo de Morita-Baylis-Hillman proposto por Hill e
Isaacs. f
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1 As etapas lll e IV podem ser compreendidas como uma Gnica reagéo de eliminag&o do tipo E1cB
auxiliada pelo DABCO, que atua como uma base de Lewis.
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Ressalta-se que a etapa limitante da reacdo de MBH ainda é um centro de
debates, o que leva a diferentes sugestbes de mecanismos por diversos
pesquisadores. Nesse sentido, a proposta de Hill e Isaac foi reavaliada por estudos
mecanisticos desenvolvidos por McQuade (PRICE, et. al.,, 2005) e também por
Aggarwall et. al. (2005), em que o primeiro discute a reacdo de MBH na auséncia de
uma espécie doadora de préton (AGGARWAL et al., 2002 (a) e 2003 (b)), ao contrario
do segundo (AMARANTE et al., 2009, SANTOS et. al., 2004).

Em geral, ambos concordam que a etapa limitante da reacdo corresponde a
uma transferéncia de préton, exceto se a reacao ocorrer com aldeidos alifaticos e
iminas, segundo andlises computacionais (PRICE, 2005). Para McQuade et. al., uma
segunda molécula de aldeido 2 assiste na eliminacédo do catalisador A através de um
estado de transicdo de seis membros (ET;), que também é formado no mecanismo
proposto por Aggarwall et. al. (2005) na presenca de espécie protica (esquema 4). Em
suma, tal processo de transferéncia é corroborado por estudos de Amarante et. al.
(2009) por meio de espectroscopia de Massas com lonizac&o por Electrospray (ESI-
MS) (CARRASCO-SANCHEZ et al., 2009).

Esquema 4: Natureza dual da reacdo de MBH segundo as propostos por
McQuade e Aggarwal.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Planejar e sintetizar adutos de Morita-Baylis-Hillman para avaliagcdo de

potencial atividade larvicida frente ao vetor Aedes aegypti.

3.2. Objetivos especificos:

i.  Sintetizar compostos com potencial acao biolégica por meio da reacéo
de Morita-Baylis-Hillman;
ii.  Avaliar a atividade larvicida contra larvas do vetor Aedes aegypti;
lii.  Realizar analise morfoldgica das larvas sob acdo dos adutos de MBH,
iv.  Verificar o possivel mecanismo de acdo dos adutos promissores por
meio de estudo in silico.
v. Discutir a Relacdo Estrutura-Atividade (REA) dos compostos

sintetizados e avaliados.
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MATERIAIS E METODOS
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Cromatografiaem Camada Delgada (CCD)

As cromatografias em camada delgada foram realizadas em cromatoplacas
de vidro com dimensdes de 10 x 5 cm, utilizando-se silica-gel 60 PF2s4 adquirida
comercialmente pela Merck, numa espessura de 0,25mm. Essas foram preparadas
no Laboratério de Quimica Orgéanica Aplicada a Materiais e Compostos Bioativos -
LMC, da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Por fim, realizou-se a interpretacao
das placas CCD por meio de luz de radiacdo ultravioleta (UV-vis) no comprimento de
onda (A) de 254nm e 364 nm.

4.2. Cromatografiaem Coluna (CC)

A maioria dos compostos sintetizados foi purificada por meio de CCC. Para
tanto, utilizou-se silica gel 60 (0,063 — 0,2 mm, MERK) e eluente conveniente de
acordo com a caracteristica de cada composto. A fracbes obtidas durante a
purificacdo foram coletadas em vidros de penicilina de 10mL, sendo reunidas aquelas

correspondentes ao produto puro e o eluente rotaevaporado.

4.3. Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FT-IR)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um espectrémetro
modelo FTLA2000-102-ABB, do fabricante ABB Bomem com acessorio de janela de
KBr de 32mm de largura e 3mm de espessura, num intervalo de 4000 a 400 cm™, com

médias de 16 varreduras e resolucdo de 4 cm™.

4.4. Anadlise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e
Carbono (RMN *3C) foram obtidos pelo Nucleo de Andlises e Pesquisa em

Ressonancia Magnética Nuclear (NAPRMN) em um equipamento Bruker Ascend 600,
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na frequéncia de 600 MHz e 150 MHz respectivamente. Na preparacédo das amostras
foi utilizado cloroférmio deuterado (CDCl3), adquirido comercialmente pela Cambridge
Isotope Laboratories, contendo Tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno. As
multiplicidades dos sinais de absor¢cao de energia dos ndcleos de hidrogénio nos
espectros de RMN 'H estdo indicadas de acordo com a seguinte convencéo: s
(simpleto), d (dubleto), t (tripleto) e m (multipleto). Os deslocamentos quimicos sao
expressos em partes por milhdo (escala 6) e as constantes de acoplamento em Hertz
(Hz). Por fim, utilizou-se o software TopSpin 3.5pl 7 (2018-2019) (BRUKER BioSpin

GmbH) para andlise dos espectros de 'H e 3C.

4.5. Procedimento reacional para a preparacao dos adutos de MBH

| OH O

0] o~

~N

O
O

metil 2-hidroxi(3,4,5-trimetoxifenil)metil)acrilato (3a)

Em um baldo de 50mL foram adicionados 98,1 miligramas de 3,4,5-
trimetoxibezaldeido, 0,5mL de acrilato de metila (5,5 mmol) e 98 mg de DABCO (1
equivalente) diluidos em 1mL de metanol (MeOH), sob agitacdo e a temperatura
ambiente por 96 horas (4 dias). O andamento da reacéo foi verificado por CCD e ap0s
seu fim, a mistura reacional foi diluida em cloroférmio (CHCI3) e, em seguida, em
solucéo de HCl a 10% (2 x 20mL). A fase organica foi seca com NaSO4 e concentrada
sob pressdo reduzida. Por fim, o produto foi purificado em CCC (eluente:
Hexano/acetato 70:30) (COELHO et. al., 2002).

Liquido viscoso amarelo, 35% de rendimento. RMN *H (600 MHz, CDCl3, 8 (ppm)):
6.6 (s, 2H); 6,3 (s, 1H); 5,8 (s, 1H); 5,5 (s, 1H); 3,8 (s, 9H); 3,8 (s, 3H).

13C (150 MHz, CDCl3, 8 (ppm)): 167,02 (C=0), 153,4 (2C, aromatico), 142,0 (C), 137,7
(C, aromético), 137,0 (C, aromatico), 126,3 (CHy, vinilico), 10,8 (2CH, aromatico), 73,4
(CH, centro estereogénico), 27,6 CH), 60,9 (CHs), 56,3 (2CHs3), 52.2 (CHs, éster).

IR (vmax/cm™): 3457, 2960, 1724, 1596, 1330, 1128.
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Em um baldo de 50mL foram adicionadas quantidades equimolares de aldeido
e acrilato de metila (0,5 mmol) com 20% de DABCO a temperatura ambiente. O
andamento da reacdo foi verificado por CCD e apoés seu fim, a mistura reacional foi
diluida com agua destilada (50mL) e extraida com acetato de etila (3 x 50mL). A fase
organica foi seca com NaSO4 e concentrada sob pressao reduzida. Por fim, o produto
foi purificado em CCC (eluente: Hexano/acetato 70:30). (SAIKIA, M.; SARMA, J. C,
2010).

metil 2-((3,4-dimethoxifenil)(hidroxi)metil)acrilato (3b)

Solido amorfo branco, 45% de rendimento. RMN *H (600 MHz, CD3OH, § (ppm)): 6,93
(s, 1H); 6,90 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 6,84 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 6,33 (s,1H); 5,85 (s, 1H);
5,53 (s, 1H); 3,90 (d, J = 4,7 Hz, 6H); 3,74 (s, 3H).

13C (150 MHz, CDCl3, & (ppm)): d 167,2 (C=0), 149,4 (aromatico),149,0 (aromatico),
142,5 (vinilico), 134,3 (aromatico), 126,0 (vinilico), 119,3 (aromatico), 111,44
(aromatico), 110,3 (aromatico), 73,3 (estereocentro), 56,23 (metoxila), 56,20
(metoxila), 52,23 (C, éster).

metil 2-(hidroxi(quinolin-2-il)metil)acrilato (3c)

Oleo vermelho, 92 % de rendimento. RMN *H (600 MHz, CDsCI3, § (ppm)): 8,1 (d,
J=8,5Hz, 1H); 8,1 (d, J= 8,5, 1H); 7,8 (d, J=8,2 Hz, 1H); 7,7 (t, J= 7,0 Hz, 1H); 7,6
(t, J=7,0 Hz, 1H); 7,5 (d, J= 8,5, 1H); 6,4 (s,1H); 6,0 (s, 1H); 5,8 (s, 1H); 3,8 (s, 3H).
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13C (150 MHz, CDCl3, & (ppm)): d 167,0 (C=0), 159,7 (aromatico),146,7 (aromatico),
142,1 (vinilico), 137,5 (aromatico), 130,2 (aromatico), 129,2 (aromatico), 128,0
(aromético), 127,9 (aromatico), 127,0 (vinilico), 119,2 (aromatico), 72,2

(estereocentro), 52,3 (C, éster).

IR (vma/cmY): 3444, 2970, 1644, 1378, 1087, 885.

N A
metil 2-(hidroxi(quinolin-4-il)metil)acrilato (3d)
Liquido laranja escuro, 95% de rendimento. RMN *H (600 MHz, CDCl3, § (ppm)): 9,2
(s,1H); 8,6 (s,1H); 8,1 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 8,0 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,7 (t, J = 8,2 Hz,
1H); 7,6 (t, J = 8,0 Hz, 1H); 6,4 (s, 1H); 6,3 (s, 1H); 5,7 (s, 1H); 3,6 (s, 1H).

13C (150 MHz, CDCl3, 8§ (ppm)): & 153,1 (C=0); 141,7 (vinilico); 130,5; 128,2; 127,0
(vinilico); 123,3; 68,9 (estereocentro); 52,1 (C, éster).

IR (vmax/cm™): 3344, 2922, 1737, 1615, 1436, 1248.

o
NC

metil 2-((4-cianofenil)(hidroxi)metil)acrilato (3e)

Liquido transltcido, 99% de rendimento RMN *H (600 MHz, CD3OH, & (ppm)): 7,7
(d, J=8,4 Hz, 2H); 7,5 (d, J = 8,2 Hz, 2H); 6,3 (s, 1H); 6,3 (s, 1H); 6,0 (s, 1H); 5,6 (s,
1H); 3,7 (s, 3H),

13C (150 MHz, CDCls, & (ppm)): & 166,1 (C=0), 148,1 (aromatico), 142,8 (aromatico),
131,8 (2C, aromatico), 127,7 (2C, aromatico), 124,5 (vinilico), 118,3 (vinilico), 110,8

(aromatico), 71,0 (estereocentro), 50,9 (C, éster).
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metil 2-((4-fluorofenil)(hidroxi)metil)acrilato (3f)

Liquido transltcido, 99% de rendimento. RMN *H (600 MHz, CDCls, § (ppm)): 7,3 (t,
J=5,9Hz, 2H); 7,0 (t, J = 8,6 Hz, 2H); 6,3 (s, 1H); 6,3 (s, 1H); 5,8 (s, 1H); 5,5 (s, 1H);
3,7 (s, 3H).

13C (150 MHz, CDCl3, & (ppm)): & 167,0 (C=0); 163,5 (aromatico); 142,5 (vinilico);
137,6 (aromatico); 128,7 (2C, aromatico); 126,2 (vinilico); 115,6 (2C, aromatico); 72,8

(esterocentro), 52,7 (C, éster).

IR (vmax/cm™): 3405, 2981, 1724, 1639, 1226, 1054.

MO/
Cl

metil 2-((4-clorofenil)(hidroxi)metil)acrilato (3g)
Oleo amarelo, 98% de rendimento. RMN *H (600 MHz, CDsOH, & (ppm)): 7,32 (d, J =
8,64 Hz, 2H); 7,29 (d, J = 8,70, 2H); 6,3 (t, J=1,2 Hz, 1H); 6,0 (t, J = 1,4 Hz, 1H); 5,53
(s, 1H); 3,7 (s, 3H); 3.3 (s, 1H).

IR (vmax/cm™): 3432, 2960, 1718, 1152,

MO/
Cl

meil 2-((2-clorofenyi)(hidroxi)metil)acrilato (3h)

Oleo amarelo, 98% de rendimento. RMN *H (600 MHz, CD3OH, § (ppm)): 7,5 (d, J =
7,6 Hz, 1H); 7,4 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 7,3 (t, J = 7,4 Hz, 1H); 7,3 (t, J = 7,6 Hz, 1H); 6,3
(s, 1H); 6,0 (s, 1H); 5,7 (s, 1H); 3,71 (s, 3H).

IR (vmax/cm™): 3432, 2952, 1725, 1639, 1440, 1060, 763.
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OH O

Cl
Cl

metil 2-((3,4-diclorofenil)(hidroxi)metil)acrilato (3i)
Liquido amarelo, 99% de rendimento. RMN 'H (600 MHz, CD3;0OH, § (ppm)): 7,5 (s,
1H); 7,4 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 7,3 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 6,3 (s, 1H); 6,1 (s, 1H); 5,5 (s,
1H); 4,9 (s, 1H); 3,7 (s, 3H),

IR (Vmax/cmY): 3446, 2973, 1718, 1386, 1060.

/@)\”/U\O/
Br

metil 2-((4-bromofenil)(hidroxi)metil)acrilato (3])
Liquido transltcido, 95% de rendimento. RMN H (600 MHz, CD3OH, § (ppm)): 7,5
(d, 3= 7,6 Hz, 2H); 7,3 (d, J = 7,7 Hz, 2H); 6,3 (s,1H); 5,8 (s, 1H); 5,5 (s, 1H); 3,7 (s,
3H).

13C (150 MHz, CDCls, & (ppm)): & 166,9 (C=0), 142,0 (aromatico), 140,7 (vinilico),
131,9 (2C, aromatico), 128,6 (vinilico), 126,6 (aromatico), 122,1 (2C, aromatico), 73,1

(estereocentro), 52,3 (3C, éster).

OH O

MO/
FsC

metil 2-(hidroxi(4-(trifluorometil)fenil)metil)acrilato (3K)

Solido transltcido, 95% de rendimento. RMN *H (600 MHz, CD3OH, § (ppm)): 7,6 (d,
J=7,9Hz, 2H); 7,5 (d, I = 7,9 Hz, 2H); 6,3 (s,1H); 5,9 (s, 1H); 5,6 (s, 1H); 3,7 (s, 3H).

13C (150 MHz, CDCl3, & (ppm)): d 166,5 (C=0); 147,0 (aromatico); 139,3 (vinilico);
129,8 (aromatico); 127,3 (vinilico); 125,3 (2C, aromatico); 124,9 (2C, aromatico);
124,88 (CF3); 71,5 (estereocentro); 45,93 (3C, éster).
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MO/
NO

2

metil 2-(hidroxi(2-nitrofenil)metil)acrilato (31)
Oleo amarelo escuro, 99% de rendimento. RMN *H (600 MHz, CDsOH, & (ppm)): 8,0
(d, J=8,1Hz, 1H); 7,8 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 7,7 (d, J = 7,7 Hz, 1H); 7,6 (d, J = 7,8 Hz,
1H); 6,4 (s, 1H); 6,2 (s, 1H); 5,7 (s, 1H); 3,7 (s, 3H),
13C (150 MHz, CDCl3, § (ppm)): 166,4 (C=0), 148,4 (aromatico), 140,9 (vinilico), 136,2
(aromético), 133,4 (aromatico), 128,9 (aromético), 128,7 (aromatico), 126,4 (vinilico),
124,6 (aromatico), 67,7 (estereocentro), 52,2 (C, éster).

IR (vmax/cm™): 3403, 2958, 1725, 1637, 1531, 1359, 1054.

OH O
MO/
metil 2-(hidroxi(p-tolil)metil)acrilato (3m)
Rendimento de 25%. RMN *H (600 MHz, CDCls, § (ppm)): 7,3 (d, J = 7,9 Hz, 2H);

7,5 (d, J = 7,7 Hz, 2H); 6,4 (s, 1H): 5,9 (s, 1H); 5,6 (s, 1H); 3,7 (s, 3H): 2,4 (s, 3H),

13C (150 MHz, CDCls, & (ppm)): 166,8 (C=0), 138,4 (aromatico), 137,5 (aromatico),
129,1 (2C, aromatico), 126,5 (2C, aromatico), 125,8 (2C, vinilico), 73,1

(estereocentro), 51,9 (metil), 21,1 (grupo metil, éster).
OH O
e
metil 2-([1,1'-bifenil]-4-il(hidroxi)metil)acrilato (3n)

Solido amorfo branco, 72% de rendimento. RMN H (600 MHz, CDCl3, § (ppm)): 7,5
(m,J=8,2Hz, 4H); 7,4 (m, J = 8,1 Hz, 4H); 7,3 (m, J = 8,5 Hz, 1H); 6,3 (s, 1H); 5,9
(s, 1H); 5,6 (s, 3H).

13C (150 MHz, CDCls, & (ppm)): 167,1 (C=0), 142,3 (aromatico), 141,1 (aromatico),
140,7 (vinilico), 129,1 (aromatico), 127,7 (vinilico), 127,5 (aroméatico), 127,4
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(aromético), 127,4 (aromatico), 126,5 (vinilico), 73,.4 (estereocentro), 52,3 (grupo

metil, éster).

IR (vmax/cm™): 3347, 2980, 1718, 1630, 1432, 1043.

SORN

metil 2-(hidroxi(naftalen-2-il)metil)acrilato (30)

Sélido branco, 25% de rendimento. RMN *H (600 MHz, CDCl3, § (ppm)): 7,9 (s, 1H);
7,8 (d,J=8,0Hz, 3H); 7,5 (d, J = 8,0 Hz, 3H); 6,4 (s, 1H); 5,9 (s, 1H); 5,7 (s, 1H); 3,7
(s, 3H); 3,1 (s, 1H).

13C (150 MHz, CDCls, & (ppm)): 167,2 (C=0), 142,3 (aromético), 138,9 (aromatico),
136,6 (aromatico), 133,4 (aromatico), 128,55 (aromatico), 128,47 (aromatico), 126,7
(aromatico), 126,5 (vinilico), 126,4 (aromatico); 125,0 (aromatico); 73,8

(estereocentro), 52,3 (C, éster).
MO/

(E)-metil 3-hidroxi-2-metileno-5-fenilpent-4-enoato (3p)

Oleo amarelo, 85% de rendimento. RMN *H (600 MHz, CDCls, § (ppm)): 7,4 (d, J =
7,5 Hz, 2H); 7,3 (t, J=7,4 Hz, 2H); 7,2 (t, J = 7,3 Hz, 1H); 6,6 (d, J = 16Hz,1H); 6,29
(d, J =6,2 Hz, 1H); 6,27 (d, J =16 Hz, 1H); 5,9 (s, 1H); 5,5 (s, 1H); 3,8 (s, 3H).

13C (150 MHz, CDCl3, 8 (ppm)): 167,0 (C=0); 141,8 (vinilico); 136,8 (aromatico), 131,7
(aromatico), 129,7 (aromatico), 128,8 (vinilico), 128,1 (aromatico), 126,9 (aromatico),
125,9 (vinilico); 72,1 (estereocentro); 52,2 (C, éster).
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etil 2-(hidroxi(piridin-3-il)metil)acrilato (4q)
Liquido incolor, rendimento de 70 %. RMN *H (600 MHz, CDCls, 8 (ppm)): 8,5 (s, 1H);
8,4(dd,J=48Hze 1,5Hz, 1H); 7,9 (dt, J = 8,0 Hz e 1,8 Hz, 1H); 7,4 (dt, J = 7,3 Hz
e 5,1Hz, 1H); 6,4 (s, 1H); 6,0 (s, 3H); 5,6 (s, 1H); 4,2 (q, J=7.0, 2H); 1,3 (t, J = 7.0,
3H),

13C (150 MHz, CDCls, & (ppm)): 165,9 (C=0), 148,7 (aromético), 148,3 (aromatico),
141,7 (aromatico), 137,3 (vinilico), 134,5 (aroméatico), 126,1 (vinilico), 123,4

(aromatico), 70,9 (C, estereocentro), 61,0 (grupo metileno), 14,0 (grupo metil).

OH O
N
e

etil 2-(hidroxi(tiazol-2-il)metil)acrilato (4r)

Oleo, rendimento de 90%. RMN *H (600 MHz, CDCls, § (ppm)): 7,3 (d, J = 3,0 Hz,
2H); 7,7 (d, 3 = 3,0 Hz, 2H); 6,5 (s, 1H); 6,1 (s, 1H); 5,8 (s, 1H); 4,2 (9, J = 7.0 Hz, 2H);
1,3 (t, J=7,0 Hz, 3H),

13C (150 MHz, CDCls, & (ppm)): 172,6 (C=0), 166,0 (aromatico), 142,3 (aromatico),
139,8 (vinilico), 127,7 (vinilico), 119,7 (aromatico), 71,8 (estereocentro), 61,6 (grupo

Cl

etil 2-((2-clorofenil)(hidroxi)metil)acrilato (4s)

metileno), 14,0 (grupo metil).

Oleo incolor, 90% de rendimento. RMN *H (600 MHz, CDsCI3, & (ppm)): 7,5 (d, J=7,6
Hz, 1H); 7,3 (d, J= 7,9 Hz, 1H); 7,3 (t, J= 7,4 Hz, 1H); 7,2 (t, J= 7,4 Hz, 1H); 6,3 (s,
1H); 6,0 (s, 1H); 5,6 s, 1H); 4,2 (q, J= 7,0 Hz, 2H); 1,3 (t, J= 7,1 Hz, 3H),

13C (150 MHz, CDCl3, 8 (ppm)): 166,6 (C=0), 140,9 (aromatico), 138,4 (vinilico), 133,0

(aromatico), 129,5 (aromatico), 129,0 (aromatico), 128,2 (aromatico), 127,0
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(aromético), 126,6 (aromético), 69,4 (estereocentro), 61,1 (grupo metileno), 14,0

(grupo metil).

IR (vmax/cm™): 3448, 2981, 1714, 1629, 1034.

sasn
O,N

etil 2-(hidroxi(4-nitrofenil)metil)acrilato (4t)
Oleo amarelo, 96% de rendimento. RMN *H (600 MHz, CDsCI3, § (ppm)): 8,2 (d, J=

8,8 Hz, 2H); 7,6 (d, J= 8,6 Hz, 2H); 6,4 (s, 1H); 5,5 (s, 1H); 5,6 (s, 1H); 4,2 (m, J=7,1
Hz, 2H); 1,3 (t, J= 7,1 Hz, 3H),

13C (150 MHz, CDCl3, & (ppm)): 166,0 (C=0), 148,7 (C, aromatico), 147,5 (C,
aromatico), 141,3 (2C, aromatico), 127,3 (2C, aromatico), 127,0 (C, vinilico), 123,6
(2C, aromatico), 72,9 (C, estereocentro), 61,3 (C, éster), 14,0 (C, éster).

o
~o

etil 2-(hidroxi(4-metoxifenil)metyi)acrilato (4u)
Oleo amarelo, 81% de rendimento. RMN *H (600 MHz, CDCls, § (ppm)): 7,3 (d, J =

9,0 Hz, 2H); 6,9 (d, J = 9,0 Hz, 2H); 6,4 (s, 1H): 5,8 (s, 1H): 5,5 (s, 1H); 4,2 (q, J = 7,0
Hz, 2H): 3,8 (s, 1H); 1,3 (t, J = 7,0 Hz, 3H),

13C (150 MHz, CDCl3, § (ppm)): 167,5 (C=0), 159,5 (aromatico), 142,2 (alceno), 133,6
(aromatico), 128,8 (2C, aromatico), 127,7 (vinilico), 114,5 (2C, aromatico), 72,1
(estereocentro), 55,8 (C, grupo p-metoxi) 61,7 (grupo metileno), 14,2 (grupo metil).
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4.6. Avaliagao da atividade larvicida

As andlises foram realizadas no insetéario do Laboratorio de Quimica Orgéanica
Aplicada a Materiais e Compostos Bioativos - LMC, da Universidade Federal de
Alagoas (UFAL). Os vetores foram mantidos a temperatura de 27 £ 2 °C e 80 £ 4% de
umidade, em agua isenta de cloro, por um fotoperiodo de 12h. As larvas foram

alimentadas com ragéo para gato durante todo o seu desenvolvimento.

Os bioensaios foram realizados sob uma abordagem qualitativa e quantitativa
em triplicata. Para os testes qualitativos foram aplicadas as concentracdes de 100
Mg/mL, 50 ug/mL e 5 pg/mL, empregando-se larvas do quarto estagio (L4). Para tanto,
as solucdes foram preparadas diluindo-se as amostras em 330 pL de dimetilsulfoxido
(DMSO), seguida da adicéo de agua destilada até completar um volume de 100mL.
Subsequentemente, aliquotas de 20 mL da solucéo teste foram transferidas para

recipientes descartaveis de 50mL, adicionando-se, em seguida, 20 larvas.

Com base nos parametros da Organizacdo Mundial de Saude, o grau de
mortalidade foi computado em 24 e 48h, tendo como controle positivo e negativo,
respectivamente, o temefés (3ug/mL) e DMSO (330 pL). Assim, a percentagem de
mortalidade seguiu o0s seguintes critérios: mortalidade superior a 75% considera-se o
composto promissor; entre 50% e 75% parcialmente promissor; entre 25% e 50%
fracamente promissor e inferior a 25% inativo (WHO, 2005). A atividade larvicida foi

calculada de acordo com a equacao abaixo:

Percentagem de mortalidade das larvas — Numero de larvas mortas 100
20

Apdbs os ensaios qualitativos, conduziu-se uma abordagem quantitativa, a fim
de confirmar a a¢éo larvicida dos ésteres e calcular a Concentracao Letal que elimina
50% de uma populacdo (CLsp), computando-se a mortalidade das larvas ap0s 48

horas.

4.7. Analise microscépicade luz

Larvas do 4° insta de Aedes aegypti foram submetidas a solugdo de DMSO (0,33%

v /v, controle negativo) e 100 ug / mL de 3n e 4s, cujos experimentos foram conduzidos
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em triplicata. 24 horas apos o tratamento, 3 larvas dos grupos controle negativo e
tratado foram coletadas aleatoriamente e adicionadas a um tubo de polietileno com
5,0 mL de etanol (EtOH) e colocadas em uma lamina de microscopio a temperatura
ambiente para analise em microscopia de luz. As observagBes morfologicas foram
feitas com um microscépio Olympus CX40 (aumento de 10X) equipado, com o auxilio

de um celular Moto G3, com de camera 13MP e resolugéo 720 x 1280px.

4.8. Estudos in silico

4.8.1. In silico Target Fishing: Predi¢cédo de alvos moleculares

A fim de identificar possiveis alvos bioldgicos dos compostos sintetizados, aplicou-
se a técnica de “target fishing” baseado na estrutura dos compostos que apresentaram

promissora agéo larvicida. Para tanto, utilizou-se o web servidor “Similarity Ensemble

Approach (SEA) (https://sea.bkslab.org/)”. Desta forma, selecionaram-se o0s
potenciais alvos moleculares em comum previstos entre 0S compostos promissores.
Logo mais, aplicou-se a técnica de modelagem por homologia que sera descrita na
secao seguinte (KEISER et al., 2007; SALVATORE et. al., 2021).

4.8.2. Modelagem Molecular por Homologia Estrutural

Conduziu-se uma analise comparativa entre a sequéncia de aminoacidos da
AaAChE com aquelas armazenadas na plataforma do BLAST, a fim de se encontrar
um template para a construcdo do modelo da AaAChE (VYAS et. al., 2012). Para
tanto, obteve-se a sequéncia peptidica desta enzima na base de dados do UNIPROT
(codigo: Q6A2E?2). Logo mais, realizou-se uma busca de sequéncia homologa através
do método heuristico do webservidor BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
https://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cqgi). Em seguida, o modelo foi gerado através da
plataforma SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org) (WATERHOUSE et.
al.,2018).

Logo mais, o refinamento da estrutura da enzima em nivel atdmico foi realizado

segundo protocolo do servidor Fragment-Guided Molecular Dynamics (FG-MD)


https://sea.bkslab.org/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://swissmodel.expasy.org/
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(https://zhanglab.dcmb.med.umich.edu/FG-MD/) (ZHANG et. al., 2011). Por fim, para

a avaliacdo da qualidade do modelo gerado, foi utilizado web servidor ProSA (Protein

Structure Analysis) (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php)
(WIEDERSTEIN e SIPPL, 2007), grafico de Ramachandran (MANNIGE et. al., 2010)
e o webservidor Verify 3D (https://servicesn.mbi.ucla.edu/Verify3D/), a fim de se

verificar o ambiente quimico de cada residuo no modelo.

4.8.3. Docking Molecular

Os estudos de docking molecular dos compostos foram realizados no programa GOLD

V5.1 (https://www.ccdc.cam.ac.uk/solutions/csddiscovery/components/gold/) (COLE

et. al., 2005) em computador PC Windows. Inicialmente, os adutos foram desenhados
no programa Discovery Studio Visualizer versdo v19.1.0.18287 (BIOVIA, 2017),
salvando-se os arquivos na extensdo. mol2. Esses, por sua vez, tiveram suas energias
minimizadas pelo programa de livre acesso MOPAC (versao 2016) utilizando-se o
método semi-empirico PM7 (STEWART, 2013 e 2016) atraves da interface grafica do
software Mercury, que esta incluido no pacote computacional CCDC GOLD. Os

comandos usados durante a otimizag¢do foram: MMOK, XYZ, CHARGE = 0.

Como modelo para a validacdo do protocolo de docking molecular, inicialmente
para o procedimento de redocking, foi utilizado a estrutura da AChE do Aedes aegypti
(AgAChE) obtida por homologia estrutural a partir da AChE do Anopheles gambiae
(AgAChE) (PDB: 6ARY) como template, a qual apresenta cerca de 80% de
similaridade com a AgQAChE, segundo dados de alinhamento do webservidor BLAST.
Logo, as coordenadas referentes a caixa de busca foram introduzidas como: Xx:
-59.65, y: 58.859 e z: 17.319 (sitio ativo), de acordo com a literatura. O centro de um

raio de busca de 10 A.

Ademais, os atomos aceptores e doadores de ligac6es de hidrogénio foram
tratados como acessiveis ao solvente; os ligantes com ligagfes flexiveis e removida
as moléculas de agua, exceto aquelas que contribuem na interacéo entre o ligante e

a enzima.

Em suma, avaliaram-se as quatro diferentes fungdes de pontuagdes: Chemical
Piecewise Linear Potential (CHEMPLP), GoldScore, Astex Stastistical Potential (ASP)


https://zhanglab.dcmb.med.umich.edu/FG-MD/
https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
https://www.ccdc.cam.ac.uk/solutions/csddiscovery/components/gold/
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e ChemScore, selecionando-se aquela apresentou um valor de desvio de Root-Mean-
Square (RMSD) < 2,0. Por fim, os mesmos parametros usados na avaliacdo de
redocking foram empregados no estudo de docking rigido com os adutos, cujos
resultados para cada ligante foram analisados usando o software gratuito Discovery
Studio Visualizer (v19.1.0.18287) e Pymol (v0.99) para verificacdo das interacdes

intermoleculares.

4.8.4. Andlise de propriedades fisico-quimicas e relagdo estrutura-atividade
dos adutos MBH.

As propriedades fisico-quimicas de adutos de MBH sintetizados foram previstas
usando as regras de semelhanca de pesticidas definidas por Hao et al. (2011), cujos
descritores (Peso Molecular (MW), lipofilicidade (ClogP), nimero de aceptores e
doadores de ligacGes hidrogénio (nALH e nDLH, respectivamente), niumero de
ligacOes rotativas (NLROT), numero de ligacbes aromaticas (nLAR)) foram avaliados
através do plataforma web “Insecticide Physicochemical-properties Analysis Database

(InsectiPAD)” (http://chemyang.ccnu.edu.cn/ccb/database/InsectiPAD/), que abrange

mais de 495 inseticidas aprovados e mais de 22.200 propriedades fisico-quimicas
associadas (JIA et. al., 2019).


http://chemyang.ccnu.edu.cn/ccb/database/InsectiPAD/
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RESULTADOS E DISCUSSOES
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5. RESULTADOS E DICUSSOES

5.1. Preparacédo dos adutos de Morita-Baylis-Hillman

De modo geral, entre os compostos sintetizados, obteve-se a maioria com
rendimentos satisfatorios, conforme o esquema 5. Por meio desta metodologia,
empregou-se 0,5 mmol de aldeido e cerca de 5,1 mmol de aceptor de Michael sob a

influéncia de 0,5 mmol de DABCO como catalizador a temperatura ambiente.

Esquema 5: Metodologia para a preparacéo dos adutos de MBH.

0 OH O

(0]
ta
R)J\ H T \)]\O/ R)\’(\ko/
N
1(a-p) 2 INT 3(a-p)
1,4-diazobiciclo(2,2,2)-octano
(DABCO)

Fonte: Autor, 2022.

Nesse sentido, empregaram-se aldeidos aromaticos e acrilato de metila, para
obtencao de adutos com variedade estrutural (tabela 1), e o tempo reacional variou
em funcdo da natureza do eletréfilo. Desta maneira, aldeidos aromaticos com grupos
retiradores de elétrons, tais como grupo nitro e nitrila por exemplo, diminuem a energia
do Orbital Molecular Desocupado (LUMO) da carbonila, tornando-a mais eletrofilica,
o0 que favorece a adicdo alddlica, levando um menor tempo reacional e bons

rendimentos.
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Tabela 1: Resultados obtidos na sintese dos adutos de MBH.

OH O
7~
Entrada R)\’HJ\O Tempo reacional (horas) Rendimento (%)
3(a-p)
Aduto
0
3a OQ/ 96 35
| O
N
3c @Lj 72 92
3d % 72 95
g
3e ©/ 24 97
NC
3f i ,©/ 36 99
39 o ©/ 48 98
3h @(Cl 12 98
3i C|J©/ 10 99
Cl
3j . O/ 50 95
r
3k oy 6 99
Fs;C
3l @( 3 99
NO,
3m " C©/ 120 20
3n 60 70
30 96 25
AN
3p (- 40 85

Fonte: Autor, 2022.

Por outro lado, grupos doadores de elétrons em aldeidos aromaticos prolongam

o tempo de conversdo dos adutos. Nesse sentido, transformacbes sintéticas
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aceleradas por meio de ligacdes de hidrogénio tém encontrado grande aplicabilidade
em diversas metodologias reacionais (REZAC e HOBZA, 2016; ZHAO et. al., 2016;
AGGARWAL et. al., 2002). Souza et. al. (2008) estudaram este parametro na reagcao
de MBH, obtendo resultados satisfatérios em sistemas de mistura de 4gua e solventes
organicos (SOUZA et. al., 2008). Nesse seguimento, foi aplicado tal metodologia na
sintese de 3a. Contudo, obteve-se um melhor resultado, em termos de tempo, apenas

com a utilizacado de um solvente proético, que neste caso foi metanol.

Outrossim, de acordo com estudos mecanisticos de Aggarwal (ver esquema 4),
pode-se propor um mecanismo para a formagao deste aduto, conforme esquema 6.
Ressalta-se que tais estudos sdo corroborados por analises computacionais e
experimentais conduzidos por Plata e Singleton (2015), segundo os quais o alcool
promove transferéncia de proton da posicao alfa, em C, para o alcoxido através de um
sistema ciclico de seis membros. Em resumo, 0 mecanismo envolve uma sequéncia
de adicdo de Michael (A), reacdo alddlica (B), a partir da qual gera-se um centro

estereogénico, e eliminacao.

Esquema 6: proposto de mecanismo reacional para a formagcéao do aduto.

B t_ .
AN CH
79 NS . 2 o ’
N e NN MO, .
A NJJ 010
0] e
e
0 N
o e
o
~o0 \ C
0~ L .
.'N
MeOH + \{/‘/}\1
OH O

Fonte: Autor, 2022.
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Destaca-se que todas as demais reagdes foram conduzidas sem a utilizacéo
de solvente (SAIKIA e SARMA, 2010). Além de tudo, é importante ressaltar que 0s
adutos 3m e 3n e 4q a 4u (tabela 2) foram disponibilizados pelo Grupo de Pesquisa

do Professor Fernando Coelho da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Além do mais, em relacdo ao conceito verde e economia de atomos da reagao
de MBH, diversas pesquisas tém demonstrado a sua versatilidade sob condi¢des livre
de solvente (MACK e SHUMBA, 2007), com rendimentos satisfatorios, como pode ser
constatado por meio dos resultados apresentados na tabela 1 e 2. Em suma, nessa
circunstancia pode-se inferir que 0 mecanismo proposto por McQuade possivelmente
governa o andamento da rea¢do, com a formacgao de um intermediario hemiacetal (ver
esquema 4) (SAIKIA e SARMA, 2010).

Tabela 2: sintese dos adutos de MBH com acrilato de etila.

OH O

Codigo R)\Vﬁko/\ Tempo reacional Rendimento (%)
4(p-9 (horas)
Aduto
X
4q | 7 70
N
N
4r > 0.5 90
-

4s @f 5 90
Cl
4t J©/ 4 96
O,N

4u 48 81

Fonte: Autor, 2022

5.2. Avaliacao da atividade larvicida

De acordo com as orientagdes preconizadas pela OMS (2005), inicialmente foi

realizado uma avaliagdo preliminar, com o propoésito de se verificar a atividade



Pagina |62

larvicida dos adutos de MBH frente a larvas no 4° estagio (L4) de desenvolvimento

biolégico do vetor Aedes aegypti (figura 13).

Figura 13: Realizagdo de ensaio larvicida.

Fonte: Autor, 2022

Desta maneira, de acordo com a tabela 3 verifica-se que entre os adutos
avaliados, quatro apresentam promissora acao larvicida, conforme classificacdo
proposta por Cheng e colaboradores (2003), sendo o composto 3n (com a unidade p-
bifenila) o mais ativo entre eles. Ademais, verificou-se outros dois adutos como
parcialmente larvicidas promissores: 3j (com substituinte bromo na posic¢éo para) e 3p

(com o grupo cinamoil).
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Tabela 3: Resultado do ensaio qualitativo de atividade Ilarvicida na

concentracdo de 100 pg/mL.

OH O Mortalidade (% + SD) *
R4 Rz alc(;:rc')uxpi)go Grau de
Aduto (R2) 24h 48h atividade
(Ry)
3a 8,33+0,60 16,67 +1,02 I
3b 10,00 £ 0,10 18,33+0,78 I
3c 6,67 £ 0,58 15,00 £1,00 I
3d 8,33+0,58 16,67 +1,53 I
3e 10,00 £ 0,00 18,33 +0,58 I
3f 8,33+0,10 16,67 £ 0,15 I
39 46,67 +2,08 81,67 £1,16 P
3h OCH,4 16,67 £0,58 21,67 +0,58 I
3i 18,33 +1,53 26,27 +1,56 I
3j 25,00 £0,30 51,67 +0,90 PP
3k 16,67 £ 0,50 33,33+ 0,45 I
3l 10,00 +0,13 25,00 + 0,20 I
3m 6,67 £0,58 10,00 + 0,00 I
3n 53,33+2,08 93,33+0,58 P
30 68,33 +1,02 88,33+0,75 P
3p 60,00£0,98 71,67 £0,90 PP
4q 6,67 £ 0,58 15,00 £ 0,58 I
4r 500+0,00 10,00 1,00 I
4s OCH,CHj; 40,00+1,53 85,00+1,73 P
4t 15,00+£1,00 16,67 +0,58 I
4u 1833+1,05 21,67 +0,95 I

*Média das trés repeticbes com desvio padrdo (média, *; n = 3) DP, na concentracdo de 100

pg/mL;

Todas as médias apresentaram diferencga significativa baixa (p <0,05).

I: inativo

PP: Parcialmente Promissor
P: Promissor

Fonte: Autor, 2022.

Logo, para as moléculas que apresentaram mortalidade acima de 25%

realizaram-se testes quantitativos para a obtencdo da Concentracéo Letal para 50%

e 90% de uma populacao (CLso e CLgo), conforme apresentado na tabela 4. Ressalta-

se que néo se encontra descrito na literatura informacdes quanto a aplicabilidade e/ou

avaliacao larvicida de adutos de MBH, o que torna inédito os resultados obtidos neste

estudo.

Ademais, para fins comparativos calculou-se a CLsp do inseticida natural

espinosade, o qual leva a tremores, paralisia e, consequentemente, a morte de insetos

pela acdo neurotOxica excitatdéria nos receptores nicotinicos de acetilcolina
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(SALGADO, 1998; GENG et. al., 2013). Também foi avaliado a acao larvicida do
inseticida sintético piriproxifeno, um homélogo do horménio juvenil do inseto que atua
na fase de pupa do vetor (GWALTNEY-BRANT, 2013).

Tabela 4: Avaliacdo quantitativa da atividade larvicida dos adutos de MBH frente as larvas do
Aedes aegypti no 4° estdgio apés 48 hs.

Concentragao (pg/mL) (95% IC)

Composto Cleo L Cos X2
39 88,17 (88,15-88,19) 120,30 (105,20 — 151,98) 1,94
3n 41,35 (35,39 — 48,12) 74,47 (64,42 —109,39) 1,56
30 77,74 (71,84 - 84,49) 110,05 (100,01 — 145, 15) 1,89
4s

86,65 (77,80 — 96,78) 118,27 (100,55 — 184,87) 8,82

1,75 (1,25 — 1,99) 3,58 (2,99 — 4,95) 0,25
0,020 (0,010 — 1,03) 0,720 (0,52 — 1,22) 0,12
R = H (Espinosade A) R = CH, (Espinosade D)
Espinosade
S
N S
°go 0507 4,25 (3,25 — 4,94) 7,39 (6.20 — 9,94) 0,22
Temefos®

IC - 95% Intervalo de Confianca; CL — Concentragao Letal; x? (Chi) — Grau de validacao; * Controle positivo

Fonte: Autor, 2022.

Ressalta-se um aumento no valor de CLso para o controle positivo (temefés) em
relacdo ao valor reportado na literatura (CLsp de 3,0 pg/mL), o que pode estar
relacionado & metabolizacdo acelerada deste composto pelas larvas do vetor, assim

como mutacdo no alvo enzimético (GALEN et. al., 2019). Por outro lado, este
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composto ainda sim apresenta um maior efeito larvicida em comparagdo com 0s
adutos promissores, entre os quais 3n (com p-bifenila) € o mais ativo entre os
compostos avaliados, com um menor valor de CLso (tabela 4). Em seguida, 30, com a
unidade naftaleno (conhecido pela sua atividade larvicida (DUA et. al.,, 2013;
EVERTON et. al., 2020)) apresentou uma agdo moderadamente mais pronunciada
gue aqueles adutos clorados: 3g (p-cloro) e 4s (o-cloro).

5.3. Analise morfolégica

A morfologia normal da larva do Aedes aegypt no seu 4° estagio de
desenvolvimento biolégico exposta ao controle negativo (solucdo de DMSO)
apresentava um aspecto morfolégico comum, com as estruturas preservadas e

desenvolvidas, tais como cabeca, térax e regido do abdémen (figura 14).

Figura 14: Larva do Ae. aegypti 4° no estagio sob o controle negativo.

Fonte: Proprio autor, 2022.
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Contudo, quando exposta a solugéo-teste com o composto 3n verifica-se que
aregido do abdémen da larva sofre sérios danos (figura 15). Ressalta-que nessa area
encontra-se o intestino médio, cujas células epiteliais apresentam funcdes vitais, tais
como controle de pH, secrecdo de enzimas digestivas, absor¢cdo de nutrientes,
armazenamento de lipidios e carboidratos (CLEMENTS,1992; WIGGLESWORTH,
1942; NISHIURA et. al., 2007).

Figura 15: Larva do Ae. aegypti 4° no estagio em solucao de 100 ppm do composto
3n.

Fonte: Autor, 2022.

Ademais, € importante destacar que a larva deste vetor e os demais insetos
possuem um mecanismo de defesa para prote¢do do sistema digestivo, conhecido
como Membrana Peritrofica (MP) (WHITEN et. al., 2018; SUWANMANEE et. al., 2009)
gue o protege contra abrasdo e atagues de patdgenos oriundos de alimentos

contaminados, envolvendo-os assim que estes adentram o trato gastrointestinal.

Baseado nas observagOes experimentais sugere-se que 0 composto 3n

possivelmente interfere na formagdo da MP. Desta forma, estando diretamente em
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contato com o tecido epitelial, o aduto 3n provavelmente leva a uma resposta

degenerativa nas células do aparelho digestivo.

Tal pressuposto também estende-se a possivel agdo do composto 4s, visto que
foi observado deterioragdo no abddémen anterior e, além do mais, os tecidos internos
do térax apresentam nitida degeneracdo (figura 16), onde encontra-se 0Orgao
especificos responséaveis pela sintese da MP e regulagem da passagem de alimento:
células da cardia e seco gastrico (CLARK et. al., 1999; LEODIDO et. al., 2013; SHAO
et. al., 2001).

Figura 16: Visdo ampliada das regides degeneradas da larva do Ae. aegypti em
solucao de 100 ppm do aduto 4s.

Fonte: Autor, 2022.

5.4. Insilico Target Fishing: Predic&o de alvos moleculares

“Target fishing”, também conhecido como identificacdo de alvos moleculares, é
uma técnica computacional emergente, principalmente devido a alta demanda em
termos financeiro, tempo e meios experimentais. Esta técnica emprega ferramentas
de bioinformética e algoritmos de machine learning na predicdo de alvos biol6gicos

para uma dada molécula a partir de sua estrutura quimica, utilizando-se informagdes
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disponiveis em banco de dados de moléculas biologicamente ativas frente a alvos
conhecidos (JENKINS et. al., 2006; WANG e XIE, 2014).

Desta forma, realizou-se uma analise prospectiva de target fishing para a
identificacdo de alvos moleculares potenciais baseados na estrutura dos compostos
39, 3n, 30 e 4s por meio do webservidor “Similarity ensemble approach (SEA)”
(https://sea.bkslab.org/), o qual se baseia no principio da similaridade quimica
(KEISER et al., 2007; SALVATORE et. al., 2021). Logo, o pool dos possiveis alvos em

comum para estes adutos encontra-se descrito na tabela 5, abrangendo 14 putativos

alvos moleculares. Além do mais, empregou-se analise de docking molecular
(proteinas obtidas por homologia molecular) a fim de avaliar aquele alvo que

apresenta uma maior energia de interacdo com o aduto 3n.

Tabela 5. Previsdo de possiveis alvos biologicos a partir da estrutura quimica dos
adutos MBH.

Candidatos a alvo® Descricao Caodigo
AAEL014199 Dihidropirimidina desidrogenase DPD
Q16QD7 Hidrolases de epodxido EH's
Q170R4 Proteina quinase dependente de cGMP PKG
AOAB6IBT5H3 Enzima conversora de angiotensina ACE
AOA6R8GJR6 Metalo-endopeptidase de membrana (Neprilisina) MME
AOA1S4F8B3 (s)-2-hidroxiacido oxidase HAO2
Q6A2E2 Acetilcolinesterase AChE
JOHT37 Fosfotransferase PT
Q177Y4 Familia de Proteinas de ligacdo a acidos graxos FABP
AOA1S4EXS1 Glutationa S-transferases GSTs
Q17CFO Histona deacetilase HDAC
AOA1S4FMW6 Catepsina B CTSB
AOAOP6IWW9 Putative-lisosomal PAP
Q17LB3 L-fuconato desidratase FucD

dNome de entrada UniProt
Fonte: Autor, 2022.

De acordo com os dados apresentados na tabela 5, observa-se uma maior
afinidade com a dihidropirimidina desidrogenase, enzima limitante de velocidade da
via catabolica da uracila na biossintese de f-alanina (MORSMAN et. al., 2000;
SPARREBOOM et. al.,, 2002). Richardson et. al. (2010) demostram importantes

fungbes fisiologicas desta enzima na biologia de insetos, como no processo de


https://sea.bkslab.org/
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esclerotizacdo da cuticula, o qual requer N-B-alanil dopamina (formada por B-alanina
e dopamina). Ademais, atribui-se outras finalidades cruciais a -alanina, tais como na
sintese de carcinina (N-B-alanil histimina) que atua visdo e, principalmente, na

regulacdo da ecloséo de pupas.

A inspecao visual das interagdes envolvidas nos complexos receptor-ligante
revela a importancia das interacfes hidrofobicas (tabela 6). Contudo, tendo em vista
mudangas conformacionais durante o processo de reconhecimento molecular, faz-se
necessario estudos complementares de Dinamica Molecular a fim de selecionar um
melhor alvo biolégico em funcdo de uma estimativa da energia livre de interacédo
proteina-ligante (RICHARDSON et. al., 2010; IVETAC e MCCAMMON, 2011).
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Tabela 6: Alvos potenciais dos adutos MBH frente ao Ae. aegypti.

Cddigo FitScore® Interacdes inter(intra)moleculares

DPD 86,51 P215 (CH -- 2,39 A), L244 (aquil-alquil 3,67 A), T511

(OH -- 0)
M35 (CH -- 0 2,67 A), E37 (CH -0 [2,99 A]e OH - O
EH's 84,71 [1,99 A]), H61 (CH -- 17 3,87), E62 (CH -- O 2,85 A, H65
’ (OH -- N 3,00) A, HO -- Zn -- O=C 2,40 A)
PKG 80,52 V524 (alquil — alquil 3,57 A), R529 (NH — O=C 1,95 A)

Q566 (NH-- O 2,58 A), H600 (N -- HO 2,77 A), E624 (O--
ACE 76.93 HO 2,11 A), Y736 (OH -- OH 2,04 A), OH - Zn -- O=C

’ 1,55 A e 2,61 A respectivamente, H20 -- O 1,53 A.
H41 (OH -- N 2,03A), H53 (C=0 -- CH 2,89A), R212 (C=0
GSTs 75,36 -- HN [2,02 A], 1T -- cétion [3,55A], T -- alquil 3,95A)

A566 (C=0-- HO 1,59 A e CH -- 0=C 2,68 A), H610 (11 - Tr
MME 74,60 stack 3,78 A)

W212 (11 — alquil 3,83 A), S250 (LH 2,03 A), Y456 (LH
AChE 71,95 2,32 A)

Y24 (CH -- OH 2,69 A), P78 (CHs -- O=C [2,6 A] e alquil-
HAG2  e54g  2lquil [3,84 A)), T78 (CH -- O=C 2,44 A), A79 (NH -- O=C

’ 2,58 A), R165 (HO -- NH 2,64 A), R258 (HO-- NH 1,65 A)
K59 (HO -- NH 2,06 A), L153 (NH -- 7 3,33 A), N203 (NH -
PT 59,86 -1 2,75 A), E259 (17 -- CO" 3,18 A)

FABP 5558 H20 -- C=0 (2,10 A) e H20 -- OH (2,02 A)

S5 (OH - 0=C 2,86 A), H4 (r -- HN 2,89 A), K287 (C=0 --
HDAC 46,09 HN 1,92 A)

V263 (aquil-alquil 3,61 A), L283 (CHs -- O=C 2,51A),
CTSB 45,66 (G284 (C=0 -- HC 2,51 A)

L201 (C=0 -- CH 2,12 A), D204 (CH -- CO" 2,07 A), D282
PAP 45,23 (T -- CO" 3,72 A), V283 (11 — alquil 3,97 A)

G32 (CHs -- O=C 2,66 A), L64 (11 -- alquil 3,76 A), E311 (T
FucD 7,44 .- CO[3,57 A], OH -- CO"1,73A), Mg -- HO (1,91A)

4Fungdo CHEMPLP no Programa Gold.

Fonte: Autor, 2022.
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5.5. Modelagem por Homologia Estrutural: constru¢ao do modelo da
AaAChE

Durante o processo evolutivo, estruturas tridimensionais de proteinas
homoélogas sao fortemente conservadas (CHANDONIA, 2005). Contudo, as suas
superficies apresentam certas divergéncias, regides denominadas de “loop”, onde ha
algumas possiveis lacunas, apresentando, por isso, grande variabilidade estrutural
(LEE, 2010).

Porém, ainda que a modelagem por homologia gere modelos relativamente
menos exatos que 0s métodos experimentais, tais como cristalografia de raios-X ou
espectroscopia de RMN, a homologia € de grande utilidade na biologia molecular a
fim de propor e verificar possiveis hipéteses (LIU, 2011) e sitio de ligagcédo de um certo
ligante (ZHOU, 1999), entre outros.

Em vista disso, a técnica de homologia vem sendo muito utilizada em muitas
areas da Quimica Medicinal e Biologia Estrutural, especialmente em casos que a
elucidacdo do alvo biologico ainda ndo se encontra experimentalmente resolvida
(FRANCA, 2015). Logo, modelos da biomacromolécula (proteina) podem ser
construidos por comparacéo da similaridade de sequéncias de aminoacidos com as
de proteinas homélogas com estruturas empiricamente determinadas, o que constitui

em um processo de varias etapas.

Nesse contexto, e tendo em vista que grande parte dos atuais inseticidas
comerciais atuam no sistema nervoso central, realizou-se a modelagem estrutural com
a acetilcolinesterase (AChE) (LI et. al., 2020). Logo, inicialmente a sequéncia completa
de aminoacidos da AChE (ace-1) do Aedes aegypti (EF209048) (MORI et. al., 2007)
foi obtida na base de dados do UNIPROT (cédigo: Q6A2E?2) (https://www.uniprot.org/),

realizando-se em seguida uma busca de sequéncia homdloga através do método

heuristico do webservidor BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,

https://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.caqi) (figura 17). Logo, observou-se que a AChE do

Anopheles gambiae apresenta uma identidade sequencial de 80%, dentro da faixa
aceitavel (“threshold” de 30%) (VITKUP et. al., 2001; D’ALFONSO, et. al., 2001)

sendo, portanto, esta selecionada para a constru¢cao do modela da AaAChE.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Figura 17: Resultado da busca de sequéncia homdloga da AaAChE pelo webservidor
BLAST.

EGAPDN 356-PA [Anopheles gambiae str. F'ES'I']l
Sequence ID: XP_321792.2 Length: 737 Number of Matches: 1
See 2 more title(s) v See all Identical Proteins({IPG)

Range 1: 1 to 733 GenPept Graphics

Score Expect Method dentities Positives Gaps

1182 bits(305%) 0.0 Compositional matrnx adjust. |593/738(80%) §637/738(86%) 44/738(5%)

Query 1 MEIRGLITRLLGPCHI--RHLILCSLGIYSILY----- QSVHCRHHDIGSSTA---HQL- 49
MEIRGL L+G + R + L LG+ ++L+ V  RHH++ + A HOL

Sbjct 1 MEIRGL---LMGRLRLGRRMYVPLGLLGVTALLLILPPFALVQGRHHELNNGAAIGSHQLS 57

Query 5@ === === -GSKYSQS55L555- -~~~ -~ - -~ - - - -5(Q555SLVEDPV- - - -LNKDSDAFF B3

5+ +05 5L+5 5 55 ED W L+KD+DAFF
Shict 58  AAAGVGLASQSAQSGSLASGVMSSVPAAGASSSSSSSLLSSSAEDDVARITLSKDADAFF 117

Fonte: Web software BLAST, 2022.

Desta maneira, uma vez obtido o alinhamento entre a sequéncia-alvo e a
sequéncia-molde, realizou-se a construgdo do modelo da AgGAChE por homologia
estrutural através do webservidor SWISS-MODEL (WATERHOUSE et. al., 2018)

(https://swissmodel.expasy.org/). Para tanto, foi selecionado como template da

AgAChE resolvida por cristalografia de raios-X e depositada no PDB sob o codigo

BARY (https://www.rcsb.org/), com resolucéo de 2.26 A.

Ressalta-se que € possivel que modelos por homologia apresentem maus
contatos atbmicos e enovelamentos inadequados, principalmente nos loops (SALI e
BLUNDELL, 1993), sendo por isso necessaria a sua otimizagcado. Para tanto, realizou-
se o refinamento do modelo pela plataforma do Laboratério de Bioinformatica Zhang
Lab da Michigan University, segundo a metodologia Fragment-Guided Molecular
Dynamics Simulation (FD-MD) (https://zhanglab.dcmb.med.umich.edu/FG-MD/) (FAN
e MARK, 2004).

Logo mais, um processo posterior de validacdo foi realizado para avaliar a
gualidade estereoquimica do modelo gerado e certos parametros como angulos
torcionais da cadeia principal (¢ e W), angulos torcionais das cadeias laterais (Chi) e
impedimentos estéricos. Para isto, foi utilizado o grafico de Ramachandran gerado
pelo Molprobity (http://molprobity.biochem.duke.edu/) (CHEN et. al., 2010).

Além do mais, para que o modelo seja considerado aceitavel, pelo menos 90%
dos residuos devem se encontrar em regifes permitidas neste gréfico, cuja restricdo

nao se aplica a aminodacidos de glicina (pois ndo possuem cadeia lateral), prolina (uma


https://swissmodel.expasy.org/
https://www.rcsb.org/
https://zhanglab.dcmb.med.umich.edu/FG-MD/
http://molprobity.biochem.duke.edu/
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vez que o Ca encontra-se ligado a cadeia lateral) e residuos localizados nas
extremidades (carboxi-terminal e amino-terminal) (LASKOWSKI et. al., 1993). Desse
modo, o modelo gerado da AaAChE apresenta todos os residuos em regides
permitidas, conforme a figura 18 abaixo.

Figura 18: Gréfico de Ramachandran para a distribuicdo dos angulos diedros Phi (¢)
e Psi (W) do modelo da AaAChE.

180

Fonte: Elaborado a partir do web software pelo Molprobity, 2022

Outras ferramentas foram utilizadas para avaliacao da qualidade do modelo da
enzima, como o ProSa-web (WIEDERSTEIN e SIPPL, 2007), que calcula qualidade
geral (estrutura tridimensional da proteina), indicando através de um valor de Z-score,
e local (posicao dos residuos de aminoacidos na sequéncia), em que valores positivos
neste grafico equivalem as possiveis regides com erros estruturais. Logo, conforme a
figura 19 a diferenca de valor de Z-score entre o modelo e o template € de 0,08.
Ressalta-se que quanto menor for esta diferenca melhor é a qualidade do modelo,

uma vez que este score representa as coordenadas atdémicas dos Ca da estrutura.
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Figura 19: Verificagdo da qualidade do modelo da AaAChE pelo servidor ProSa-Web.
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Fonte: Adaptado pelo autor gréficos gerados pelo web servidor ProSa-web, 2022.

Por fim, também se verificou o modelo pela ferramenta Verify 3D, a qual confere
score em relacdo ao ambiente quimico de cada residuo no modelo com base em uma
matriz de analise estatistica envolvendo modelos experimentais depositados no PDB
(EISENBERG et. al., 1997). Logo, observa-se que 99,44% dos residuos apresentam

valor médio de score de 20,02, o que se encontra dentro dos niveis aceitaveis (maior

gue zero) (figura 20).
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Figura 20: Representacao do perfil 3D do modelo AaAChE.

[ Média de score

Score

Fonte: Grafico gerado pelo web servidor VERIFY3D. Adaptado pelo autor, 2022.

5.6. Docking molecular

A fim de analisar a energia de interacdo e conformacdo dos adutos mais
promissores com a AaAChE, alvo biolégico amplamente descrito na literatura no
desenvolvimento de potenciais inseticidas, estudos de docking foram realizados por
meio do programa GOLD (Genetic Optimization for Ligand Docking), o qual apresenta
uma funcéo de score baseada em campo de forca, que considera a energia interna
do ligante, assim como a energia de interacdo receptor-ligante (HALPERIN et. al.,
2002; BROOIJMANS e KUNTZ, 2003).

Inicialmente, a validacdo da eficiéncia dos calculos de docking foi realizada a
fim de verificar a acuracia do programa em reproduzir a conformacéo bioativa do
ligante cristalografico, processo denominado de redocking. Ressalta-se que a
simulacdo do modo de interagdo empirico é considerada aceitavel desde que o RMSD
(Root Mean Square Deviation) (ou seja, entre o ligante em sua pose cristalografica e
sua conformac&o obtida logo apds o docking) seja menor que 2.0 A (BROOIIMANS e
KUNTZ, 2003).

Para tanto, destaca-se que, a principio, desenhou-se a estrutura molecular do
ligante cristalogréfico (nativo do complexo com PDB ID: 6ARY) no programa Discovery
Studio, sendo otimizada com o método semi-empirico PM7 por meio do software
MOPAC através da interface grafica do programa Mercury. Logo, o menor valor de

RMSD calculado foi de 0,196 para a fungédo de pontuagdo ChemPLP (figura 21).
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Figura 21: Validacdo do calculo de docking do programa GOLD por meio do
procedimento de redocking. Em azul celeste é representado a conformacao bioativa
do ligante cristalografico em sobreposicdo com a pose gerada pelo software, ligante

em verde. :

Fonte: Figura gerado pelo software Pymol, 2022.

Posteriormente, o inseticida de referéncia temefds, inibidor da AChE, foi
ancorado no sitio de ligacao desta enzima (AaAChE, modelo) aplicando-se 0 mesmo
protocolo de otimizacdo descrito anteriormente, sendo este procedimento também
executado para os adutos 3n e 4s. Desta forma, ontiveram-se os valores de energias
de interacao ligante/receptor (tabela 7). Em vista disto, acredita-se que 0 mecanismo
de acdo dos adutos de MBH néo se sucede pela via de inibicdo da AaAChE. Contudo,
estudos experimentais, como determinacdo da atividade enzimatica por meio do
ensaio de Ellman e calculo de inibicdo enzimatica, faz-se necessario a fim de melhor

compreender 0 meio de acao destes compostos.

O estudo de docking revelou interacdo hidrofébica ocorrendo entre o grupo
metila presente no temefds e no aduto 3g e a H%¢7 (2,1A e 2,81 A, respectivamente),

residuo de aminoacido pertencente ao sitio catalitico da enzima (figura 22).

Figura 22: Representacdo esquematica das principais regides de interacdo na
AaAChE.

Regido periférica

@ ca.20 A
Bolso de ligagao
de acila

Sitio de ligacao
aniénico

Y456

E486
Sitio Catalitico @
G245 | G246

Regido oxidnica

Fonte: Bacalhau et. al. (2016). Aptado pelo autor, 2022.
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Além do mais, observa-se, de uma maneira geral, que os adutos apresentaram
interacdes semelhantes com o sitio de ligacdo aniénico da AaAChE por meio de
ligacdo de hidrogénio entre o residuo Y*¢ e os adutos 3n e 4s (2,32 A e 2,07 A,
respectivamente) e interagéo 1 — alquil (3,73 A) com 3g. O composto de referéncia,
por sua vez, interage com este aminoacido através de interagdo 1 — sigma (2,67 A)

(tabela 7 e figura 23).

Tabela 7: Valores de FitScore e interacdes ligante/receptor entre os adutos, o
composto de referéncia e a AaAChE.

FitScore
Ester |  Acido
Enantibmeros
R | s | R | s

Composto Interagdes inter(intra)ymoleculares*

D200 (LH 2,91 A e 17 -sigma 2,49),
W212 (17 -sigma, 2,84 A), Y449
Temefds 74,57 (Ligac&o de Hidrogénio (LH) 2,04 A),
W408 (11 — enxofre 3,58 A), Y456 (1T -
sigma 2,67 A).

Y456 (1 -alquil 3,73 A), H567 (LH n&o

convencional 2,69 A e 2,93 A), Y456

39 50,77 59,70 | 47,45 49,15 (r — alquil 3,73 A).

LH ndo convencional intramolecular
(2,24 A).

W245 (17 — alquil 3,60 A), S280 (LH
2,28 A), Y282 (T — LH néo

3n 67,61 71,95 63,10 64,85 convencional 3,18 A), S283 (LH

2,92 A), Y489 (LH 2,86 A).

W245 (17 stack 3,86 A), Y282 (LH 2,55
A), Y283 (LH 1,95 A), Y493 (11 — alquil
30 59,63 63,53 58,94 63,23 3,76 A), Y489 (LH 3,03 A e LH ndo
convencional 2,88 A).

Y249 (LH n&o convencional 2,33 A),

4s 55,65 53,83 | 49,89 51,32 Y456 (LH 2,07 A).
LH intramolecular (2,08 A).

LH: Ligacdo de Hidrogénio.
*Interacdes com os adutos em sua forma enantiomérica S.

Fonte: Autor, 2022.
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Figura 23: Visualizacdo das interacbes do composto de referéncia (temefds) e os

adutos 3g, 3n, 30 e 4s (enantibmeros S) com a AaAChE.

30 4s
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Temefos

Fonte: Imagens elaboradas a partir do software Discovery Studio. Autor, 2022.

5.7. Avaliacao in silico de propriedades fisico-quimicas: Relacéo

Estrutura-Atividade

A descoberta de um inseticida seletivo e ambientalmente seguro depende da
selecdo de um candidato promissor durante o estagio inicial do desenvolvimento bio-
racional de pesticidas. Desta forma, estudos evidenciam uma relacao intrinseca entre
biodisponibilidade e suas propriedades fisico-quimicas, quais sejam: Massa Molecular
(MM), Lipofilicidade (ou Logaritmo do Coeficiente de Particio —CLogP), nimero de
Doadores e Aceptores de Ligacado de Hidrogénio (nDLH, nALH), nimero de Ligacdes

Rotacionaveis (nLRot) e numero de Ligacdes Aromaticas (nLAr) (DAVID, 2017).

Ressalta-se que apesar de inseticidas e farmacos apresentarem acéao frente a
macromoléculas em sistemas bioldgicos, ambos apresentam caracteristicas de
absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade significativamente

diferentes. Nesse sentido, ao contrario de farmacos, faz-se necessario levar em
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consideracao fatores ambientais no desenvolvimento de inseticidas (vento, luz solar,
chuva, entre outros), uma vez que estes séo aplicados outdoors (HAO, G. et. al, 2011;
SHIMSHONI, et. al., 2019).

Desta forma, entre os paradmetros fisico-quimicos mencionados destaca-se 0
nLAr, relacionado a fotoestabilidade e o CLogP que ndo apenas é correlacionado a
difusdo passiva através da bicamada lipidica da membrana celular, mas
principalmente afeta a permeabilidade na cuticula lipofilica do inseto. Assim,
comparando-se com a regra de Lipinski (MM < 500, ClogP < 5 nALH <10 nDLH <5),
inseticidas devem apresentar um maior valor de CLogP e um menor valor de MM
(HAO et. al., 2011).

Portanto, a fim de avaliar possiveis candidatos a pesticidas, Hao et. al. (2011)
propuseram a seguinte regra: MM < 435 Da, ClogP < 6, nALH <6, nDLH <2, n ROT
<9,enLAR = 17. Logo, avaliou-se o perfil inseticida dos adutos sintetizados por meio
do servidor web gratuito InsectPAD
(http://chemyang.ccnu.edu.cn/ccb/database/InsectiPAD/index.php/home/index) (JIA
et. al., 2019).

De acordo com a tabela 10, os adutos de MBH encontram-se dentro dos limites
acima mencionados, exceto em relacdo ao espinosad que ndo se enquadra na faixa

deste parametro, bem como no tocante a massa molecular (MM).


http://chemyang.ccnu.edu.cn/ccb/database/InsectiPAD/index.php/home/index
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Tabela 8: Avaliacdo dos parametros fisico-quimicos dos adutos MBH.

Composto MM ClogP  nDLH nALH nLRot nLAr

3a 282,29 1,62 1 6 7 6

3b 252,26 1,66 1 5 6 6

3c 243,26 1,90 1 4 4 10

3d 243,26 1,89 1 4 4 10

3e 217,22 1,02 1 4 4 6

3f 210,20 1,98 1 4 4 6

39 226,66 2,19 1 3 4 6

3h 226,66 2,18 1 3 4 6

3i 261,10 2,72 1 3 4 6

3j 271,11 2,54 1 3 4 6

3k 260,21 2,50 1 6 5 6

3l 237,61 0,90 1 5 5 6

3m 206,24 2,00 1 3 4 6

3n 268,31 3,04 1 3 5 12

30 242,27 2,62 1 3 4 10

3p 218,25 2,57 1 3 5 6

4q 207,23 1,17 1 4 5 6

4r 213,25 1,24 1 4 5 5

4s 240,68 2,49 1 3 5 6

4t 251,24 1,24 1 5 6 6

4u 236,26 2,00 1 3 4 6
Piriproxifeno 320,38 4,69 0 3 7 18
. 731,46 4,90 0 11 9 0

Espinosad

D 745,48 4,80 0 11 9 0

Temefos 466,47 4,02 0 6 10 12

MM: Massa Molecular; CLog P: Coenficiente de Particdo; nDLH e nALH: ndmero de
Doadores e Receptores de Ligacdo de Hidrogénio, repectivamente; nLRot: numero de
LigacBes Rotacionaveis; nLAR: nimedo de ligagbes aromaticas.

Fonte: Autor, 2022.

Contudo, observa-se uma intrigante relacéo linear entre o CLog P e a ac¢éo
larvicida dos adutos promissores e 0s controles com seus respectivos valores de CLso
(grafico 1). Logo, infere-se que a lipofilicidade é o parametro fisico-quimico de grande
relevancia na atividade biol6gica dos compostos avaliados frente as larvas do Aedes
aegypti, tendo em vista que para formacdo do complexo ligante-receptor no sitio de
acao, inicialmente faz-se necessario a difusdo do composto através da cuticula do
inseto, que é composta de quitina. Por isso, ele deve apresentar um equilibrio entre
hidrofilicidade e lipofilicidade (WEBB e GREEN, 1945; WATERBEEMD, 1993; TESTA,
2000).
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Grafico 1: Avaliagcdo estrutura — atividade pela relacéo linear entre lipofilicidade e

acao larvicida dos compostos MBH.
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]
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Fonte: Autor, 2022.
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CONSIDERACOES FINAIS
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A metodologia aplicada para a sintese dos compostos apresentados neste
trabalho forneceu adutos em rendimentos globais satisfatérios, exceto o composto 3a,
qgue de certa forma ja se esperava devido a natureza do reagente limitante (3,4,5-

trimetoxibenzaldeido).

Por meio dos bioensaios larvicidas, constatou-se a efetividade dos adutos de
MBH frente as larvas L4 do vetor Aedes aegypti, destacando-se 3n. Este e os demais
adutos, por sua vez, ocasionaram escurecimento na regido do abdémen do inseto, 0
gue evidenciou uma resposta degenerativa em seu tecido epitelial, o que levanta a
hipétese de provavel destruicdo do natural mecanismo de defesa do vetor através da

Membra Peritrofica.

Ademais, em relacdo aos estudos in silico, ressalta-se que construcdo do
modelo da AaAChE por homologia estrutural foi realizado com sequéncia homologa
de uma estrutura resolvida por difracéo de raio X depositadas no PDB (AgAChE, PDB
ID:6ARY). Logo, ap0s o processo de refinamento e validacdo, os estudos de docking
molecular com a AaAChE possibilitaram uma compreensdo da importancia da
natureza das interacfes nédo-covalentes para formacao de um complexo relativamente

estavel enzima-ligante.

Em suma, com base nos resultados de docking molecular, pode-se inferir que

os adutos de MBH nédo agem pela via de inibicdo deste alvo bioldgico.
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7. PERSPECTIVAS

v Realizar simulagdo de Dindmica Molecular a fim de estimar o possivel alvo
molecular baseado na menor energia livre de interacao ligante-proteina
(AG);

v' Avaliar a influéncia do aceptor de Michael na acao larvicida, realizando-se
reacdo de reducao, caracterizacdo e posterior teste bioldgico;

v Avaliar o impacto ecotoxicoldgico dos adutos de Morita-Baylis-Hillman.



Pagina |87

REFERENCIAS




Pagina | 88

8. REFERRENCIAS

ABRAHAM, E. G.; JACOBS-LORENA, M. Mosquito midgut barriers to malaria parasite
development. Insect Biochemistry and Molecular Biology, v. 34, n. 7, p. 667-671,
jul. 2004.

AFT, R. L.; MUELLER, G. C. Hemin-mediated oxidative degradation of proteins. The
Journal of Biological Chemistry, v. 259, n. 1, p. 301-305, 10 jan. 1984.

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Manifestacdes envolvendo a aplicacéo
da vacina contra a dengue, 2017. Disponivel em:
<http://antigo.anvisa.gov.br/documents/111522/3613595/Tema+de+Destaque++Nov
embro_Dezembro+2017/c641c913-6b39-4€06-92d9-a485elafl74d?version=1.2>.
Acesso em: 25 jul. 2021.

AGGARWAL, V. K. et al. Rate Acceleration of the Baylis—Hillman Reaction in Polar
Solvents (Water and Formamide). Dominant Role of Hydrogen Bonding, Not
Hydrophobic Effects, Is Implicated. The Journal of Organic Chemistry, v. 67, n. 2, p.
510-514, 27 dez. 2001.

AGGARWAL, V. K.; EMME, I.; FULFORD, S. Y. Correlation between pKa and
Reactivity of Quinuclidine-Based Catalysts in the Baylis—Hillman Reaction: Discovery
of Quinuclidine as Optimum Catalyst Leading to Substantial Enhancement of
Scope. The Journal of Organic Chemistry, v. 68, n. 3, p. 692—700, 4 jan. 2003.

AGGARWAL, V. K.; FULFORD, S. Y.; LLOYD-JONES, G. C. Reevaluation of the
Mechanism of the Baylis-Hillman Reaction: Implications for Asymmetric
Catalysis. Angewandte Chemie International Edition, v. 44, n. 11, p. 1706-1708, 4
mar. 2005.

AGRAWAL, S.; et. al. Two essential peritrophic matrix proteins mediate matrix barrier
functions in the insect midgut. Insect Biochemistry and Molecular Biology, v.49, p.
24-34, 2014.

ALOUT, H.; WEILL, M. Amino-acid substitutions in acetylcholinesterase 1 involved in
insecticide resistance in mosquitoes. Chemico-Biological Interactions, v. 175, n. 1-
3, p. 138-141, set. 2008.

ALONSO-PALOMARES, L.A., et. al. Molecular Basis for Arbovirus Transmission by
Aedes aegypti Mosquitoes. Intervirology, v.61, n.6, p. 255-264, 2018.

AMARANTE, G. W. et al. Dualistic Nature of the Mechanism of the
Morita—Baylis—Hillman Reaction Probed by Electrospray lonization Mass
Spectrometry. The Journal of Organic Chemistry, v. 74, n. 8, p. 3031-3037, 13 matr.
2009.

ANDRE, et. al. Mosquito Adaptation to the Extreme Habitats of Urban Construction
Sites, Trends in Parasitology, v. 35, n. 8, p. 607-614, 2019.


http://antigo.anvisa.gov.br/documents/111522/3613595/Tema+de+Destaque++Novembro_Dezembro+2017/c64fc913-6b39-4e06-92d9-a485e1af174d?version=1.2
http://antigo.anvisa.gov.br/documents/111522/3613595/Tema+de+Destaque++Novembro_Dezembro+2017/c64fc913-6b39-4e06-92d9-a485e1af174d?version=1.2

Pagina |89

ANGLERO-RODRIGUEZ, Y. I. et al. An Aedes aegypti-associated fungus increases
susceptibility to dengue virus by modulating gut trypsin activity. eLife, v. 6, p. e28844,
5 dez. 2017.

APTE-DESHPANDE, A.D., et. al. Serratia odorifera mediated enhancement in
susceptibility of Aedes aegypti for chikungunya virus. Indian J Med Res, v.139, n. 5,
p. 762-8, 2014.

BARRES, B.; et. al. Trends and Challenges in Pesticide Resistance Detection. Trends
Plant Sci, 2016, v. 21, n. 10, p.834-853.

BASAVAIAH, D.; RAO, A. J.; SATYANARAYANA, T. Recent Advances in the
Baylis—Hillman Reaction and Applications. Chemical Reviews, v. 103, n. 3, p. 811—
892, mar. 2003.

BASAVAIAH, D.; REDDY, B.S.; BADSARA, S.S. Recent contributions from the
Baylis-Hillman reaction to organic chemistry. Chem Rev, 2010, v.110, n. 9, p. 5447-
674

BAYLIS, A.B.; HILLMAN, M.E.D.; German Patent 2155113, 1972.

BECKER, N. et al. Mosquitoes and Their Control. Berlin, Heidelberg: Springer Berlin
Heidelberg, 2010.

Boletim Epidemioldgico Vol. 52 - N° 23 — Portugués (Brasil) (BE-23). Disponivel
em:<https://www.gov.br/saude/ptbr/centraisdeconteudo/publicacoes/boletins/boletins
epidemiologicos/edicoes/2021/boletim_epidemiologico_svs_23.pdf/iview>. Acesso
em: 04 jul. 2021.

Boletim Epidemiologico Vol. 52 - N°3 — Portugués (Brasil). Disponivel em:
<https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/boletins/boletins-
epidemiologicos/edicoes/2021/boletim_epidemiologico_svs_3.pdf/view>. Acesso em:
05 jul. 2021.

BRAGA, |.A.; VALLE, D. Aedes aegypti: inseticidas, mecanismos de acdo e
resisténcia. Epidemiol. Serv. Saude, 2007, v. 16, n. 4, p. 279-293.

BRADLEY, T. J. Physiology of osmoregulation in mosquitoes. Ann. Rev. Entomol,
1987, v. 32, p.439-462.

BRADLEY, T. J.; STUART, A. M.; SATIR, P. The ultrastructure of the larval
Malphighian tubules of a saline-water mosquito. Tissue Cell, 1982, v. 14, n. 4, p.759-
773.

BRADLEY, T. J.; PHILLIPS, J. E. The secretion of hyperosmotic fluid by the rectum of
a saline-water mosquito larva Aedes taeniorhynchus. J Exp. Biol, 1975, v.63, n. 2,
p.331-342.



Pagina |90

BRADLEY, T. J.; PHILLIPS. J. E. The effect of external salinity on drinking rate and
rectal secretion in the larvae of the saline-water mosquito Aedes taeniorhynchus. J.
Exp. Biol, 1977, v. 66, n. 1, p. 97-110.

BRASIL. Manual sobre Medidas de Protecao a Saude dos Agentes de Combate
as Endemias - Volume 1 - Arboviroses transmitidas pelo Aedes aegypti —
Portugués, 2019. Disponivel em: <https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-
conteudo/publicacoes/publicacoessvs/dengue/manual_protecao_agentes_endemias.
pdfiview>. Acesso em: 12 mar. 2022.

BHATT, S., et. al. The global distribution and burden of dengue. Nature, 2013, v. 25,
n. 496, p. 504-7.

BRATHWAITE DICK, O. et al. The History of Dengue Outbreaks in the Americas. The
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 87, n. 4, p. 584-593, 3 out.
2012.

BROWN, M.R.; RAIKHEL, A.S.; LEA, A.O. Ultrastructure of midgut endocrine cells in
the adult mosquito, Aedes aegypti. Tissue Cell, 1985, v. 17, n. 5, p. 709-711.

BROOIJMANS, N.; KUNTZ, I.D. Molecular recognition and docking algorithms. Annu
Rev Biophys Biomol Struct. 2003, v. 32, p. 335-73.

CARLIER, P.R. et. al. Towards a species-selective acetylcholinesterase inhibitor to
control the mosquito vector of malaria, Anopheles gambiae. Chem Biol Interact, 2008,
v. 175, n. 1-3, p. 368-75.

CAREY, D.E. Chikungunya, and dengue: a case of mistaken identity? Journal Hist
Med Allied Sci, 1971, v. 3, n. 26.

CHEUNG, J. et al. Structure of the G119S Mutant Acetylcholinesterase of the Malaria
Vector Anopheles gambiae Reveals Basis of Insecticide Resistance. Structure, v. 26,
n. 1, p. 130-136.e2, 2 jan. 2018.

CHOUIN-CARNEIRO, T. et al. Differential Susceptibilities of Aedes aegypti and Aedes
albopictus from the Americas to Zika Virus. PLOS Neglected Tropical Diseases, V.
10, n. 3, p. e0004543, 3 mar. 2016.

CARRASCO-SANCHEZ, V.; SIMIRGIOTIS, M.; SANTOS, L. The Morita-Baylis-
Hillman Reaction: Insights into Asymmetry and Reaction Mechanisms by Electrospray
lonization Mass Spectrometry. Molecules, v. 14, n. 10, p. 3989-4021, 12 out. 2009.

CARRINGTON, L. B. et al. Reduction of Aedes aegypti Vector Competence for
Dengue Virus under Large Temperature Fluctuations. The American Journal of
Tropical Medicine and Hygiene, v. 88, n. 4, p. 689-697, 3 abr. 2013.

Center for Disease Control and Prevention (CDC). Chikungunya virus, 2020.
Disponivel em: <https://www.cdc.gov/chikungunya/geo/index.html>. Acesso em: jul.
2021.



Pagina |91

CLARK, T.M.; KOCH, A.; MOFFETT, D.F. The anterior and posterior 'stomach’ regions
of larval Aedes aegypti midgut: regional specialization of ion transport and stimulation
by 5-hydroxytryptamine. J Exp Biol, 1999, v. 203, n. 3, p. 247-52.

CLARK, J. M. Effects and mechanisms of action of pyrethrin and pyrethroid
insecticides. In: Handbook of Neurotoxicology. New York: Humana Press p. 511—
546, 1995. ISBN 978-0-89603-795-3.

CLEMENTS, A.N. The Biology of Mosquitoes. In: Development, Nutrition and
Reproduction. Vol. 1. London: Chapman & Hall, 1992.

Clinical and Experimental Toxicology of Organophosphates and Carbamates -
1st  Edition. Disponivel em: <https://www.elsevier.com/books/clinical-and
experimental-toxicology-of-organophosphates-and-carbamates/ballantyne/978-0-
7506-0271-6>. Acesso em: 12 mar. 2022.

COLE, J. C. C,, NISSINK, W. M., J., TAYLOR, R. Protein,- Ligand Docking Virtual
Screening with GOLD. Drug Discovery Series, 379-415, 2005.

CONSOLI, R. A. G. B.; OLIVEIRA, R. L. Principais mosquitos de importancia sanitaria
no Brasil. Editora FIOCRUZ, 1994.

COPELAND, R. A.; HARPEL, M. R.; TUMMINO, P. J. Targeting enzyme inhibitors in
drug discovery. Expert Opinion on Therapeutic Targets, v. 11, n. 7, p. 967-978, jul.
2007.

COELHO, F.; et. al. Ultrasound in Baylis—Hillman reactions with aliphatic and aromatic
aldehydes: scope and limitations. Tetrahedron, 2002, v. 58, n. 37, p. 7437-7447.

CHANDONIA, J.-M.; BRENNER, S. E. Implications of structural genomics target
selection strategies: Pfam5000, whole genome, and random approaches. Proteins:
Structure, Function, and Bioinformatics, v. 58, n. 1, p. 166—-179, 1 nov. 2004.

CHENG, S. S,; et. al. Bioactivity of selected plant essential oils against the yellow fever
mosquito Aedes aegypti larvae. Bioresource Technology, 2003, v.89, n. 1, p. 99-
102.

CHEN, V. B. et al. MolProbity: all-atom structure validation for macromolecular
crystallography. Acta Crystallographica Section D Biological Crystallography, v.
66, n. 1, p. 12-21, 21 dez. 2009.

D’ALFONSO, G.; TRAMONTANO, A.; LAHM, A. Structural Conservation in Single-
Domain Proteins: Implications for Homology Modeling. Journal of Structural
Biology, v. 134, n. 2-3, p. 246—-256, maio 2001.

Dengue vaccine: WHO position paper, September 2018 -
Recommendations. Vaccine, nov. 2018.



Pagina |92

DA SILVEIRA, L. T. C.; TURA, B.; SANTOS, M. Systematic review of dengue vaccine
efficacy. BMC Infectious Diseases, v. 19, n. 1, 28 ago. 20109.

Dassault Systemes BIOVIA. Discovery  Studio Modeling  Environment,
2017. Dassault Systemes; San Diego, CA, USA: 2017.

DAVID, M. D. Insecticide ADME for support of early-phase discovery: combining
classical and modern techniques. Pest Management Science, v. 73, n. 4, p. 692—699,
19 ago. 2016.

DINIZ, M. M. C. DE S. L. et al. Resisténcia de Aedes aegypti ao temefés e
desvantagens adaptativas. Revista de Saude Publica, v. 48, p. 775-782, 1 out. 2014.

Diretrizes Nacionais para a Prevencao e Controle de Epidemias de Dengue -
Brasilia/ DF e 2009 —  Portugués (Brasil). Disponivel  em:
<https://lwww.gov.br/saude/ptbr/centraisdeconteudo/publicacoes/publicacoessvs/den
gue/diretrizes_nacionais_prevencao_controle_dengue.pdfiview>. Acesso em: 28 jul.
2021.

DONALISIO, M. R.; FREITAS, A. R. R.; ZUBEN, A. P. B. V. Arboviruses emerging in
Brazil: challenges for clinic and implications for public health. Revista de Saude
Puablica, v. 51, n. 0, 2017.

DREWES, S. E.; EMSLIE, N. D. Necic acid synthons. Part 1. Total synthesis of
integerrinecic acid. Journal of the Chemical Society, Perkin Transactions 1, n. O,
p. 2079-2083, 1 jan. 1982.

D’SILVA, N. M.; O'DONNELL, M. J. The gastric caecum of larval Aedes aegypti :
stimulation of epithelial ion transport by 5-hydroxytryptamine and cAMP. The Journal
of Experimental Biology, v. 221, n. 4, p. jeb172866, 7 dez. 2017.

DUA, V. K. et al. Insecticidal and genotoxic activity of Psoralea corylifolia Linn.
(Fabaceae) against Culex quinquefasciatus Say, 1823. Parasites & Vectors, v. 6, n.
1, 4 fev. 2013.

DUBRULLE, M. et al. Chikungunya Virus and Aedes Mosquitoes: Saliva Is Infectious
as soon as Two Days after Oral Infection. PLoS ONE, v. 4, n. 6, p. €5895, 12 jun.
20009.

ENGDAHL, C. et al. Acetylcholinesterases from the Disease Vectors Aedes aegypti
and Anopheles gambiae: Functional Characterization and Comparisons with
Vertebrate Orthologues. PLOS ONE, v. 10, n. 10, p. e0138598, 8 out. 2015.

ENGDAHL, C. et al. Discovery of Selective Inhibitors Targeting Acetylcholinesterase 1
from Disease-Transmitting Mosquitoes. Journal of Medicinal Chemistry, v. 59, n. 20,
p. 9409-9421, 7 out. 2016.



Pagina |93

EVANS, H. C.; ELLIOT, S. L.; BARRETO, R. W. Entomopathogenic fungi and their
potential for the management of Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) in the
Americas. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 113, n. 3, p. 206—214, mar. 2018.

EVERTON, G. O. et al. Larvicidal activity opposite Aedes aegypti of the essential oil of
the dry leaves of Syzygium cumini (L.) Skeels (Myrtaceae). Research, Society and
Development, v. 9, n. 11, p. €5529119967-e5529119967, 26 nov. 2020.

EISENBERG D, LUTHY R, BOWIE JU. VERIFY3D: assessment of protein models with
three-dimensional profiles. Methods Enzymol, 1997, v. 277, p.396-404.

FAN, H.; MARK, A. E. Refinement of homology-based protein structures by molecular
dynamics simulation techniques. Protein science, 2004, v.13, n.1, p.211-220.

FARIA, A. B. DE C. Revis&o sobre alguns grupos de inseticidas utilizados no manejo
integrado de pragas florestais A review of some insecticide groups used in forest pest
integrated management. AMBIENCIA, v. 5, n. 2, p. 345-358, 14 nov. 2009.

FONGNIKIN, A., et al. Efficacy of Fludora® Fusion (a mixture of deltamethrin and
clothianidin) for indoor residual spraying against pyrethroid-resistant malaria vectors:
laboratory and experimental hut evaluation. Parasites Vectors, 2020, v. 13, n. 1, p. 1-
11.

FONSECA, E. O. L. et. al. Estudo experimental sobre a acdo de larvicidas em
populacbes de Aedes aegypti do municipio de Itabuna, Bahia, em condi¢des
simuladas de campo. Epidemiol. Serv. Saude, Brasilia, 2019, v.28, n.1.

FONTENILLE, D.; POWELL, J.R. From Anonymous to Public Enemy: How Does a
Mosquito Become a Feared Arbovirus Vector? Pathogens, 2020, v.9, n. 4.

FRANCA, S.B.; et. al. Larvicidal activity and in silico studies of cinnamic acid
derivatives against Aedes aegypti (Diptera: Culicidae). Bioorganic & Medicinal
Chemistry, 2021, v. 44.

FRANCA, T.C. Homology modeling: an important tool for the drug discovery. J Biomol
Struct Dyn, 2015, v. 33, n. 8, p. 1780-93.

GALATI, S. et al. Recent Advances in In Silico Target Fishing. Molecules, v. 26, n. 17,
p. 5124, 24 ago. 2021.

GALEN, J. et. al. Overcoming insecticide resistance through computational inhibitor
design. Proceedings of the National Academy of Sciences, 2019, v. 116, n. 42, p.
21012-21021.

GENG, C.; WATSON, G. B.; SPARKS, T. C. Nicotinic Acetylcholine Receptors as
Spinosyn Targets for Insect Pest Management. Advances in Insect Physiology, p.
101-210, 2013.



Pagina |94

GLENN, J. D.; KING, J. G.; HILLYER, J. F. Structural mechanics of the mosquito heart
and its function in bidirectional hemolymph transport. Journal of Experimental
Biology, v. 213, n. 4, p. 541-550, 29 jan. 2010.

GOULSON, D. Call to restrict neonicotinoids. Science, 2018, v 60, n. 6392, p. 973.

GOLDBERG, L.J.; MARGALIT J. A bacterial spore demonstrating rapid larvicidal
activity against Anopheles sergei unguilata, Culex univittata, Aedes aegypti and Culex
pipiens. Mosquito News (USA), 1977, v. 37, n. 3, p.355-358.

GREAVES, A. K.; LETCHER, R. J. A review of organophosphate esters in the
environment from biological effects to distribution and fate. Bulletin of Environmental
Contamination and Toxicology, 2017, v. 98, n. 1, p. 2-7.

GUBLER, D. J., Vasilakis, N., & Musso, D. History and Emergence of Zika Virus. The
Journal of infectious diseases, 2017, v. 216, n. 10, p. S860-S867.

GUBLER, D.J. Dengue and dengue hemorrhagic fever. Clin Microbiol Rev., 1998, v.
3, n. 11, p. 480-96.

GWALTNEY-BRANT, S. M. Atypical Topical Spot-On Products. Small Animal
Toxicology, p. 741-754, 2013.

HALPERIN, I. et. al. Principles of docking: An overview of search algorithms and a
guide to scoring functions. Proteins. 2002, v. 47, n. 4, p., 409-43.

HAO, G., DONG, Q., YANG, G. A Comparative Study on the Constitutive Properties of
Marketed Pesticides. Mol Inform. 2011 Jun;30(6-7):614-22. doi:
10.1002/minf.201100020.

HEGEDUS, D.; et. al. New insights into peritrophic matrix synthesis, architecture, and
function. Annu Rev Entomol, 2009, v. 54.

HILL, J. S.; ISAACS, N. S. Tetrahedron Lett, 1986.
HILL, J. S.; ISAACS, N. S. J. Phys. Org. Chem, p. 285-288, 1990. c) KAPOOR, Y.;

HORIKOSHI, R.; TOMIZAWA, M Trend in Development of Nicotinic Insecticides,
In: Trend in Pesticide Discovery Research-Development of Safer and
Environmentally Friendly Pesticides, 2018.

HOPKINS, A. L.; GROOM, C. R. (2002). The druggable genome. Nature Reviews
Drug Discovery, 2002, v. 1, n. 19, p. 727-730.

HONORIO, N. A. et. al. Chikungunya: uma arbovirose em estabelecimento e expansio
no Brasil. Cad. Saude Publica, 2015, v. 31, n. 5, p. 906.

IHARA, M. MATSUDA, K. Neonicotinoids: molecular mechanisms of action, insights
into resistance and impact on pollinators. Curr Opin Insect Sci, 2018, v. 30, p. 86-92.



Pagina |95

IVETAC, A., MCCAMMON J., A. Molecular recognition in the case of flexible targets,
2011, Curr Pharm Des 17:1663-1671.

IWAMURA, T., GUZMAN-HOLST, A.; MURRAY, K.A. Accelerating invasion potential
of disease vector Aedes aegypti under climate change. Nat Commun, 2020, v.11, n.
2130.

JIA, C.-Y. et al. InsectiPAD: A Web Tool Dedicated to Exploring Physicochemical
Properties and Evaluating Insecticide-Likeness of Small Molecules. Journal of
Chemical Information and Modeling, v. 59, n. 2, p. 630-635, 8 jan. 2019.

JENKINS, L. J., BENDER, A., DAVIES, J. W. In silico target fishing: Predicting
biological targets from chemical structure, Drug Discovery Today: Technologies,
2006, vol 3, Issue 4, p. 413-421.

KEISER, M. J. et al. Relating protein pharmacology by ligand chemistry. Nature
Biotechnology, v. 25, n. 2, p. 197-206, fev. 2007.

KOBINGER, G., RACINE, T. ZIKA VIRUS. Methods and Protocols. Canada,
Quebec. Springer, 2020, ISSN 1940-6029.

KRAEMER, M.U.G., et al. Past and future spread of the arbovirus vectors Aedes
aegypti and Aedes albopictus. Nat Microbiol, 2019, v. 4, p. 854—-863.

KUFAREVA, |.; ABAGYAN, R. (2012). Methods of protein structure
comparison. Methods in molecular biology, v. 857, p. 231-257, 2012.

KUMAR, K. Morita-Baylis-Hillman reaction: scope and significance. J Pharm Chem
Chem Sci., 2018, v. 2, n. 1, p. 11-20.

KNUTSSON S. et. al. Noncovalent Inhibitors of Mosquito Acetylcholinesterase 1 with
Resistance-Breaking Potency. J Med Chem, 2018, v.61, n. 23, p. 10545-10557.
KUMAR, S.; KAUSHIK, G.; VILLARREAL-CHIU, J. F. Scenario of organophosphate
pollution and toxicity in India: A review. Environmental Science and Pollution
Research, 2016, v.23, n. 10, p. 9480-9491.

KUMAR, V., et. al. (2013). Spectroscopic methods for the detection of
organophosphate pesticides—A preview. Current World Environment Journal,
2021, v.8,n. 2, p. 313-318.

LANGER, P. New Strategies for the Development of an Asymmetric Version of the
Baylis-Hillman Reaction. Angew Chem Int Ed Engl, v.39, n. 17, p. 3049-3052, 2000.

LASKOWSKI, R. A. et al. PROCHECK: a program to check the stereochemical quality
of protein structures. Journal of Applied Crystallography, v. 26, n. 2, p. 283-291, 1
abr. 1993.

LEE, J.; et. al. Protein loop modeling by using fragment assembly and analytical loop
closure Proteins, v. 78, n. 16, p. 3428-36, 2010.



Pagina |96

LEE, S.; KIM, J.; LEE, S. Floating of the lobes of mosquito (Aedes togoi) larva for
respiration. Sci Rep, v. 7, n. 43050, 2017.

LEHANE, M. J.; BILLINGSLEY, P. F. (EDS.). Biology of the Insect Midgut.
Dordrecht: Springer Netherlands, 1996.

LEMOS, A.B., et. al. Histological and histochemical characterization of the midgut of
healthy Aedes aegypti larvae. Annual research & review in biology, v. 22, p.1-15, 2018.

LEODIDO, A.C.M.; ORTIGAO M., R.; MARTINS, G.F. The ultrastructure of the Aedes
aegypti heart. Arthropod Struct Dev. v. 42, n. 6, p539-550, 2013.

LIMA-JUNIOR, C.G.; VASCONCELLOS, M.L. Morita-Baylis-Hillman adducts biological
activities and potentialities to the discovery of new cheaper drugs. Bioorg Med Chem,
2012, v. 20, n. 13, p. 3954-71.

LI, X. et al. Review on Structures of Pesticide Targets. International Journal of
Molecular Sciences, v. 21, n. 19, p. 7144, 28 set. 2020.

LIU, T.; TANG, G.W.; CAPRIOTTI, E. Comparative modeling: the state of the art and
protein drug target structure prediction. Comb Chem High Throughput Screen, v. 14,
n. 6, p. 532-47, 2011.

LOWE, R., et. al. The Zika Virus Epidemic in Brazil: From Discovery to Future
Implications. Int J Environ Res Public Health, v. 1, n. 15, 2018.

MACK, J.; SHUMBA, M. Rate enhancement of the Morita—Baylis—Hillman reaction
through mechanochemistry. Green Chem., v.9, n. 4, p. 328-330, 2007.

MACRAE, C. F. et al. Mercury 4.0: from visualization to analysis, design and
prediction. Journal of Applied Crystallography, v. 53, n. 1, p. 226-235, 1 fev. 2020.

MAHER, D. J.; CONNON, S. J. Acceleration of the DABCO-promoted Baylis—Hillman
reaction using a recoverable H-bonding organocatalyst, Tetrahedron Letters, v. 45,
n. 6, p. 1301-1305, 2007.

MANNIGE, R. V.; KUNDU, J.; WHITELAM, S. The Ramachandran Number: An Order
Parameter for Protein Geometry. PLOS ONE, v. 11, n. 8, p. e0160023, 4 ago. 2016.

MARTIN, S. J. L., et. al. The epidemiology of dengue in the americas over the last
three decades: a worrisome reality. The American journal of tropical medicine and
hygiene, v. 1, n. 82, p. 128-135, 2010.

MCELROY, K.L., et. al. Characterization of the antigen distribution and tissue tropisms
of three phenotypically distinct yellow fever virus variants in orally infected Aedes
aegypti mosquitoes. Vector Borne Zoonotic Dis, v. 8, n.5, 2008.



Pagina |97

MCGINNIS, S.; MADDEN, T. L. BLAST: at the core of a powerful and diverse set of
sequence analysis tools. Nucleic Acids Research, v. 32, n. Web Server, p. W20-
W25, 1 jul. 2004.

MCGREGOR, B.L.; CONNELLY C.R.A Review of the Control of Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae) in the Continental United States. Journal of Medical
Entomology, v. 58, n.1, p. 10-25, 2021.

MEURER-GRIMES, B.; CASIDA, J. E.; QUISTAD, G. B. Pyrethrum Flowers.
Production, Chemistry, Toxicology, and Uses. Brittonia, v. 48, n. 4, p. 613, out. 1996.

MNIF, W., et. al. Effect of endo-crine disruptor pesticides: a review. International
Journal of Environmental Research and Public Health, v.8, n. 6, p.2265-2303,
2011.

MINISTERIO DA SAUDE SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE Secretaria de
Vigilancia em Saude Informe Epidemiol6gico da Dengue Analise de situacao e
tendéncias -2010. [s.I s.n.]. Disponivel em:
<https://www.paho.org/bra/index.php?option=com_docmané&view=download&alias=9
17-novos-dados-da-dengue-no-brasil-2010-7&category_slug=dengue-
964&Itemid=965>. Acesso em: 12 abr. 2021.

MOFFETT, S.B.; MOFFETT, D.F. Comparison of immonoractivity to serotonin,
FMRFamide and SCPb in the gut and visceral nervous system of larvae, pupae and
adults of the yellow fever mosquito Aedes aegypti. J Insect Sci, v. 5, n. 1, p. 20, 2005.

MORI, A.; et. al. Molecular cloning and characterization of the complete
acetylcholinesterase gene (Acel) from the mosquito Aedes aegypti with implications
for comparative genome analysis. Insect biochemistry and molecular biology, v.
37,n.7,p. 667-74, 2007.

MORITA, K.; SUZUKI, Z.; HIROSE, H. A Tertiary Phosphine-catalyzed Reaction of
Acrylic Compounds with Aldehydes. Bulletin of the Chemical Society of Japan, v.41,
n. 11, p. 2815, 1968.

MORSMAN, J. M. et al. Evaluation of dihydropyrimidine dehydrogenase activity in
South-west Asian, Kenyan and Ghanaian populations. British Journal of Clinical
Pharmacology, v. 50, n. 3, p. 269-272, set. 2000.

MULLA, M.S.; FEDERICI, B.A.; DARWAZEH, H.A. Ede L. Field evaluation of the
microbial insecticide Bacillus thuringiensis serotype H-14 against floodwater
mosquitoes. Applied Environmental Microbiology, V. 43, N. 6, P. 1288-1293, 1982.

MULLIGAN L.LI. F. S.; SCHAEFER, C. H.; WILDER, WH. Efficacy and persistence
of Bacillus sphaericus and B. thuringiensis H.14 against mosquitoes under laboratory
and field conditions. Journal of Econonic Entomology 1980.

MISYURA, L.; et. al. A comparison of aquaporin expression in mosquito larvae (Aedes
aegypti) that develop in hypo-osmotic freshwater and iso-osmotic brackish water.
PL0oS One, v. 15, n.8, 2020.



Pagina |98

NISHIURA, J.T.; et. al. Modulation of larval nutrition affects midgut neutral lipid
storage and temporal pattern of transcription factor expression during mosquito
metamorphosis. J Insect Physiol, v. 53, p. 47-58, 2007.

OASHI, T.; et. al. Automated Selection of Compounds with Physicochemical Properties
to Maximize Bioavailability and Druglikeness. J. Chem. Inf. Model, v. 51, n. 1, p. 148-
158, 2011.

OLIVEIRA, J. P. G. et al. Morita-Baylis-Hillman Reaction with 7-Chloroquinoline
Derivatives-New Compounds with Potential Anticancer Activity. J. Braz. Chem. Soc.,
Séo Paulo, v. 32, n. 2, p. 347-354, 2021.

ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE (OPAS). Manual para aplicacéo de
borrifacdo residual em areas urbanas para o controle do Aedes aegypti.
Washington, D.C.: OPAS; 2019.

Pan American Health Organization (PAHO). Integrated Management Strategy for
Dengue Prevention and Control in the Region of the Americas, 2018.

PAVIA, D.L., et. al. Introducéo a Espectroscopia. 4th ed. Cengage Learning, 2010.

PAHO WHO | Chikungunya | 2017. Disponivel em:
<https://www3.paho.org/hg/index.php?option=com_topics&view=rdmore&cid=8975&lI
temid=40931&lang=en>. Acesso em: jul. 2021.

PLATA, R.E.; SINGLETON, D.A. A case study of the mechanism of alcohol-mediated
Morita Baylis-Hillman reactions. The importance of experimental observations. J Am
Chem Soc, v.137, n. 11, p. 3811-26., 2015.

Philippines says anti-dengue vaccine may be connected to three deaths. Reuters, 2
fev. 2018. Disponivel em: <https://www.reuters.com/article/sanofi-dengue-philippines-
idINKBN1FMO0S6>. Acesso em: 23 jul. 2021.

PINTO, J.; et al. Susceptibility to insecticides and resistance mechanisms in three
populations of Aedes aegypti from Peru. Parasites Vectors, v. 12, n. 494, 2019.

PINKAS, A., et. al. An avian model for ascertaining the mechanisms of
organophosphate neuroteratogenicity and its therapy with mesenchymal stem cell
transplantation. Neurotoxicology and Teratology, v. 50, p. 73-81, 2015.

POOPATHI, S.; TYAGI, B. The Challenge of Mosquito Control Strategies: from
Primordial to Molecular Approaches. Biotechnology and Molecular Biology Review,
v.1,n. 2, p. 51-65, 2006.

POWELL, J.R., et. al. History of domestication and spread of Aedes aegypti—a review.
Mem Inst Oswaldo Cruz, v. 108, p. 11-17, 2013.

POWELL, J.R.; GLORIA-SORIA, A.; KOTSAKIOZI, P. Recent history of Aedes
aegypti: Vector genomics and epidemiology records. Bioscience, v.68, p. 854-860,
2018.

PRICE, K. E.; et. al. Org. Lett, v. 7, p. 147-150, 2005.



Pagina |99

PRICE, K. E.; et. al. J. Org. Chem, v. 70, p. 3980-3987, 2005.

RAMSAY, J. A. Osmotic regulation in mosquito larvae. J. Exp. Biol, v. 27, n. 2, p. 145-
157, 1950.

REDDY, T. N.; RAO, V. J. Importance of Baylis-Hillman adducts in modern drug
discovery,Tetrahedron Letters, v. 59, n.30, p. 2859-2875, 2018.

REZAC, J.; HOBZA, P. Benchmark Calculations of Interaction Energies in Noncovalent
Complexes and Their Applications. Chem Rev. v. 116, n. 9, p. 5038-71, 2016.

REYNOSO-LOPEZ,J. E. E. A. etal. Metarhizium robertsiiin combination
with Trichoderma asperellum reduce the malathion doses used to control ambrosia
beetles: the case of Xyleborus affinis. Biocontrol Science and Technology, v. 0, n.
0, p. 1-18, 2021.

RICHARDSON, G. et al. An examination of aspartate decarboxylase and glutamate
decarboxylase activity in mosquitoes. Molecular Biology Reports, v. 37, n. 7, p.
3199-3205, 16 out. 2009.

RICHARDSON, K., et. al. Thermal sensitivity of Aedes aegypti from Australia: empirical
data and prediction of effects on distribution. J Med Entomol, v. 48, n. 4, p. 914-23,
2011.

ROSE, R.l. Pesticides and public health: integrated methods of mosquito
management. Emerg. Infec. Dis.,v. 7, n. 1, p. 17-23, 2001.

RUEDA, L. M. Pictorial keys for the identification of mosquitoes (Diptera: Culicidae)
associated with Dengue Virus Transmission. Zootaxa, v. 589, n. 1, p. 1, 3 ago. 2004.

RYTER, S.W.; TYRRELL, R.M. The heme synthesis and degradation pathways: role
in oxidant sensitivity. Heme oxygenase has both pro- and antioxidant properties. Free
Radic Biol Med, v. 28, n. 2, p. 289-309, 2000.

SALAZAR, M.I., et. al. Dengue virus type 2: replication and tropisms in orally infected
Aedes aegypti mosquitoes. BMC Microbiol, v.7, n.1, 2007.

SALGADO, V. L. Studies on the Mode of Action of Spinosad: Insect Symptoms and
Physiological Correlates. Pesticide Biochemistry and Physiology, v. 60, n. 2, p. 91—

102, jul. 1998.

SALI, A.; BLUNDELL, T. L. Comparative protein modeling by satisfaction of spatial
restraints. Journal of Molecular Biology, v. 234, p. 779-815, 1993.

SAIKIA, M.; SARMA, J. C. (2010). Baylis—Hillman reaction under solvent-free
conditions — Remarkable rate acceleration and yield enhancement. Canadian
Journal of Chemistry,v. 88, n. 12, p. 1271-1276, 2010.



Pagina | 100

SALMASO, V.; MORO, S. Bridging Molecular Docking to Molecular Dynamics in
Exploring Ligand-Protein Recognition Process: An Overview. Frontiers in
Pharmacology, v. 9, 22 ago. 2018.

SANTOS, L. S., et. al. Probing the mechanism of the Baylis—Hillman reaction by
electrospray ionization mass and tandem mass spectrometry. Angewandte Chemie
International Edition, v.43, n. 33, p. 4330-4333, 2004.

SAUDE, O. P.-A. DA. Documento técnico para a implementacdo de intervencdes
baseado em cenarios operacionais genéricos para o controle do Aedes aegypti. 30
out. 2019.

SHAO, L.; DEVENPORT, M.; JACOBS-LORENA, M. The peritrophic matrix of
hematophagous insects. Arch Insect Biochem Physiol. v. 47, n. 2, p. 119-25, 2001.

SHIMSHONI, J. A. et al. Pesticide distribution and depletion kinetic determination in
honey and beeswax: Model for pesticide occurrence and distribution in beehive
products. PLOS ONE, v. 14, n. 2, p. e0212631, 20 fev. 2019.

SIEGFRIED, E. D.; GREGORY, H.P. Roos, Synthetic potential of the tertiary-amine-
catalysed reaction of activated vinyl carbanions with aldehydes. Tetrahedron, v. 44,
n. 15, p. 4653-4670, 1988.

SILVA, N.M.; SANTOS, N.C.; MARTINS, I.C. Dengue and Zika Viruses:
Epidemiological History, Potential Therapies, and Promising Vaccines. Trop Med
Infect Dis, v. 5, n. 4, 2020.

SODERLUND, D. M. (2012). Molecular mechanisms of pyrethroid insecticide
neurotoxicity: recent advances. Archives of toxicology, v. 86, n. 2, p. 165-181, 2012.

SOUZA, R. O. M. A. de; et. al. The Morita—Baylis—Hillman reaction in aqueous—organic
solvent system, Tetrahedron Letters, v. 49,n. 41, p. 5902-5905, 2008.

SODERLUND, D. M. Chapter 77 - Toxicology and Mode of Action of Pyrethroid
Insecticides. Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B978012374367100077X?via%3Di
hub>. Acesso em: 13 mar. 2022.

SUN, L., Xu, et. al. Developmental exposure of zebrafish larvae to organophosphate
flame retardants causes neurotoxicity. Neurotoxicology and Teratology, v. 55, p.
16-22, 2016.

SUWANMANEE, S., et. al. Peritrophic membrane structure of Aedes aegypti (Diptera:
Culicidae) mosquitoes after infection with dengue virus type 2 (D2-16681). Applied
Entomology and Zoology, v. 44, p. 257-265, 2009.

SMITH, Wilder; A.; Macary, P. Dengue: challenges for policy makers and vaccine
developers. Current infectious disease reports, v.5, n. 16, p. 404, 2014.



Pagina | 101

SPARREBOOM, A. et al. Clinical trial design: incorporation of pharmacokinetic,
pharmacodynamic, and pharmacogenetic principles. Anticancer Drug Development,
p. 329-351, 2002.

SPONG, K. E.; ANDREW, R. D.; ROBERTSON, R. M. (2016). Mechanisms of
spreading depolarization in vertebrate and insect central nervous systems. Journal of
neurophysiology, v. 116, n. 3, p. 1117-1127, 2016.

STEWART, J. J. P. Optimization of parameters for semiempirical methods VI: more
modifications to the NDDO approximations and re-optimization of parameters. J. Mol.
Modeling, v. 19, p.1-32, 2013.

Stewart Computational Chemistry - MOPAC Home Page. Disponivel em:
<http://openmopac.net/>.

STOBBART, R. H. The effect of some anions and cations upon the fluxes and net
uptake of chloride in the larva of Aedes aegypti (L.), and the nature of the uptake
mechansisms for sodium and chloride. J. Exp. Biol, v. 47, n. 1, p. 35- 57, 1967.

TAPPEL, A.L. Unsaturated lipide oxidation catalyzed by hematin compounds. J Biol
Chem, v. 217, n. 2, p. 721-33, 1955.

TERRADAS, G.; et. al. Family level variation in Wolbachia-mediated dengue virus
blocking in Aedes aegypti. Parasit Vectors, v. 10, n.1, p. 622, 2017.

TESTA, B.; et. al. The influence of lipophilicity on the pharmacokinetic behavior of
drugs: Concepts and examples. Perspect. Drug Discov. Des. 2000, 19, 179-211

TOLEDO, M. et al. Probability of dengue transmission and propagation in a non-
endemic temperate area: conceptual model and decision risk levels for early alert,
prevention, and control. Parasites Vectors, v.12, n.38, 2019.

UNSWORTH, J. et al. The Battle for a Sustainable Food Supply. Sustainable
Agrochemistry, p. 13-84, 2019.

Van de Waterbeemd, H. Calculation of drug lipophilicity—The hydrophobic fragmental
constant approach. Quant. Struct. Act. Relatsh. 1993, 12

VINCENT, S.H.; et. al. The influence of heme-binding proteins in heme-catalyzed
oxidations. Arch Biochem Biophys, v. 265, n. 2, p. 539-50, 1988.

VINCENT, S.H. Oxidative effects of heme and porphyrins on proteins and lipids. Semin
Hematol, v. 26, n. 2, p.105-13, 1989.

VITKUP, D.; et. al. Completeness in structural genomics. Nature Structural &
Molecular Biology, v. 08, p. 559-566, 2001.

VYAS, V. K.; et. al. (2012). Homology modeling a fast tool for drug discovery: current
perspectives. Indian journal of pharmaceutical sciences, v. 74, n. 1, p. 1-17, 2012.



Pagina | 102

WANG, L.; XIE, X. Q. Computational target fishing: what should chemogenomics
researchers expect for the future of in silico drug design and discovery? Future
Medicinal Chemistry, March 2014, vol 6(3): 247—-249. doi:10.4155/fmc.14.5.

WATERHOUSE, A, et. al. SWISS-MODEL: homology modelling of protein structures
and complexes. Nucleic Acids Res, 46, n; W1, p. W296-W303, 2018.

WATTS, D.M., et. al. Effect of temperature on the vector efficiency of Aedes aegypti
for dengue 2 virus. Am J Trop Med Hyg, v. 36, n. 1, p. 143-52, 1987.

WEBB, J. E., GREEN, R. A. On the penetration of insecticides through the insect
cuticle, J. Exp. Biol. 22 (1945) 8-20.

WEILL, M. et. al. Comparative genomics: Insecticide resistance in mosquito vectors.
Nature, v 423, n. 6936, p.136-7, 2003.

WHITFORD, F. The Pesticide Marketplace. Disponivel em:
<https://mdc.itap.purdue.edu/item.asp?itemID=18901>. Acesso em: 13 mar. 2022.
Acesso em: jun. 2021.

WHITEN, S. R.; et. al. Characterization of the adult Aedes aegypti early midgut
peritrophic matrix proteome using LC-MS. PloS one, v. 13, n. 3, 2018.

WIEDERSTEIN, M.; SIPPL, M. J. ProSA-web: interactive web service for the
recognition of errors in three-dimensional structures of proteins. Nucleic Acids
Research, v. 35, n. Web Server, p. W407-W410, 8 maio 2007.

WIGGLESWORTH, V.B. The storage of protein, fat, glycogen and uric acid in the fat
body and other tissues of mosquito larvae. J Exp Biol, v.19, p. 56-77, 1942.

WILSON, A. L.; et. al. (2020). The importance of vector control for the control and
elimination of vector-borne diseases. PL0oS neglected tropical diseases, v. 14, n. 1,
2020.

WHO SCIENTIFIC GROUP ON ARTHROPOD-BORNE AND RODENT-BORNE
VIRAL DISEASES; ORGANIZATION, W. H. Arthropod-borne and rodent-borne
viral diseases : report of a WHO scientific group [meeting held in Geneva from
28 February to 4 March 1983]. Disponivel em:
<https://apps.who.int/iris/handle/10665/39922>. Acesso em: 13 mar. 2022.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Global insecticide use for vector-borne
disease control: a 10-year assessment [2000-2009]. Disponivel em:
<https://apps.who.int/iris/handle/10665/44670>. Acesso em: 13 mar. 2022.

WEI, Y.; SHI, M. Recent advances in organocatalytic asymmetric Morita-Baylis-
Hillman/aza-Morita-Baylis-Hillman reactions. Chem Rev, v. 113, n. 8, p. 6659-90,
2013.



Pagina | 103

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Prequalification Team Vector Control
Decision Document: Cielo ULV Adulticide Space Spray Prequalification Team — Vector
Control Group (PQT-VC) Access to Medicines, Vaccines and Pharmaceuticals (MVP).
Geneva: WHO, 2019.

WORLD HEALTH ORGANIZATION et al. State of the science of endocrine
disrupting chemicals 2012: summary for decision-makers. Disponivel em:
<https://apps.who.int/iris/handle/10665/78102. Acesso em: 05 jul. 2021.

WORLD. Zika virus. Disponivel em: <https://www.who.int/en/news-room/fact-
sheets/detail/zika-virus. Acessado em: 13 jul. 2021.

XUE, L.; FANG, X.; HYMAN, J.M. Comparing the effectiveness of different strains of
Wolbachia for controlling chikungunya, dengue fever, and zika. PLoS Negl Trop Dis,
v.12,n.7,2018.

YACTAYO, S., et. al. Epidemiology of Chikungunya in the Americas. The Journal of
infectious diseases, v. 214, n.5, p. S441-S445, 2016.

ZHANG, J.; LIANG, Y.; ZHANG, Y. Atomic-Level Protein Structure Refinement Using
Fragment-Guided Molecular Dynamics Conformation Sampling. Structure, V. 19, p.
1784-1795, 2011.

ZHAO, Y., et. al. Unorthodox Interactions at Work. J Am Chem Soc, v.138, n. 13, p.
4270-7, 2016.

ZHOU, Y.; JOHNSON, M.E. Comparative molecular modeling analysis of-5-
amidinoindole and benzamidine binding to thrombin and trypsin: specific H-bond
formation contributes to high 5-amidinoindole potency and selectivity for thrombin and
factor Xa. J Mol Recognit, v. 12, n. 4, p. 235-41, 1999.

ZARA, A. L. de S. A,, et. al. Estratégias de controle do Aedes aegypti: uma revisao.
Epidemiol. Serv. Saude, v. 25, n. 2, 2016.



Pagina | 104

ANEXOS: Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
de 'H e 3C e de Infravermelho (FTIR).
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Espectro de RMN de *H do metil 2-(hidroxi(3,4,5-trimetoxifenil)metil)acrilato (3a) (600
MHz; CDs0OD).
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Espectro de RMN de 3C do metil 2-(hidroxi(3,4,5-trimetoxifenil)metil)acrilato (3a)
(600 MHz; CDCl5).
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Espectro de IR (KBr) do metil 2-(hidroxi(3,4,5-trimetoxifenil)metil)acrilato (3a)
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Espectro de RMN de 3C do metil 2-((3,4-dimetoxifenil)(hidroxi)metil)acrilato (3b)
(600 MHz; CDCls).
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Espectro de RMN de 3C do metil 2 metil 2-(hidroxi(quinolin-2-il)metil)acrilato (3c)
(600 MHz, CDCls).
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Espectro de RMN de *H do metil 2-(hidroxi(quinolin-4-il)metil)acrilato (3d) (600 MHz;
CDClg).
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Espectro de IR (KBr) do metil 2-(hidroxi(quinolin-4-il)metil)acrilato (3d)
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Espectro de RMN de 3C do metil 2-((4-cianofenil)(hidroxi)metil)acrilato (3e) (600
MHz; CDCl3).
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Espectro de RMN de 3C do metil 2-((4-fluorofenil)(hidroxi)metil)acrilato (3f) (600
MHz; CDCl3).
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Espectro de RMN de *H do metil 2-((4-clorofenil)(hidroxi)metil)acrilato (3g) (600 MHz;
CDs0OD).
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Espectro de RMN de *H do meil 2-((2-clorofenyi)(hidroxi)metil)acrilato (3h) (600 MHz;

CD3s0D).
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Espectro de RMN de *H do metil 2-((3,4-diclorofenil)(hidroxi)metil)acrilato (3i) (600

MHz; CDs0OD).
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Espectro de RMN de *H do metil 2-((4-bromofenil)(hidroxi)metil)acrilato (3;j) (600
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Espectro de RMN de 3C do metil 2-((4-cianofenil)(hidroxi)metil)acrilato (3j) (600
MHz; CDCl3).
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Espectro de RMN de *H metil 2-(hidroxi(4-(trifluorometil)fenil)metil)acrilato (3k) (600
MHz; CDs0OD).
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Espectro de RMN de *H metil 2-(hidroxi(4-(trifluorometil)fenil)metil)acrilato (31) (600
MHz; CDs0OD).
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Espectro de IR (KBr) do metil 2-(hidroxi(2-nitrofenil)metil)acrilato (3I).
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Espectro de RMN de 3C do metil 2-(hidroxi(p-tolil)metil)acrilato (3m) (100 MHz;
CDClg).
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Espectro de RMN de 23C do metil 2-([1,1'-bifenil]-4-il(hidroxi)metil)acrilato (3n) (100
MHz; CDCl3).
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Espectro de RMN de *H do metil 2-(hidroxi(naftalen-2-il)metil)acrilato (30) (600 MHz;
CDClg).
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Espectro de RMN de *H do (E)-metil 3-hidroxi-2-metilene-5-fenilpent-4-enoato (3p)

(600 MHz; CDCls).
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Espectro de RMN de 13C do (E)-metil 3-hidroxi-2-metilene-5-fenilpent-4-enoato (3p)

(600 MHz; CDCls).
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Espectro de RMN de *H do etil 2-(hidroxi(piridin-3-il)metil)acrilato (4q) (600 MHz;

CDClg).
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Espectro de RMN de 13C do etil 2-(hidroxi(piridin-3-il)metil)acrilato (4q) (600 MHz;

CDCla).
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Espectro de RMN de 23C do etil 2-(hidroxi(tiazol-2-il)metil)acrilato (4r) (600 MHz;
CDClg).
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Espectro de RMN de 13C do etil 2-(hidroxi(tiazol-2-il)metil)acrilato (4r) (600 MHz;
CDCl3).
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Espectro de RMN de *H do etil 2-((2-clorofenil)(hidroxi)metil)acrilato (4s) (600 MHz;
CDClg).
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Espectro de RMN de 13C do etil 2-((2-clorofenil)(hidroxi)metil)acrilato (4s) (600 MHz;
CDCl3).
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Espectro de IR (KBr) do etil 2-((2-clorofenil)(hidroxi)metil)acrilato (4s).
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Espectro de RMN de *H do etil 2-(hidroxi(4-nitrofenil)metil)acrilato (4t) (600 MHz;
CDCl3).
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Espectro de RMN de 23C do etil 2-(hidroxi(4-nitrofenil)metil)acrilato (4t) (600 MHz;
CDClg).
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Espectro de RMN de *H do etil 2-(hidroxi(4-metoxifenil)metyi)acrilato (4u) (600 MHz;
CDCl3).
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Espectro de RMN de 13C do etil 2-(hidroxi(4-metoxifenil)metyi)acrilato (4u) (600 MHz;
CDClg).
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