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RESUMO

Fémeas adultas de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) sdo vetores de quatro importantes
arboviroses com surtos nos ultimos anos, dengue, chikungunya, Zika e febre amarela. O
controle & proliferagdo do mosquito € um dos principais meios de contencdo das doencas, no
entanto, a resisténcia apresentada por estes vetores aos larvicidas e inseticidas utilizados
atualmente tem causando danos a satde da populacdo e ao meio ambiente. Nesse sentido, a
necessidade atual para o manejo integrado de vetores estd no desenvolvimento de novas
classes de larvicidas que sejam ecologicamente eficazes para utilizagbes prolongadas. Logo,
este trabalho buscou por moléculas prototipo com atividade larvicida frente ao Ae. aegypti,
através de abordagens convencionais de descoberta de substancias. Foram utilizadas trés
séries de moléculas que participam do metabolismo do mosquito: indol, isatina e quitina.
Onze compostos foram sintetizados através de reacdes de nitracdo, tosilacdo, acetilagdo e
reducdo, testados como agentes larvicidas em potencial contra o Ae. aegypti em seu 3° estadio
larval, seguido de avaliacdo da toxicidade em nauplios de Artemia sp. As reacOGes foram
acompanhadas por CCDA, os produtos foram purificados em CC e até o momento oito
compostos foram caracterizados, por PF, IV, EM e um por RMN. Somado a isso, 0s produtos
foram testados frente as larvas de Ae. aegypti e em Artemia sp., foram calculados os valores
de CLso obtidos nos ensaios. Os testes apontaram que compostos sulfonilados do indol e da
isatina sem modificacdes nos nucleos centrais apresentaram poténcias larvicidas moderadas
variando de 47,5 - 278,5 ppm. Os compostos derivados da isatina foram ativos contra Ae.
aegypti, no entanto, ndo foram seletivos para o vetor, sendo toxicos ao organismo ndo alvo
(Artemia sp.). Quanto aos derivados da quitina, como possiveis inibidores da sintese da
quitina, sdo necessarios maiores estudos para observar sua plena atividade. As relacGes entre
as mudancas estruturais dos derivados sintetizados e seus resultados de CLsy fornecem
informacBes Uteis para a busca de moléculas prototipo e entendimento da influéncia de
propriedades fisico-quimicas na acdo larvicida e toxica em organismos ndo-alvo. Dessa
forma, ha ainda, a sugestdo por novas triagens com moléculas quimicamente diversas
aumentando a gama de compostos e suas modificacdes, bem como, o estudo do seu
mecanismo de acdo sobre as larvas, para alcancar o desenvolvimento de larvicidas mais
seletivos ao organismo.

Palavras-chave: Aedes aegypti, indol, isatina, quitina, SAR.



ABSTRACT

Adult females of Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) are vectors of four important arboviruses
with outbreaks in recent years, dengue, chikungunya, Zika and yellow fever. Controlling
mosquito proliferation is one of the main ways to contain the disease, however, the resistance
presented by these vectors to the larvicides and insecticides currently used has caused damage
to the health of the population and the environment. In this sense, the current need for the
integrated management of vectors lies in the development of new classes of larvicides that are
ecologically effective for long-term use. Therefore, this work looked for prototype molecules
with larvicidal activity against Ae. aegypti, through conventional approaches to substance
discovery. Three series of molecules that participate in the mosquito's metabolism were used:
indole, isatin and chitin. Eleven compounds were synthesized through nitration, tosylation,
acetylation and reduction reactions, tested as potential larvicidal agents against Ae. aegypti in
its 3rd larval stage, followed by evaluation of toxicity in Artemia sp. The reactions were
followed by analytical plates, the products were purified in thin layer chromatography and so
far eight compounds were characterized, by melting point, infrared spectroscopy, mass
spectrometry and one by NMR. Added to this, the products were tested against Ae. aegypti
and in Artemia sp., the LCsy values obtained in the assays were calculated. The tests showed
that sulfonylated compounds of indole and isatin without modifications in the central nuclei
presented moderate larvicidal potencies ranging from 47.5 - 278.5 ppm. lIsatin-derived
compounds were active against Ae. aegypti, however, were not selective for the vector, being
toxic to the non-target organism (Artemia sp.). As for chitin derivatives, as possible inhibitors
of chitin synthesis, further studies are needed to observe their full activity. The relationships
between the structural changes of synthesized derivatives and their LCs results provide useful
information for the search for prototype molecules and understanding the influence of
physicochemical properties on larvicidal and toxic action in non-target organisms. Thus, there
is still a suggestion for new screenings with chemically diverse molecules, increasing the
range of compounds and their modifications, as well as the study of their mechanism of action
on larvae, to achieve the development of more selective larvicides for the organism.

Key words: Aedes aegypti, indole, isatin, chitin, SAR.
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1 INTRODUCAO

As enfermidades transmitidas por vetores representam 17% de todas as doencas
infecciosas mundiais (WHO, 2017a). Dentre os principais causadores dessas doencas
destacam-se 0s mosquitos hemat6fagos. A habilidade destes artrépodes de propagar
patdgenos através do repasto sanguineo tem impacto significativo na sadde publica mundial
(WHO, 2017a; WHO, 2017b). Nesse sentido, fémeas adultas de Aedes aegypti (Linnaeus,
1762) (Diptera: Culicidae) sdo vetores de quatro importantes arboviroses: dengue,
chikungunya, Zika e febre amarela, doencas que afetam negativamente diversas regides de
clima temperado (TARGANSKI et al., 2021).

O Ae. aegypti € um mosquito holometabolo de alta capacidade de adaptacdo em
ambientes urbanos (BRAGA; VALLE, 2007). Ao longo dos anos, modificou todo o seu ciclo
biolégico, de ovo a adulto para que ocorra nas proximidades de hospedeiros humanos,
priorizando alimentar-se destes, mesmo na localidade de outros mamiferos (PATTERSON;
SAMMON; GARG, 2016). Estad presente em 128 paises e exple aproximadamente 3,9
bilhdes de pessoas (TARGANSKI et al., 2021). A ampla distribuicdo desse artropode €
consequente da soma do crescimento populacional urbano desenfreado, modificagédo do
ambiente natural do mosquito e alterac6es climaticas (LIMA-CAMARA, 2016).

O controle da proliferagdo do vetor € um dos principais meios de reducdo da
incidéncia das quatro arboviroses e de sua propagacao nas cidades. Este pode ser feito através
de diferentes acdes contando com o manejo integrado de métodos quimicos, fisicos e
bioldgicos (SANTOS et al., 2018; TARGANSKI et al., 2021). Destes, o controle quimico é o
principal meio para conter a populacdo de vetores, e engloba a nebulizagdo de adulticidas e
aplicacdo de larvicidas em ambientes de reproducdo (TARGANSKI et al., 2021), esta ultima
demonstra vantagens decorrentes da limitacdo do espaco onde o larvicida deve ser aplicado,
em comparacdo com a nebulizacdo. No entanto, apesar de serem 0s principais agentes para
reduzir a densidade dos vetores, os inseticidas quimicos atuais possuem disponibilidade e
capacidade de uso ainda limitados, pois podem ser toxicos ao meio ambiente e a organismos
ndo alvos, e também, pelo uso desenfreado, algumas populagdes do artropode passaram a
apresentar resisténcia (MONTE et al., 2020; TARGANSKI et al., 2021).

A utilizacdo frequente e crescente de larvicidas em concentragbes ndo adequadas
seleciona vetores com mutacfes vantajosas, referentes ao fenotipo de resisténcia, assim ha
maior probabilidade das geragOes futuras sobreviverem a tratamentos com larvicidas de
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mecanismos de acdo similares, aumentando até o ponto em que a eficacia destes seja
comprometida (MALLET, 1989; MARQUARDT, 1996; FFRENCH-CONSTANT, 1998;
ROBERTSON, 2007). Dessa maneira, casos de resisténcia ja foram identificados em classes
de larvicidas amplamente utilizadas como os organofosforados (SARWAR; SALMAN, 2015;
BELLINATO, 2016; TARGANSKI, 2020).

E importante salientar ainda que, dentre os larvicidas atualmente utilizados estdo
presentes o piriproxifeno (regulador de crescimento de insetos — RCIs) e o diflubenzuron
(inibidor da sintese de quitina — 1SQ), substancias que causam modifica¢cBes nos perfis de
reprodutibilidade e mortalidade de Artemia salina organismo n&o-alvo base de cadeia
alimentar do zooplancton, sendo toxicos a este organismo e podendo assim alterar
ecossistemas (CUNNINGHAN, 1976; SANTOS; 2017).

Nesse sentido, a necessidade atual para os agentes quimicos esta na producao de novos
tipos de larvicidas que ndo causem resisténcia e sejam ecologicamente eficazes para
utilizacdes prolongadas (HANSCH; VERMA, 2009). Assim, através de estudos de relacdo
estrutura-atividade (SAR, sigla de Structure-Activity Relationships) é possivel delinear o
planejamento racional de novos compostos ativos que ja possuam atividades bioldgicas ou
toxicoldgicas contra outros tipos de pragas como derivados da isatina que ja foram produzidos
e testados quanto as atividades antivirais, antibacterianas, repelente de importancia na postura
de ovos, embriotdxico caracteristico para o Ae. aegypti e também derivados do indol que ja
apresentaram atividades anti-inflamatorias, nematicidas, fungicidas, repelentes e inseticidas
(BOHBOT et al., 2011a; SELVAM et al., 2001; TARGANSKI et al., 2021; VIEIRA et al.,
2012; WU et al., 2012). Supondo-se dessa maneira, a possibilidade de alteracdes especificas
para o vetor (DEVILLERS; DOUCET-PANAYE; DOUCET, 2015).

Diante do exposto e baseando-se em estudos pregressos de QSAR com larvas do
Aedes aegypti é possivel delinear estruturas promissoras através da hidrofobicidade, como um
dos parametros mais associados a letalidade de compostos larvicidas (HANSCH; VERMA,
2009). Logo, fundamentando-se na hipoOtese de que estruturas que ja apresentam outras
atividades bioldgicas possam ser otimizadas para o vetor, somadas ao fato de que alteracGes
da lipofilicidade de moléculas possam ser fatores essenciais para aumentar a capacidade
toxica dos compostos ao organismo alvo. Ha o interesse em sintetizar estruturas variadas e

diferentes dos larvicidas comerciais com o intuito de encontrar novos protétipos larvicidas
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que sejam menos toxicos a organismos ndo alvo e entender o impacto dessas modificacGes

sobre a atividade bioldgica.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Consideragdes gerais sobre o mosquito Ae. aegypti
2.1.1 Ciclo de vida do Ae. aegypti

O Aedes (Stegomya) aegypti (Linnaeus) pertence a familia Culicidae (ordem Diptera).
Este artropode é visto como eminentemente antropofilico e possui preferéncia para
desenvolver-se em recipientes artificiais, proximos de &reas urbanas (KAHAMBA et al.,
2020). E o principal transmissor de quatro importantes arboviroses: febre amarela, dengue,

chikungunya e Zika, doencas de importancia publica mundial (TARGANSKI et al., 2021).

Entender o ciclo de vida do vetor colabora para o desenvolvimento de praticas mais
eficazes de controle. Assim, o ciclo de vida do Ae. aegypti divide-se em trés fases: ovo,
aquatica (compreende a fase de larva e pupa) e terrestre (adulto). A fase aquética (larva e
pupa) ocorre principalmente em ambientes artificiais com adgua sem impurezas, parada e com
pouca evaporacdo (BESERRA; FERNANDES; RIBEIRO, 2009). Durante a Ultima fase o
artropode se relaciona diretamente a atividades humanas que tornaram-no sinantropico
(LIMA-CAMARA, 2016). Em meio ao seu desenvolvimento, cada popula¢do do mosquito
possui diferentes padrdes de amadurecimento, resisténcia e fecundidade, motivados por
fatores préprios da espécie e pelo ambiente em que estdo inseridos. No entanto, € importante
destacar que o tamanho da estrutura corporal das fémeas esta continuamente relacionado a
resisténcia e nimero de ovos postos (BESERRA; FERNANDES; RIBEIRO, 2009).

Os mosquitos possuem habitos diurnos, com maior hematofagia durante 0 amanhecer
e ao entardecer. Nesse sentido, 0 metabolismo do artropode pode ser aumentado em periodos
guentes, sendo sua evolucdo reduzida em até oito dias, ou ampliada em até 22 dias em
periodos frios (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

2.1.1.1 Ovo

Os ovos tem comprimento de aproximadamente, Imm com contorno fusiforme e
alongado. A fémea tem preferencia por fazer a postura em paredes de recipientes artificiais
gue servem como criadouros junto a superficie da dgua. Logo apds a postura 0s ovos sdo
brancos, mas adquirem cor negra rapidamente (FORATTINI, 2002). Essa forma apresenta a
maior resisténcia de todo o ciclo bioldgico do vetor e também dispde de grande importancia
para seu desenvolvimento, possibilitando ao mosquito alta sobrevida pelas alteracGes

climaticas (SILVA, 1998).
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Estudos demonstraram que o desenvolvimento do embrido do mosquito possui uma
taxa de eclosdo de ovos de 90% quando a média da temperatura est entre 22° e 28°C, e que
pode reduzir abruptamente se as temperaturas estiverem abaixo de 22°C ou acima de 31°C
(HONORIO et al., 2009). A eclosdo leva em conta que uma fémea podera originar
aproximadamente 1000 artropodes durante o periodo adulto, dividindo-os em inumeros
criadouros, tatica que permite a disseminagdo e continuidade da espécie (FORATTINI, 2002;
HONORIO et al., 2009). N&o obstante, os ovos podem permanecer longe da agua por até 450
dias e eclodirem facilmente quando em contato com a mesma (MINISTERIO DA SAUDE,
2001). Esse fato representa uma grande barreira para sua erradicacdo visto que estes sdo
transportados facilmente em objetos de maneira passiva (FORATTINI, 2002).

2.1.1.2 Fase aquatica (Larva e pupa)

O Ae. aegypti é um artropode que sofre metamorfose completa, sendo a fase de larva o
periodo de alimentacdo e crescimento. O estagio aquéatico de larva serve para que elas
alimentem-se principalmente de material de origem organica que se acumula no fundo e nas
paredes dos criadouros (MINISTERIO DA SAUDE, 2001). Esse estagio subdivide-se ainda
em quatro instares larvares (L1 - L4). A extensdo dessa fase esta diretamente relacionada a
temperatura, quantidade de larvas no depdsito e presenca de alimento (FORATTINI, 2002;
MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

No decurso do quarto estadio (L4), no formato de pupa, ndo ocorre alimentacgdo e ha a
metamorfose de larva para adulto. As pupas permanecem com poucos movimentos na
superficie da agua, facilitando a emergéncia do inseto adulto para a fase terrestre. Geralmente,
essa fase dura de dois a trés dias (FORATTINI, 2002; MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

2.1.1.3 Fase terrestre (Adulto)

A fase reprodutiva e de dispersdo é representada pelo adulto. Os mosquitos de ambos
0s sexos podem acasalar apds 24 horas de emergéncia (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).
Com maiores atividades durante 0 amanhecer e ao entardecer, os machos adultos vivem em
média de 30 a 35 dias e se alimentam de seiva vegetal. As fémeas além de seiva vegetal,
também se alimentam de sangue de vertebrados, de onde retiram nutrientes e horménios para
completar o desenvolvimento e amadurecimento dos ovos (GUZMAN, 2002; FORATTINI,
2002; TALYULI et al., 2015).
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Cada fémea ovipOe cerca de 120 ovos, para producdo destes pode haver mais de um
repasto sanguineo (alimentacdo através do sangue de outros animais) (CONSOLI, 1994;
FORATTINI, 2002). Por conseguinte, durante o repasto sanguineo o vetor pode se infectar
com a ingestdo de particulas de virus, estas passam para o epitélio do intestino medio,
replicam, e atravessam esta barreira principal em direcdo a hemocele até finalmente alcancar
o0 epitélio da glandula salivar. Depois da replicacdo viral nas glandulas salivares, 0 mosquito
infectado pode transmitir o virus ao hospedeiro vertebrado suscetivel pelo resto da vida
(BONA, 2011).

2.2. Um vetor e quatro doencgas
2.2.1 Dengue

O virus da dengue pertence ao género Flavivirus, familia Flaviridae. No Brasil
circulam cinco sorotipos antigenicamente diferentes e de resposta imune exclusiva,
denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 e DENV-5 (MINISTERIOS DA
SAUDE, 2017b; MUSTAFA et al., 2015). O quinto sorotipo o DENV-5, foi descoberto
durante a selecdo de amostras na Malasia em 2007. Em primeiro contato acreditou-se que este
seria uma variacdo do DENV-4, porém durante testes em macacos Rheus detectou-se a
producdo de um conjunto distinto de anticorpos dos outros tipos virais e também um maior
titulo viral (MUSTAFA et al., 2015).

Uma caracteristica inerente da doenca ocorre, pois a infeccdo a um sorotipo confere
imunidade permanente a esse sorotipo e imunidade cruzada temporaria (seis meses a dois
anos) para os outros (BRADY; HAY, 2020). Essa arbovirose é transmitida no Brasil
principalmente por mosquitos do Ae. aegypti e se caracteriza por apresentar sintomatologia
classica de febre entre 39 e 40 °C, com comeco repentino durando de 2 a 7 dias, seguido de
dores de cabeca, no corpo e articulagfes, vomitos, manchas vermelhas na pele, atonia e dor ao
redor dos olhos (BARROSO et al., 2020; BRADY; HAY, 2020; FERREIRA et al., 2019). A
doenca pode se manifestar de trés formas: inaparente, classica ou severa. A forma grave
(severa) integra dor continua e intensa no abdémen com vomitos ininterruptos e sangramento
de mucosas (FERREIRA et al., 2019).

As infecgdes causadas pelo virus da dengue aumentaram radicalmente nos ultimos dez
anos, passando a ser atualmente endémica em mais de 100 paises (MARCHIORI;
HOCHHEGGER; ZANETTI, 2020). No entanto, é importante salientar que, 0 mundo tem
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enfrentado a pandemia da COVID-19. Com a chegada do virus SARS-CoV-2 no Brasil em
fevereiro de 2020, os numeros de notificacGes de casos dengue que nesse periodo estavam
ultrapassando as notificacdes do ano de 2015 (ano ao qual houve a maior epidemia de dengue
ja registrada no pais) percebeu-se uma queda no numero de informacdes, simultaneamente no
periodo em que as acOes de salde ficaram voltadas para o controle da COVID-19, indicando
uma possivel subnotificacdo num periodo em que é esperado 0 aumento sazonal de casos de
dengue no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2017b; MASCARENHAS et al., 2020).

O mesmo ocorre para a SE (semana epidemioldgica) 19 de 2021 em compara¢do com
0 ano de 2020, houve uma reducdo de 60,5% de casos registrados para 0 mesmo periodo
analisado (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Logo, apesar da reducdo da notificacdo do nimero de casos atuais de dengue causados
pelo status pandémico é importante citar que, ainda ha elevacdo no nivel pluviométrico e
falhas nas acGes de controle do vetor (Ae. aegypti) que contribuem para 0 aumento de casos
de dengue nesse periodo (MARCHIORI; HOCHHEGGER; ZANETTI, 2020;
MASCARENHAS et al., 2020).

2.2.2 Febre Amarela (FA)

A febre amarela (FA) é uma arbovirose do género Flavivirus, familia Flaviridae. E
uma doenca infecciosa aguda, de curta duracdo (aproximadamente 12 dias), ndo contagiosa e
de gravidade variavel (CAVALCANTE; TAUIL, 2017). Costuma ser uma doenca febril, de
sintomatologia inicial inespecifica, pois se assemelha a dengue, podendo ocorrer ictericia ao
longo dos dias depois da infec¢do. Pode ser dividida em dois ciclos, um urbano e outro
silvestre. Através da perspectiva clinica, ndo existe nenhuma diferenca entre os dois ciclos, no
urbano apenas homens serdo seus hospedeiros e no silvestre apenas macacos. Porém, neste
ultimo, os humanos podem servir de hospedeiros acidentais. O vetor principal do ciclo urbano
¢ 0 Ae. aegypti, que pode manter-se transmissor apds infectado por toda a vida
(VASCONCELOS; CARVALHO, 2015).

N&o ha mais registros de febre amarela urbana no Brasil desde 1942, periodo em que
foi criada a vacina (CAVALCANTE; TAUIL, 2017). No entanto, ao longo dos anos foram
confirmados nimeros crescentes de casos de febre amarela silvestre, incluindo casos fatais
(CAVALCANTE; TAUIL, 2017; VASCONCELOS; CARVALHO, 2015) VASCONCELOS;
CARVALHO, 2015; CAVALCANTE,2017). Nesse sentido, a rapida dispersdo do Ae. aegypti
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e sua extensa ocorréncia podem ser fatores que facilitem a reurbanizagdo da doenca. Assim,
h& necessidade de controle da infestagdo do mosquito e manutencdo da cobertura vacinal em
areas com recomendacao para conter o risco de reurbanizacéo da arbovirose (CAVALCANTI,
2017; MINISTERIO DA SAUDE, 2017c).

2.2.3 Chikungunya

Esse arbovirus pertence ao género Alphavirus da familia Togaviridae. O nome
chikungunya vem de uma palavra em Makonde, idioma dos Makondes que vivem em
Mocambique, quer dizer “aquele que se curva”, indicando o aspecto curvado dos pacientes
pela intensa artralgia. E transmitido principalmente pelos vetores antropofilicos Ae. aegypti e
Ae. albopictus (FRANK HADLEY COLLINS;, 2010).

Em 1952 se da o primeiro relato de um paciente acometido pela chikungunya. Apés
cinguenta anos com casos raros de pessoas infectadas, ocorreram séries de epidemias
sucedidas principalmente na llha da Reunido — provincia francesa entre 2005 e 2006, periodo
pelo qual aproximadamente metade dos habitantes foi infectada afetando também alguns
territorios do oceano pacifico como india, Malasia e Tailandia, respectivamente. Atualmente,
pacientes acometidos pelo CHIKV sdo encontrados em cerca de 40 paises, em muitos desses o
virus se tornou endémico (RASHAD et al., 2018).

No ano de 2014 passou a ser incorporada no Brasil. O pais manifesta apenas um
sorotipo - CHIKV e, apesar da infeccdo com este virus apresentar em geral sintomas similares
aos da dengue, possui caracteristicas Unicas que permitem discriminar as doencas entre si. A
sua sintomatologia exibe principalmente um forte acometimento das articulagbes por um
longo periodo de tempo, comprometendo por muitas vezes a qualidade de vida do paciente
(FERREIRA et al., 2019). Essa artralgia abrange até 80% dos acometidos podendo se
estender por meses e até mesmo anos. As formas de manifestacdo reumaticas apds a doenga
incluem continuidade da dor até artrite reumatoide, que se desenvolve em aproximadamente
5% dos pacientes (ALMEIDA, 2013).

2.2.4 Zika

O Zika virus (ZIKV), pertence ao género Flavivirus, familia Flaviridae da mesma
forma que o virus da dengue (DENV), é transmitido pelo mosquito Ae. aegypti (VALLE,
2016; PAIXAO, 2018). Foi inicialmente identificado em uma fémea de macaco Rhesus, na
floresta Zika (Uganda, Africa) em 1947 (DICK, GWA et al., 1952). Um ano depois, no
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mesmo continente o ZIKV foi identificado em mosquitos (VASCONCELOS, 2015; WHO,
2018c; CHANG, 2016).

Até o0 ano de 2006 haviam casos pontuais da doenca em humanos, localizados na
Africa e Asia. No entanto, o primeiro surto ocorreu em 2007, em Yap (Estados Federados da
Micronésia), estima-se que mais da metade da populacdo tenha sido infectada pelo ZIKV
(DUFFY et al., 2009). A maior parte dos individuos adultos saudaveis acometidos séo
assintomaticos, porém alguns manifestam sintomas tipicos como febre, dores musculares e
nas articulagbes, erupcdo cutdnea, conjuntivite, mal-estar ou dor de cabeca
(VASCONCELOS, 2015; WHO, 2018c; CHANG, 2016).

Em 2013 houve outro grande surto afetando aproximadamente 11% da populacdo da
Polinésia francesa, dessa vez, a Sindrome de Guillain-Barré (doenga autoimune que provoca
paralisia muscular) foi associada pela primeira vez ao ZIKV (WHO, 2018c; CHANG, 2016).
No Brasil, os primeiros casos de transmissdo ocorreram em 2015. Meses ap0s a ocorréncia
desses casos 0 pais registrou o crescimento incomum do nascimento de bebés apresentando
microcefalia (ma formacdo congénita em que o cérebro ndo se desenvolve adequadamente)
(CHANG et al., 2016; WHO, 2018b).

Assim, houve crescente associacdo das infeccdes pelo virus em mulheres gestantes e o
aparecimento de lesdes cerebrais em seus fetos. A microcefalia causada por essa arbovirose
ocorre possivelmente pela capacidade do virus em atravessar a parede placentaria acometendo
o sistema nervoso do feto a qualquer periodo gestacional, podendo ocorrer morte fetal. No
entanto, nem toda mulher que foi infectada durante a gravidez tera um bebé com microcefalia
(FRANCO et al., 2016). J& a sindrome de Guillain-Barré é associada ao Zika virus como uma
complicagdo da infeccdo (BROGUEIRA; MIRANDA, 2017) sendo uma neuropatia
inflamatétia desmielinizante, de rapida e crescente fraqueza muscular (NOBREGA et al.,
2018).

2.3 Contexto do controle de larvas do Ae. aegypti

As formas de controle do Ae. aegypti constituem um importante desafio gragas a
problemas de infraestrutura das cidades e resisténcia alcancada pela populacéo do vetor apos
exposicdo excessiva e indiscriminada a larvicidas e inseticidas (BELLINATO et al., 2016;
BRITO et al., 2013; KHAN et al., 2016; MINISTERIO DA SAUDE, 2009; RODRIGUEZ et
al., 2012).
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Nesse sentido, o Plano Nacional de Controle da Dengue (PNCD) recomenda trés
metodologias de controle ao vetor: controle mecénico, biolégico e quimico. O primeiro é
fundamentado em formas de cuidado e eliminacdo de possiveis criadouros, reduzindo a
procriacdo e afastando o contato do artropode com humanos (MINISTERIO DA SAUDE,
2009). Esta € a medida menos invasiva, visto que é utilizado apenas o0 manejo de recipientes e

limpeza de provaveis criadouros.

Ja o controle biologico é baseado na utilizacdo de organismos predatorios ou
patogénicos para controle populacional do vetor, como peixes (Gambusia sp) que se
alimentam de larvas, pupas e invertebrados aquéaticos (Toxorhynchites ou copépodos).
Também se insere 0 uso de patdgenos como o fungo Lagenedium giganteum, e de
nematodeos (Romanomermis culicivorax e R. iyengari) (BRAGA; VALLE, 2007; MELO;
SOCCOL, C.; SOCCOL, V., 2016).

O controle quimico, no entanto, € o mais utilizado para conter a populacdo de
mosquitos, e engloba a aplicacdo de larvicidas em ambientes de reproducédo e nebulizacdo de
inseticidas (TARGANSKI et al., 2021). O larvicida organofosforado (OF), temefos €
biodegradavel e ndo se acumula nos tecidos, também é neurotdxico, atuando através da
inibicdo permanente da acetilcolinesterase (AChE), que resulta no acimulo de acetilcolina nas
juncbes nervosas do artrépode, promovendo o processo de paralisia e morte (BRAGA,;
VALLE, 2007; FRANCO, 1976). Contudo, apesar de ter sido amplamente utilizado na década
de 80, passou a demonstrar sinais de comprometimento da sua eficdcia (FRANCO, 1976).
Apesar disso, o temefos foi utilizado ainda por aproximadamente 30 anos (BRAGA et al.,
2005; FONTOURA et al., 2012; MACORIS et al., 2003; SOARES et al., 2003).

Entre os anos de 1995-1999 foram feitos testes para monitorizacdo e deteccdo de
alteracdes na suscetibilidade aos organofosforados utilizados no Brasil. Esses testes revelaram
a alteracdo de diversas enzimas relacionadas ao metabolismo de larvicidas e inseticidas em
uso no pais, sendo eles: temefos, malationa e fenitrotiona. Partindo desses resultados, apenas
em 2001 com a comprovagao de larvas resistentes ao temefos em diversos estados brasileiros
a Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA - 0rgdo incumbido para coordenagdo do controle
da dengue) promove a substituicdo gradativa do temefos pelo biolarvicida Bti e os adulticidas
por cipermetrina (classe dos piretroides) em locais criticos. A decisdo por utilizar substancias
de mecanismos de acéo diferentes para as fases do artropode surgiu como forma de atrasar o
aparecimento de resisténcia (BRAGA et al., 2004; LIMA et al., 2003).
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E importante salientar que, as bactérias entomopatogénicas Bacillus thuringiencis
israelenses (Bti) e Bacillus sphaericus (Bs) sintetizam diversas endotoxinas, que ao serem
ingeridas pela forma larvaria do artropode sdo dissolvidas no intestino delgado e liberam proé-
toxinas por intermédio de clivagem de enzimas digestivas. Essas agem no epitélio intestinal
das larvas ocasionando diminuigdo do peristaltismo, interrupcdo da alimentacdo e morte do
organismo (BRAGA,; VALLE, 2007; MELO; SOCCOL, C.; SOCCOL, V., 2016). O efeito do
Bti dura apenas sete dias em condigbes naturais, e portanto, seriam necessarias varias
aplicacdes para aumentar sua eficacia (GUTIERREZ et al., 2017; PAULA et al., 2019).
Assim, em estudos posteriores foi detectada a resisténcia do Ae. aegypti ao Bti em um periodo
de 2 meses em alguns estados (BELINATO; VALLE, 2015).

Como resultado disso, houveram substituicGes crescentes as substancias quimicas
neurotoxicas dispostas até que foram implementados larvicidas que atuavam em alvos
distintos dos até entdo utilizados. Esse grupo denominado de larvicidas alternativos é
englobado pelos reguladores de crescimento do inseto (RCI), que incluem o grupo das
benzoilfeniluréias (BPU), no qual o diflubenzuron e novaluron fazem parte, e 0o grupo dos
analogos de horménio juvenil (AHJ), que engloba o piriproxifeno (BRAGA; VALLE, 2007b).

As BPU grupo das benzoilfeniluréias atuam inibindo a sintese de quitina, que € um
polimero essencial na formacdo da cuticula externa durante os estagios de crescimento do
mosquito. Os andlogos do horménio juvenil sdo derivados de terpenos e atuam interferindo o
eixo endocrino do inseto, que controla os processos de muda, metamorfose, desenvolvimento
ovariano e aquisicdo da capacidade reprodutiva. Assim, os AHJ inibem a emergéncia do
mosquito adulto (BELINATO; VALLE, 2015; BRAGA; VALLE, 2007b). O piriproxifeno
retarda o desenvolvimento das larvas, porém apenas causa morte direta em raras excecoes.
Além disso, o uso indiscriminado pode induzir resisténcia a algumas pragas agricolas como
Bemisia tabaci e Musca domestica (L.). Ja havendo relatos de resisténcia a populacdes do Ae.
aegypti (GONZALEZ et al., 2016; LOBATO DA SILVA et al., 2016; MA et al., 2010;
SHAH; SHAD; ABBAS, 2015).

Para manejo eficiente do vetor h4 necessidade da integracdo de medidas de controle,
existindo rotacdo para 0s agentes quimicos utilizados, ndo se restringindo a uma classe. Sendo
essencial ainda que se mantenha em controle 0 acompanhamento quanto a eficacia do uso
destes agentes, a fim de verificar a existéncia e o nivel de resisténcia (MARCOS et al., 2018;
OMS, 2014).
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E necessario implementar ainda, que a ocorréncia de resisténcia em algumas classes de
larvcidas quimicos se apresenta como consequéncia de condi¢des genéticas e funcionais, entre
outros. O aparecimento de vetores resistentes € um aspecto genético que se agrega a uma
populacéo devido ao uso continuado de larvcidas. A habilidade dos artropodes de sobreviver a
concentragOes primariamente letais reduz mais rapidamente a eficacia das substancias, até que
ndo sejam mais Uteis. Os fatores funcionais também atuam como importantes na instalacdo da
resisténcia. Normalmente sdo referentes a utilizacdo de larvicidas (classe, forma de aplicacao,
continuidade de tratamento, formulacdo e concentracdo, etc) e pela ndo ocorréncia dessa
forma operacional controlada e uso exacerbado dos produtos a resisténcia acaba aumentando
(BARRETO, 2005). Nao obstante, podendo se tratar de alteragdes que podem ser transmitidas
horizontalmente por via genética, a resisténcia € preocupante ao levar em consideracdo a sua

manifestacdo de forma cruzada, ou seja, por mais de uma classe de agentes.

Além dos problemas relacionados a resisténcia, a possibilidade de toxicidade
ambiental é também um fator relevante. Devido a resisténcia da populacdo do artropode a
alguns agentes quimicos utilizados no controle, maiores concentracdes do mesmo sdo
necessarias na aplicacdo, perdendo a seletividade ao organismo alvo, prejudicando o
ecossistema e a saude da populacdo. Um desses efeitos € demonstrado pelo diflubenzuron,
larvicida comum, letal para nauplios de Artemia salina espécie base de cadeia alimentar do
ecossistema aquatico por inibir seu desenvolvimento em concentracdes entre 0,13 e 1 ppb
(partes por bilhdo) (GARTENSTEIN; QUINNELL; LARKUM, 2006; WINKALER;
MACHADO-NETO, 2011).

Dessa forma, o aparecimento de resisténcia as substancias disponiveis e possibilidade
de toxicidade a organismos ndo alvos tem inviabilizado essa metodologia e estimulado
pesquisas em relacdo a alternativas no controle vetorial. Assim, partindo do pressuposto que
as alternativas existentes ainda sdo escassas, ha a necessidade por compostos de natureza
guimica distinta dos produtos ja utilizados, a fim de minimizar a pressdo seletiva para a

mesma classe de larvicidas e reduzir o comprometimento ao meio ambiente.
2.4 Mecanismos de resisténcia

A crescente resisténcia a inseticidas é um grave problema para a contencéo de vetores.

Com a reducdo da eficécia dessas substancias ha a necessidade de maiores doses para controle

equivalente, risco de ressurgimento de doencas, aumento de custos do produto e possiveis
danos ao ecossistema (AGRAMONTE; BLOOMQUIST; BERNIER, 2017).
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A OMS define resisténcia como a capacidade de uma linhagem de insetos sobreviver a
uma substancia que, em uma populacdo normal da mesma espécie seria letal (BRAGA;
VALE, 2007; OMS, 1957). O aparecimento de resisténcia € um mecanismo natural de
protecdo ao inseto, mas pouco frequente. A utilizacdo desenfreada de inseticidas para controle
de mosquitos resulta mais rapidamente em mutagdes fortuitas na qual s&o selecionados
organismos com caracteristicas que permitem sua sobrevivéncia sob doses de um produto
toxico que é normalmente letal (BRAGA; VALLE, 2007; DEVILLERS; DOUCET-
PANAYE; DOUCET, 2015).

A pressdo seletiva de insetos com genes de resisténcia pode ser causada por diversas
alteracdes dentro do vetor, sendo algumas hipdteses as causadas por: modificacGes
comportamentais, cuticulares, metabdlicas e alteracdo de sitio-alvo (BHARATI; SAHA,
2021). As alteragdes comportamentais sdo de dificil investigagdo e ha poucos estudos acerca
da mesma, no entanto, sdo relatadas quando os artropodes evitam o contato com locais que
contenham a substancia toxica. Supbe-se que 0s insetos resistentes possam reconhecer o
perigo parando de se alimentar ou deixando a area tratada, voando para longe (PANINI et al.,
2016).

As modificagdes cuticulares/penetracdo reduzida sdo pautadas no espessamento
cuticular dos insetos, fato que interfere na penetracdo do inseticida/larvicida e dessa forma, na
guantidade da substancia que chega ao sitio-alvo (PANINI et al., 2016). Na literatura, sdo
citados genes que codificam as proteinas da cuticula expressos em quantidade aumentada nas
espécies resistentes, sendo elas: Ae. aegypti, Ae . albopictus, bem como Anopheles stephensi e
Culex pipiens pallens (BHARATI; SAHA, 2021; BRAGA; VALLE, 2007; SEIXAS et al.,
2017).

Os insetos possuem naturalmente sistemas de enzimas que asseguram sua
sobrevivéncia, estas sdo responsaveis por varias funcbes, as quais a eliminacdo de
xenobidticos é uma delas (LIU et al., 2015). Nesse sentido, as enzimas se desenvolvem
comumente para superar provaveis toxinas vegetais como alcaloides, terpenos e fenois. Esse
fato € o motivo pelo qual ha casos de rapido desenvolvimento de resisténcia metabodlica a

substancias de origem boténica direta ou indireta (PANINI et al., 2016).

Em si, a resisténcia metabdélica é a mais descrita em estudos, e ocorre através do

aumento da habilidade de metabolizacdo de inseticidas e larvcidas, promovendo produtos
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menos tdxicos, assim o aumento da expressdo de classes de enzimas desintoxicantes de
inseticidas, como esterases (EST’s), glutationa-S-transferases (GSTs), e citocromo P450s
(CYP450) ou oxidases de funcdo mista (OFMs) estdo associados a resisténcia a substancias
em muitas populacdes de Ae aegypti (BHARATI; SAHA, 2021; BRAGA; VALLE, 2007).

O processo de desintoxicagdo pode ser descrito em enzimas de Fase |
(funcionalizacdo) que consiste em hidrélise ou oxidacdo da substancia e de Fase Il
(conjugacdo). As estearases sdo enzimas de Fase | que sdo aptas a metabolizar substratos
endogenos e exogenos, agindo contra diversas classes de inseticidas como piretroides,
organofosforados e carbamatos. Estas enzimas promovem a hidrolise do grupamento éster
presente na estrutura dessas classes de inseticidas, aumentando a polaridade dos metabdlitos e
facilitando sua excrecdo (BHARATI; SAHA, 2021; BRAGA; VALLE, 2007; PANINI et al.,
2016).

As Oxidases de funcdo mista (OFMs), também conhecidas como monoxigenases
dependentes de citocromo P450, estdo presentes em grande numero principalmente no
intestino, no corpo gorduroso e nos tabulos de Malpighi dos insetos (BRAGA; VALLE,
2007). Também sdo enzimas de Fase | e sdo responsaveis pela desintoxicacdo de xenobioticos
e substancias enddgenas como a biossintese de ecdisona, horménio juvenil e componentes de
feromonios. A expressdo aumentada dessas enzimas esta relacionada a resisténcia de diversas
classes de inseticidas como: piretroides, organofosforados, carbamatos, inibidores do
crescimento de insetos (PANINI et al., 2016).

As glutationa-S-transferases (GST's) sdo enzimas multifuncionais de Fase Il que
também podem agir contra o efeito dos inseticidas, como de substancias cloradas facilitando
sua desidrocloracdo redutiva, transformando-o em um substrato menos toxico. Nao obstante a
isso, podem remover espécies toxicas de radicais livres de oxigénio produzidos pela acdo de
pesticidas (BRAGA; VALLE, 2007; PANINI et al., 2016).

Além dos trés tipos de resisténcia citados anteriormente, ha a resisténcia por
alteracdo de sitio-alvo. Varias mutagdes pontuais de alteracdo do alvo no gene do canal de
sodio dependente de voltagem (Na,) e da acetilcolinesterase (AchE) foram identificadas em
mosquitos de Ae. aegypti (BHARATI; SAHA, 2021). Estes sdo os principais alvos dos
inseticidas neurotoxicos (OC, Pl, OF e CA) (BRAGA; VALLE, 2007; PANINI et al., 2016).
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Os canais de sodio dependentes de voltagem (Na,) sdo os principais sitios-alvo dos
piretroides. As alteracfes de uma valina por uma isoleucina (GTA-ATA) e de fenilalanina por
cisteina (TTC-TGC) reduzem a ligacdo com piretroides, e sdo classificadas como resisténcia
knockdown (kdr) devido a perda imediata de coordenacao nos insetos expostos ao inseticida e
sua posterior recuperacdo (BISSON et al., 2021). Ja a acetilcolinesterase (AchE) é sitio-alvo
de organofosforados e carbamatos. Em uma situacdo de atuacdo normal dos pesticidas, estas
duas classes atuam inibindo a AChE e portanto, a acetilcolina (neurotransmissor) permanece
na fenda sinaptica promovendo a propagacdo do impulso nervoso, levando o inseto a morte. A
resisténcia entdo esta relacionada com a diminui¢do da afinidade da AchE pelo inseticida,
conduzindo a interrup¢do do estimulo nervoso (BISSON et al., 2021; BRAGA; VALLE,
2007).

N&o suficiente aos mecanismos de resisténcia anteriormente citados, ainda ha a
possibilidade da soma de diferentes alteragdes nos insetos aumentando o nivel de resisténcia.
A “Resisténcia cruzada” pode acontecer quando um mecanismo contra um tipo de inseticida
também permite defesa contra outro tipo de pesticida, mesmo que o artropode nunca tenha
sido exposto a este Gltimo. Essa ferramenta pode ser resultado de enzimas nao especificas que
atacam grupos funcionais de inseticidas em vez de moléculas especificas, podendo envolver
inseticidas com diferentes mecanismos de acdo. A “Resisténcia multipla”, no entanto, ¢é
decorrente de diferentes modos de resisténcia coexistindo e conferindo resisténcia a diferentes
inseticidas aos quais a praga foi exposta (PANINI et al., 2016).

Nesse contexto, hd uma necessidade critica de encontrar substancias novas,
ambientalmente seguras, mais eficazes, e com mecanismos de acdo diferentes dos meios
qguimicos atuais que resolvam esses problemas. (BRAGA; VALLE, 2007; DEVILLERS;
DOUCET-PANAYE; DOUCET, 2015).

2.5 Relacéo entre a fisiologia do Ae. aegypti e a busca por novos protétipos

O controle quimico seletivo é uma proposta de procedimento alternativo para o
controle do Ae. aegypti. Este tipo de controle tem como alvo uma particularidade fisioldgica
do inseto, especificamente ndo encontrada em outros organismos. Os componentes
bioquimicos ou vias bioquimicas Unicos em insetos sdo considerados bons alvos para esse

tipo de controle.
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Os mosquitos possuem estruturas chamadas sensilas que estdo distribuidas em alguns
0rgdos quimiossensoriais, como as antenas, palpos maxilares e probdscide, essas estruturas
sdo pertencentes aos receptores gustativos (RG) e receptores odorantes (RO). Este Gltimo
possui grupos de genes de receptores denominados OR; e ORg (Olfactory Receptors)
presentes em Ae. aegypti (BOHBOT et al., 2013a; RUEL; YAKIR; BOHBOT, 2019).

Estudos anteriores indicam que ambos receptores podem ser fortemente ativados pela
molécula do indol (Figura 1). Assim, tendo como base a sensibilidade e seletividades das
interagdes, estes receptores sdo reconhecidos como “indolérgicos” e podem influenciar na
determinacéo do local de oviposicao e escolha para repasto sanguineo de mosquitos adultos e
outros papéis adicionais em larvas dos vetores (BOHBOT et al., 2013a; RUEL; YAKIR;
BOHBOT, 2019).

Figura 1. Estrutura quimica do indol

O receptor olfativo OR; € expresso nas fases adulta e larval do Ae. aegypti, enquanto o
ORy € encontrado nas antenas das larvas. A conservacao desse grupo de receptores evidencia
a importancia ecoldgica do mesmo, favorecendo que intervengdes por agentes com potencial
atividade repelente ou tdxica ocorram de forma direta (RUEL; YAKIR; BOHBOT, 2019). Em
estudos anteriores existem evidéncias de que o indol é téxico para larvas do Ae. aegypti na
concentracdo que mata 50% das larvas (CLsgy) de 76 ppm (THANABALU; PORTER,;
HINDLEY, 1996).

Além da agdo exogena sobre esse organismo alvo, o indol é resultante de vias
metabolicas responsaveis pela protecdo e desenvolvimento do artropode (LI; LI, 1997). A
relacdo entre produtos do metabolismo do mosquito e as moléculas desenvolvidas pode
indicar novos alvos para larvicidas, como a via das quinureninas. O indol, produto do
metabolismo do triptofano, pertence a uma via bioquimica de grande relevancia para
producdo de pigmentos dos olhos e metabolizacdo de espécies reativas de oxigénio toxicas

para esse inseto. A quinurenina e a 3-hidroxiquinurenina (3-HK) sdo intermediarios essenciais
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na via de oxidacdo do triptofano (HAN; FANG; LI, 2002). A metabolizacdo da quinurenina
para 3-HK é uma via valiosa para o catabolismo em mosquitos, preferencialmente na fase de
larvas e ovos. A 3-HK, por si so € naturalmente reativa e eventualmente toxica (HAN; FANG;
LI, 2002), assim, para garantir condicdes de metabolismo normal nesses seres, €
imprescindivel desviar-se do acimulo desse produto (HAN; BEERNTSEN; LI, 2007).

Através da interrupcdo dos pontos de ajuste dessa via metabdlica é possivel inibir o
desenvolvimento natural e disseminagdo do mosquito em detrimento da interferéncia sobre a
formagé&o de substratos essenciais e o controle de estresse oxidativo (OLIVEIRA et al., 2013).
Como 30% das substancias volateis emitidas pelo suor da cabeca de humanos é indol, espera-
se que o mosquito busque 0 homem como principal fonte de repasto sanguineo. No entanto, o
mosquito também pode ser atraido para outros locais que contenham indol, mesmo que esse
ndo faca parte do nicho ecoldgico habitual, como fungos e plantas (BOHBOT et al., 2011;
GHANINIA; IGNELL; HANSSON, 2007).

Analisando estudos antecedentes de REA estruturas que ja apresentam alguma
atividade bioldgica podem ser mais eficazes na busca por uma nova substéncia eficaz contra o
Ae. aegypti (SOUSA et al., 2019; TARGANSKI et al., 2021). Logo, com o ndcleo inddlico,
encontra-se uma grande gama de moléculas naturais e sintéticas biologicamente ativas, sendo
uma delas a 1H-indol-2,3-diona, mais conhecida como isatina (Figura 2), baseada no anel
aromatico inddlico apresenta duas carbonilas, uma ceténica e outra amidica. Essa molécula
possui alta versatilidade sintética, por seu grande potencial em ser utilizada na sintese de
diversos prototipos heterociclicos, como oriundos indélicos e quinolinicos, sendo um
importante elemento em sinteses (DA SILVA et al., 2015). Os derivados de isatina possuem

propriedades bioldgicas como antibacteriano, antifungico e antiviral (NATH et al., 2020).

Figura 2. Estrutura quimica da isatina

Ha ainda, as pesquisas farmacoldgicas com a indirubina que é produzida através da

oxidacéo e dimerizacdo do indoxil e isatina, estas indicam que o extrato aquoso de folhas de
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Indigofera suffruticosa como repelente de destaque na postura de ovos e embriotoxico
principalmente para o Ae. aegypti (VIEIRA et al., 2012). Os experimentos feitos em larvas do
estadio L2 com extrato aquoso de I. suffruticosa demonstraram ap6s 72h de contato alteracGes
morfologicas na regido anterior do intestino médio das larvas, com rompimento da base do
envelope peritréfico (PE) e por consequéncia descontinuacdo do epitélio intestinal com
crescimento do lumen. Além do mais, houve um atraso no crescimento da mesma sendo

diretamente relacionado as alteracdes morfoldgicas (VIEIRA et al., 2012).

E importante salientar que, o envelope peritr6fico (PE) é uma parte mucinosa
constituida por proteinas, glicoproteinas, proteoglicanos e quitina, sendo de ampla
importancia para 0s processos digestivos, bem como para protecdo contra invasdo por
microorganismos e parasitas. No entanto, dadas as importantes funcionalidades bioldgicas
desse envelope sua formagéo ainda € pouco conhecida (VIEIRA et al., 2012). Também foram
relatados que muitos derivados da isatina possuem atividade inseticida de amplo espectro e

sdo usados como importantes ativos para controlar pragas agricolas (AKDAG et al., 2014).

N&o obstante a isso, estudando aspectos da fisiologia e morfologia do inseto pode-se
tentar prever outras substancias seletivas que apresentem baixa persisténcia no ambiente,
como estruturas similares a quitina (Figura 3) sendo possiveis alvos contra o vetor. Tendo
por base a fase larval, o exoesqueleto € formado por uma cuticula, de base
predominantemente de quitina, que atua como um meio de separa¢do entre o0 organismo e 0
ambiente, protegendo a larva contra danos fisicos, desidratacdo e infeccbes. A quitina
também estd presente em vérias estruturas e matrizes extracelulares além do exoesqueleto
como a matriz peritréfica sintetizada pelo tubo digestivo, traqueias, partes do sistema
reprodutor e a cuticula serosa. Portanto, o desenvolvimento dos insetos € estreitamente ligado
a remodelacdo dessas estruturas de quitina (FARNESI et al., 2012). Assim, moléculas
semelhantes a quitina também podem ser alvos de interesse na interferéncia dos processos de

muda (ecdise) das larvas.
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Figura 3. Estrutura quimica do polissacarideo quitina em forma de cadeira
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Dessa forma, modificagfes na estrutura do indol, da isatina e da quitina podem
aperfeicoar suas atividades bioldgicas. Considerando esses aspectos, alteragdes nas provaveis
interacdes quimico bioldgicas podem possibilitar certa quantidade de compostos e
potencializar a toxicidade para o mosquito expondo o desenvolvimento de estratégias de

controle do vetor.
2.6 Protdtipos larvicidas/inseticidas frente ao Ae. aegypti e outros insetos

Baseando-se na estreita relacdo comportamental, metabdlica e fisioldgica entre os
derivados do indol, isatina e quitina com o Ae. aegypti, é notdvel o potencial de protétipos
baseados em suas estruturas para sintese de novos derivados ativos sobre o mosquito,
podendo atuar como larvicidas, inseticidas ou repelentes. Todavia, os estudos relacionados a
possibilidade de novos agentes ativos contra este vetor a partir dessas moléculas sdo poucos,
destacando a necessidade por novas moléculas derivadas das suas estruturas, com potencial

atividade bioldgica frente ao artrépode.

O indol é uma molécula de sinalizacdo que pode ser facilmente reconhecida por
insetos, influenciando seu comportamento, como oviposicdo, reconhecimento de local de
repasto sanguineo para mosquitos, bem como repelente para larvas de Ae. aegypti (LEE;
WOOD; LEE, 2015; SOUSA et al., 2019). Outras pragas também respondem a derivados do
indol, como a borboleta Pieris rapae, por meio de estudos da avaliacdo da toxicidade foi
comprovado que o indol-3-acetonitrila (Figura 4) impede a sua oviposi¢do, no entanto,
alterac6es no anel indolico reduziam esse efeito (LEE; WOOD; LEE, 2015).
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Figura 4. Estrutura do indol- 3-acetonitrila. Derivado do indol ativo frente a larvas de Pieris rapae.
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Fonte: (LEE; WOOD; LEE, 2015).

Como consequéncia, estruturas provenientes da reacdo da indolina (derivado reduzido
do indol) com grupos sulfonamidas em regides precisas do anel inddlico podem ser relevantes
para o desenvolvimento de inseticidas. O 1H-indol-5-sulfonamida, 2,3-dihidro-N-(3-
metoxifenil)-2-metil-1-(1-oxopropil) (Figura 5) foi identifcado como blogueador de canais
retificadores de potéssio (Kir) em Ae. aegypti. Esses canais sdo proteinas tetraméricas que
orientam ions K+ através da membrana celular e geram uma corrente de ions importantissima
para diversas funcgdes celulares do mosquito (RAPHEMOT et al., 2014).

Figura 5. Derivado do indol bloqueador de canal retificador de potassio (Kir) em Ae. aegypti. Os grupos destacados em

verde (nucleo inddlico central) e rosa (sulfonamida) sdo essenciais na otimizagdo da atividade bloqueadora de canais AeKirl

do mosquito. A estrutura em questdo apresenta uma Clsq de 0,32 uM.

Fonte: (RAPHEMOT et al., 2014).

Em Ae. aegypti sdo configurados cinco genes de canais do tipo Kir (AeKirl, AeKir2A,
AeKir2B, AeKir2B' e AeKir3) que podem ser encontrados no torax e abdémen, cabeca,
tubulos de Malpighi e intestinos desses insetos. Pesquisas in vitro demonstraram que
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aplicacBes de inibidores desses canais bloqueiam seletivamente a saida de urina de fémeas
adultas causando inchago abdominal e matando os mosquitos dentro de 24h. Modificagdes na
estrutura representada na figura 5 possibilitaram variacdes pertinentes na atividade sobre os
mosquitos. Haja vista que, sem alteracGes na estrutura indicada esta possui concentracao
inibitoria de 50% (Clsp) de 0,32 uM. Mantendo o nucleo inddlinico central (verde) e alterando
o tamanho das sulfonamidas (rosa) foi observada uma reducdo de duas a trés vezes na
poténcia. Ja modificando o ndcleo central, pressupondo que este seria o grupo farmacoférico,

houve reducdo em dez vezes na poténcia (RAPHEMOT et al., 2014).

Segundo Cheng et al. 2003, compostos promissores como larvicidas contra vetores de
importantes arboviroses podem ser considerados em concentracdo menor que 100 pg/mL
(CHENG et al., 2003; GOMES et al., 2016). Nesse sentido, pesquisas indicam que analogos
do indol halogenado como o 6-bromo-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol e o 5-Cloro-2,3-dimetil-
1H-indol (Figura 6) exercem forte acdo larvicida contra larvas dos mosquitos produzindo
valores de CLsp 1,5 pg/mL (5,88 uM) e 3,6 pg/mL (19,91 uM) apos 2 horas de tratamento.
Além disso, 0os compostos também ndo foram toxicos para organismos nao alvos como
Caenorhabditis elegans e Galleria mellonella, sendo seletivos para o vetor. Este efeito ndo é
demonstrado pelo biolarvicida comercial Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) que é letal
para larvas de G. mellonella. Porém, essas substancias sdo consideradas como de efeito
imediato (neurotdxicos), ou seja, atuam de maneira semelhante aos larvicidas convencionais,

como temefds (casos de resisténcia registrados) (SOUSA et al., 2019).

Figura 6. Estruturas do 6-bromo-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol e o 5-cloro-2,3-dimetil-1H-indol. As estruturas em questdo

apresentam CLs de 1,5 pg/mL (5,88 uM) e 3,6 pg/mL (19,91 uM), respectivamente.
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Fonte: (SOUSA et al., 2019).

A isatina (1H-indol-2,3-diona), tal como o indol, ocorre naturalmente em plantas,
frutas, animais, e humanos. Logo, essa molécula possui diversas atividades bioldgicas
(PAKRAVAN et al., 2013; PANTOURIS; LOUDON-GRIFFITHS; MOWAT, 2016). Nesse

sentido, derivados da isatina hidrazida-hidrazona sdo embriotdxicos para larvas do Ae.
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aegypti. Dentre estes 0 mais promissor para os bioensaios larvais foi o 1-(4-nitrofenil)-3-(4-
{2-0x0-2-[2-(2-0x0-1,2-dihidro-3H-indol-3-ilideno)hidrazinil]etil}fenil)ureia  (Figura 7).
Essa molécula que apresenta um anel nitrofenil (vermelho) demonstrou CLso de 30,5 pg/mL
(64,46 uM) ¢ ClLgy 95,9 pug/mL (202,69 uM) (AKDAG et al., 2014). Todavia, o potencial
toxico para larvas ainda é inferior ao de toxinas da bactéria Bti (MELO; SOCCOL; SOCCOL,
2016).

Figura 7. Estrutura da 1-(4-nitrofenil)-3-(4-{2-0x0-2-[2-(2-0x0-1,2-dihidro-3H-indol-3-ilideno)hidrazinil]etil}fenil)ureia,

apresenta Clsy de 30,5 pg/mL (64,46 uM) e Clgy 95,9 pg/mL (202,69 uM) contra larvas de Ae. aegypti. Os grupos

destacados em amarelo (isatina) e vermelho (anel nitrofenil).
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Fonte: (AKDAG et al., 2014).

Além da estrutura que apresenta o nitrofenil (Figura 7) outros derivados da isatina
também apresentam toxidade frente ao Ae. aegypti, tanto na fase de ovo quanto no estagio de
larva. Ensaios realizados com a indirubina (presente naturalmente nas folhas de Indigofera
suffruticosa Mill) (Figura 8) produzida através da oxidacao e dimerizacdo do indoxil com a
isatina apresentaram-se como produtos de destaque no teste embriotéxico contra larvas de Ae.
aegypti, visto que, nos ensaios realizados nenhuma ecloséo de ovos foi observada (SILVA et
al., 2021; VIEIRA, 2011).

Figura 8. Estrutura da indirubina, produzida através da oxidacao e dimerizagdo do indoxil com a isatina
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Adicionalmente, os testes demonstraram embriotoxicidade especifica e reducdo do
desenvolvimento das larvas que foram tratadas com a substancia. Na concentracdo de 250
pug/mL ndo houve eclosdo de ovos e algumas larvas que conseguiram se desenvolver até o
estadio L2 possuiam deformagdes, acentuadamente no envelope peritrofico (SILVA et al.,
2021; VIEIRA, 2011). A atividade de outro anélogo da isatina também foi testado contra
Periplaneta americana (barata) comparando seus resultados com a cipermetrina. Os
resultados indicaram que analogos da isatina tem melhor atividade inseticida (valor de
knockdown (kd) 3-5 min) enquanto a cipermetrina possui kd 5-7 minutos (JAIN, RENUKA,;
SHARMA, KANTI; KUMAR, 2013).

Em alternativa aos derivados inddlicos, ainda baseando-se na relacao entre a estrutura
quimica e possiveis atividades contra insetos, derivados da quitina sdo substancias de
interesse. Visto que, com o0 aumento da resisténcia aos inseticidas de acdo rapida
(neurotoxicos) houve uma busca por inseticidas com mecanismo de acdo diferente destes
como os reguladores de crescimento de insetos (RCls chamados “inseticidas alternativos”).
Os inibidores da sintese de quitina (1SQs) diflubenzuron e novaluron tém sido utilizados
como produtos com natureza quimica distinta para conter o vetor do Ae. aegypti (FARNESI et
al., 2012).

Nesse sentido, alguns reguladores de crescimento de insetos atuam na fase especifica
de crescimento (fase larval) contra o artropode alvo, promovendo anormalidades no
crescimento e causando baixa sobrevida ao inseto, sendo declarados também mais seguros
para organismos ndo alvos que os pesticidas usuais (PANMEI et al., 2020). Assim, a
biossintese e degradacdo de quitina (polissacarideo composto por residuos de N-
acetilglicosamina) tem papel fundamental na muda de insetos, sendo constituinte
principalmente da cuticula tegumentar e matriz peritrofica de larvas e adultos e na cuticula
serosa de ovos de mosquitos. Em testes de atividade inseticida, as substancias que afetam a
producdo de quitina reduzem o crescimento dos artropodes, sendo posteriormente letais.
Estudos com lagartas (Pieris brassicae), moscas domésticas (Musca domestica), gafanhoto do
deserto (Schistocerca gregaria), larvas de Ae. aegypti e mariposas da subfamilia Lymantriinae
(Orgyia pseudotsugata) demonstraram que larvas tratadas com essas substancias possuiam
falhas na membrana peritrofica que reveste o epitélio intestinal (SINGH et al., 2020; SUN et
al., 2015).
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Com efeito disso, analisando detalhadamente a estrutura regular das benzoilfenilureias
(BPU- classe dos inibidores da sintese de quitina mais comumente utilizados) (Figura 9), no
modelo bipartido (Figura 10) e suas ligacdes com o sitio ativo de artropodes, é possivel
observar que a estrutura regular pode ser separada em trés partes: o anel benzoila (A), anel
anilina (B) e ponte de ureia (C). A parte C é imprescindivel para a atividade inseticida dos
BPUs, sendo considerado o grupo funcional da ligagdo com a proteina alvo. Por isso, Vila-
Carriles et al. 2007 examinaram a possiblidade de bipartir essa por¢do (Figura 10) obtendo
resultados de aumento na poténcia dos compostos em 100-1000 vezes, 50 uM versus 0,5 nM
(VILA-CARRILES et al., 2007; SUN et al., 2015).

Figura 9. Estrutura regular das benzoiluréias dividida em trés partes: o anel benzoila (A), anel anilina (B) e ponte de ureia
(C). A porcéo C (destacada com pontilhado) é C ¢ imprescindivel para a atividade inseticida dos BPUs.
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Fonte: (VILA-CARRILES et al., 2007; SUN et al., 2015).

Figura 10. Estrutura no modelo bipartido das benzoiluréias proposto por Vila-Carriles et al. 2007 obtendo resultados de

aumento na poténcia dos compostos em 100-1000 vezes, 50 uM versus 0,5 nM
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Fonte: (VILA-CARRILES et al., 2007; SUN et al., 2015).

Ja Shen et al. 2015 propuseram a adi¢cdo de grupos glicosilados (verde) na estrutura
das naftalimidas (roxo) (Figura 11) como possiveis inibidores da enzima GH20 [-N-
acteilhexosaminidase OfHEX1, importante na degradacdo de cuticulas velhas em larvas de
Ostrinia furcanalis obtendo maior seletividade inibitéria para esta enzima (SHEN,

SHENGQIANG; DONG, 2019). Portanto, alterando a estrutura basica da quitina (Figura 3)
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com a introducéo de estruturas semelhantes ao modelo bipartido dos BPUs é possivel projetar
novas estruturas favoraveis a modificacéo natural da sintese de quitina, que possuam estrutura
quimica diversa das benzoilfenilureias e sejam similares a unidades da quitina investigando,

dessa maneira, alternativas sustentaveis e ecologicas (SUN; LIU, 2015; SINGH, 2021).

Figura 11. Estrutura das naftalimidas (roxo) glicosiladas (verde)
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Fonte: (SUN; LIU, 2015)

2.7 Derivados N-tosilados e acetilados do indol, isatina e da quitina como potencias agentes

larvicidas

Considerando as restritas pesquisas e a relacdo fisiologica de derivados do indol, da
isatina e da quitina contra larvas do Ae. aegypti, € de interesse o0 estudo por novos protétipos
baseados em suas respectivas estruturas. Uma nova leva desses precursores ainda pouco
explorada quanto ao potencial larvicida em Ae. aegypti é de derivados N-tosilados e acetilados
do indol, da isatina e da quitina. Entretanto, algumas atividades biolégicas ja foram estudadas

sobre esses compostos.

Segundo Pagliero et al. a associacdo de fragmentos de estruturas com atividades
biolégicas comprovadas e de presenca constante em moléculas bioativas, também ditas
“privilegiadas”, pode beneficiar a geracdo de diferentes alvos bioldgicos por meio da
diversificacdo de seus grupos funcionais. Logo, utilizando dessa estratégia, derivados com o
grupo farmacoforo do indol, bem como da indolina (saturagdo da dupla ligacdo entre 2-3 do

anel indolico) sdo bases imprescindiveis de variadas atividades biologicas que incluem
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antivirais, antiparasitarios, antimicrobianos e antifngicos. Somado a isso, a utilizacdo de
fragmentos benzenossulfonil e orto (C-2) substituicdo de grupamentos nitro (NO,) em ndcleos

(ARETZ etal., 2019; J. PAGLIERO et al., 2011; PAGLIERO et al., 2017a).

N&o obstante, estudos com o N-tosil indol corroboram que 0 mesmo apresenta
caracteristicas alvo para enzimas hidroliticas, no desenvolvimento de pesticidas para uso em
plantacbes (GANGE, 1995) e sdo potentes derivados indélicos com acdo larvicida frente o Ae.
aegypti, possuindo uma CLsp de 0,244 ppm com um intervalo de confianca de 95% variando
entre 0,212 a 0,280 ppm (MACEDO, 2015). Além disso, demonstram exercer seletividade
ambiental entre organismo alvo e ndo alvo, pois sdo atdxicos para nauplios de Artemia sp.,

uma espécie ndo alvo essencial para o ecossistema aquatico (NUNES, 2019).

E importante salientar que, o diflubenzuron, larvicida usado em programas de controle
do vetor, mostrou-se letal para nduplios de Artemia sp. por inibir seu desenvolvimento
(GARTENSTEIN; QUINNELL; LARKUM, 2006).

Para derivados da isatina, visto o seu valor biolégico como importante fator para
compostos bioativos demonstrando atividade bloqueadora de caspase, antibacteriana, antiviral
(EL-FAHAM et al., 2015). Os analogos N-1 substituidos proporcionaram a formacdo de
moléculas com atividade contra Mycobacterium tuberculosis (MTB) enzima corismato
redutase (CM) com compostos ativos como: N-acil e N-acetil (Figura 12) dos quais este
ultimo foi ligeiramente mais potente do que a isatina enquanto o derivado acil volumoso teve
sua a atividade reduzida (JEANKUMAR et al., 2014). Outra atividade demonstrada para
derivados N-1 substituidos é contra Rinovirus Humano (HRV) e sdo eficazes inibidores da
protease do tipo SARS Corona Virus (SARS CoV 3C) protease do tipo 3C (ZHOU et al.,
2006).

Figura 12. Estrutura da N-acetil isatina

O

)
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Nesse contexto, além das relacfes levantadas entre derivados do indol e da isatina
contra o Ae. aegypti, e incentivados pelos resultados do N-tosil indol (Figura 13 — A) em que
ha estudos de sua acdo sobre a via de metabolismo do triptofano, a qual é considerada uma
importante via de desintoxicacdo em mosquitos, especialmente durante as fases larvais,
corroboram para a projecdo destes resultados para derivados como, 2-nitro-N-tosil-indol
(Figura 13 — B), N-tosil indolina (Figura 13 — C) e N-tosil isatina (Figura 13 — D) sobre a
via do metabolismo do aminoacido em Ae. aegypti. Visto que, o principal eixo de
metabolismo desse aminoacido é da via das quineruninas ha ferramentas que sugerem a
possibilidade da acdo desses derivados, no artrdpode, sobre receptores que tém analogos do
triptofano como estimuladores (HUBBARD; MURRAY; PERDEW, 2015; LEE, 2015; HAN,
2007).

Figura 13. Estruturas do N-tosil indol (A) com ag¢do larvicida frente o Ae. aegypti, com uma CLs, de 0,244 ppm e outros
derivados tosilados como 2-nitro-N-tosil-indol (B), N-tosil indolina (C) e N-tosil isatina (D). Estruturas com modificagdes

apenas nos carbonos C-2 e C-3 do anel indélico

O pseudotrissacarideo alosamidina (Figura 14) é um potente inibidor da familia 18 da
quitinase e demonstra atividades bioldgicas contra insetos, fungos e o ciclo de vida do

Plasmodium falciparum (HUANG, 2012). Fragmentando sua estrutura, encontra-se 0 2-
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(acetilamino)-2-deoxi-D-glicopiranose, também denominado N-acetil-D-glicosamina (Figura
14, porgdo pontilhada) uma unidade do polissacarideo quitina.

Figura 14. Estrutura da alosamidina e em pontilhado vermelho encontra-se o 2-(acetilamino)-2-deoxi-D-Glicopiranose,
também denominado N-acetil-D-glucosamina uma unidade do polissacarideo quitina.
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Fonte: HUANG, 2012.

As reacdes envolvendo O-acetilacdo em bactérias gram-positivas estdo associadas a
resisténcia contra lisozima e autolisinas enddgenas. A resisténcia a hidrolise da parede celular
de algumas cepas mutantes ocorre pela inibicdo da N-acetilglicosaminidase (BERNARD et
al., 2011). Além disso, as estruturas apresentam maior hidrofobicidade e tem grande potencial
para uso no desenvolvimento de nova terapéutica para a osteoporose pds-menopausa (WANG
et al., 2020).

Outros derivados de estruturas de uma unidade da quitina acetilada, tais como 2-
(acetilamino)-2-deoxi-,1,3,4,6-tetraacetato e 4-azido-4-deoxi-,1,2,3,6-tetraacetato (Figura 15
A e B, respectivamente), possuem fragmentos de novos analogos do modelo bipartido do
grupo das benzoilfenilureias (Reguladores de crescimento utilizados contra larvas de Ae.
aegypti). Essa propriedade pode ser explorada no desenvolvimento de novos protétipos
larvicidas para Ae. aegypti e pode também beneficiar a geracdo de diferentes alvos bioldgicos
por meio da diversificacdo de seus grupos funcionais (J. PAGLIERO et al., 2011; PAGLIERO
etal., 2017a; SUN et al., 2015; WANG et al., 2020).
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Figura 15. Estruturas do 2-(acetilamino)-2-deoxi-,1,3,4,6-tetraacetato (A) e 4-azido-4-deoxi-,1,2,3,6-tetraacetato (B)

2.8 Quimica do indol, isatina, quitina e seus derivados sulfonilados e acetilados

O indol é uma estrutura heterociclica rica em elétrons devido a sua reatividade como
um nucleofilo (na posigdo C-3) em grande parte das reacfes. Essa nucleofilicidade intrinseca
pode ser revertida pela instalacdo de grupos retiradores de elétrons em C-3, N-1 ou C-2.
Nestas duas ultimas, no entanto, em grau inferior a posicdo C-3 (SANTHINI, 2017
OKAUCHI et al., 2000; OTTONI et al., 2001; SUNDBERG, 1970). Ha possibilidade também
da reducéo do anel de cinco membros obtida a partir do indol como alvo de grupos de saida
em reacOes de protecdo do nitrogénio inddlico (BACHMANN, 2018).

A isatina, 1H-indol-2,3-diona, é um composto heterociclico de significativa
importancia na quimica medicinal. Apresenta variados centros de reacao e é apta a participar
de diversos tipos de reacbes (PARKRAVAN, 2013). A poténcia dos derivados de isatina
depende de suas reacdes especialmente em trés posi¢bes (N-1, C-2 e C-3) (RAJARSHI
NATH). A redugdo de isatinas N-substituidas com grupos retiradores de elétrons no
nitrogénio também pode fornecer novos alvos promissores para estudos de relagdo estrutura
atividade (CHUNG; KIM; KIM, 2003).

Estruturas derivadas de unidades da quitina, como a N-acetilglicosamina podem sofrer
diversas modificagdes quimicas devido a peculiaridade da sua estrutura molecular. Logo, a
molécula é bastante reativa, com reacfes que ocorrem em condi¢fes suaves como
desacetilacdo, acilacdo, O-acetilagdo, O- e N-ftalagdo, O-carboximetilacdo, oxidagéo
(CAMARGO; CAMARGO, 2019; GARCIA et al., 2008; SHARP, 2013).
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2.8.1 Indol

O indol ou benzo [b] pirrol € um composto organico heteroaromético planar com
formula CgH,N e estrutura biciclica resultante da fusdo do anel benzeno ao anel de cinco
membros do pirrol contendo nitrogénio (FERNANDES, 2017; KUMARI; SINGH, 2019).
Quimicamente, o indol é uma base muito fraca. Isto ocorre devido a deslocalizagdo do par de
elétrons no nitrogénio para o sistema eletrénico © que contribui para a ressonancia interna do
anel indolico. Assim, o par de elétrons livres ndo esta disponivel para protonagdo como ocorre
normalmente com aminas. No entanto, é observada alta densidade eletronica em C-3, em
detrimento aos elétrons 7 localizados entre C-3 e C-2 e a retencdo de aromaticidade, sendo
termodinamicamente mais estavel (SUNDBERG, 1970; RAMESCH D. et al., 2011).

Logo, as reacBes envolvendo o indol sdo preferencialmente facilitadas na posi¢ao f
(carbono 3) gracas a estabilidade extra do cation gerado no intermediario (Esquema 1), visto
que na posicdo [ a aromaticidade ¢ melhor distribuida no anel de benzeno estabilizando
melhor o cétion. Todavia, considerando a facil obtencdo dos 3-nitroinddis, por exemplo,
através de nitracdo eletrofilica de indois a sintese de 2-nitroinddis € menos direta, pois
contribui menos para estruturas de ressonancia, porém sendo uma reacao consideravelmente

mais complexa quando comparada a de C-3, ainda ocorre (ROY, 2005).

Esquema 1: Descricdo simples das estruturas de ressonancia mais prevalentes no anel do indol quando
substituido em C-3 (laranja) e C-2 (azul). O principal contribuidor da ressondncia é aquele em que a carga
positiva é carregada pelo nitrogénio. Substituido em C-3 (laranja): é o mais estavel termodinamicamente, retendo
a aromaticidade total do benzeno. Substituido em C-2 (azul): possui deslocalizacdo da carga sobre o nitrogénio e

0 carbono-a perturbando a aromaticidade
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Tendo como base a primeira etapa de uma reacdo de substituicdo eletrofilica em C-2
para o indol desprotegido em N (Esquema 2), tem-se na primeira etapa da reacéo, a producéo
de uma mistura reacional de &cido nitrico — HNO3 e anidrido acético - (CHsCO).O a uma
temperatura de -10°C pela qual inicialmente ocorre um ataque da hidroxila do acido nitrico ao
carbono polarizado do anidrido acético, consequente ataque ao préton fornecido pelo acido
formado no meio reacional com producdo de HNO3 acetilado e posterior dissociagdo do
mesmo formando o ion nitrénio e duas moléculas de acido acético. Na segunda etapa, 0 ion
nitronio (eletrofilo na nitragdo) reage com indol (ataque da nuvem = ao eletréfilo) para formar
0 ion do mesmo que € estabilizado por ressonancia seguido da perda do préton no indol e
restauracdo da eletrofilicidade da estrutura tendo por fim a formacdo do 2-nitroindol
(KNEETEMAN et al., 2015).

Esquema 2: Mecanismo da reagdo de substitui¢do eletrofilica do indol na posi¢do C-2. Etapa 1: Formagdo do ion nitronio.
Etapa 2: Ataque eletrofilico sofrido pelo indol com posterior formagéo dos intermedidrios 2 e 2-nitroindol.
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Intermediério 2

A posicdo N-1 do indol também é passivel de ataque eletrofilico, porém, ainda em
grau inferior & posicdo C-3. Nessas reacdes, o indol tende a comportar-se como nucleéfilo

fraco, passivel, portanto, de sofrer ataque eletrofilico na presenca de eletrélitos fortes
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(OKAUCHI et al., 2000; OTTONI et al., 2001; SUNDBERG, 1970). Logo, conhecendo a
atividade larvicida em Ae. aegypti do N-tosil indol anteriormente sintetizado no Laboratério
de Quimica Farmacéutica — LQF da Universidade Federal de Sergipe que demonstrou

aumento da atividade quando comparado a indol ndo substituido (MACEDO, 2015).

A introducdo do grupamento nitro em C-2 pode alterar a atividade desempenhada pelo
N-tosil indol visto modificages importantes no carater eletronico da estrutura. E importante
salientar que alguns estudos cristalograficos de comparacéo entre 2-nitro e 3-nitro indois N-
sulfonilados demonstram que o grupo nitro em C-2 ndo é coplanar com o anel inddlico e o
angulo entre os planos do anel do indol e o anel sulfonil é equivalente a 68,6°. Em
comparacdo, esse angulo no 3-nitro-1-(fenil-sulfonil)-1H-indol é 83,9° e 91,72° em 1-
(fenilsulfonil)-indol. O grupo sulfonil é torcido para longe do nitrogrupo, indicando repulséo
entre os dois (ROY; GRIBBLE; JASINSKI, 2007). Contudo, Pagliero e colaboradores
encontraram evidéncias para uma série de derivados sulfonilados do indol contra L. donovani
que grupos retiradores de elétrons (NO,) na posicdo orto demonstraram quase a mesma
atividade inibitéria dos anéalogos para e meta. Este comportamento incomum pode ser
motivado devido as propriedades lipofilicas desses substituintes, sugerindo que a poténcia
contra L. donovani depende de uma combinacdo de efeitos eletrdnicos e lipofilicos
(PAGLIERO et al., 2017a).

Essa ultima propriedade também é explorada no desenvolvimento de novos prototipos
larvicidas para Ae. aegypti de diferentes classes, que quando modificados pela introducéo de
grupos lipofilicos, apresentam um aumento da atividade larvicida (GANGE, 1995; LUCIA,;
ZERBA; MASUH, 2013; NUNES et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2014; SANTOS et al.,
2011). Logo, a reacdo de 2-nitroindol com cloreto de tosila (Cloreto de 4-toluenossulfonila)
em condic¢des adequadas fornece 2-nitroindol tosilado, também denominado 2-nitro-1-(fenil-
sulfonil)-1H-indol. A obtencdo desse é possivel através do tratamento de indol com NaOH e
cloreto de benziltrietilaménio (TEBA) (CHE et al., 2013; XU; WANG, 2010b).

No Esquema 3 € ilustrado o mecanismo de sintese de 2-nitro-1-(fenil-sulfonil)-1H-
indol através da utilizacio de NaOH. E proposto que inicialmente ocorre um ataque da base
de Lewis NaOH ao 2-nitroindol em N-1. Desse modo, o oxigénio da base doa um par de
elétrons para o hidrogénio do nitroindol em N-1 (acido de Lewis). Logo, ¢ formado um
complexo idnico entre Na* e indol ionizado com carga negativa localizada na posi¢io N-1,
que favorece ao aumento da nucleofilicidade dessa regido no anel ind6lico. Como
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consequéncia, é possivel o ataque nucleofilico do indol ao grupo tosila do cloreto de tosila
levando a formagdo de um complexo intermediario que é estabilizado por ressonancia. A
estabilizacdo da estrutura é possivelmente garantida pela saida do cloreto (CI") e formacéo de
2-nitro-1-(fenil-sulfonil)-1H-indol e cloreto de sodio (ROY; GRIBBLE; JASINSKI, 2007).

Esquema 3: Mecanismo de tosilagdo do 2-nitro indol. O NaOH participa como base de Lewis, enquanto o indol comporta-se
como &cido de Lewis. Como resultado da primeira reagdo &cido-base, ha formagéo de agua por meio de ligagdo covalente
coordenada entre a base e o préton. Além disso, é formado 2-nitro indol com maior potencial nucleofilico, possibilitando que

0 mesmo realize ataque nucleofilico ao cloreto de tosila e forme 2-nitro-1-(fenil-sulfonil)-1H-indol.
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2-nitro-1-(fenil-sulfonil)-1H-indol

Hé& ainda, a possibilidade de reducdo do indol nos carbonos 2 e 3 com sintese de 2,3
dihidro-1H-indol ou indolina (Esquema 4), assim, a ligagdo n ¢ quebrada e duas novas
ligacdes o sdo formadas. Ao contrario do indol, a indolina ndo ¢ uma amina aromatica
(ROBERT D. BEREMAN,* DONALD HF. BAIRD, 1983)(ROBERT D. BEREMAN,*
DONALD HF. BAIRD, 1983). A reducéo da ligacdo dupla do indol com borohidreto de sodio
(NaBH,) e cloreto de aluminio (AICI3) utilizando piridina como solvente foi estudada por
Yosuo Kikugawa, 1977. A utilizacao desses trés reagentes demonstra alta capacidade redutora
especifica para a ligacdo dupla 2-3 do anel inddlico (KIKUGAWA, 1978). De forma geral, a
sintese ocorre através da polarizagdo do indol com o tricloreto de aluminio (AICls)
(catalizador — &cido de Lewis) onde ha presenca de algumas estruturas de ressonancia nas
quais a carga negativa vai para o carbono 3 e a positiva para o carbono 2, seguido do maior
contribuidor de ressonancia no qual a carga positiva é carreadada pelo nitrogénio (carregado
positivamente tem quatro ligagGes, sendo um octeto completo). Logo, com a formagéo do
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complexo entre o indol e o AICI3 hd um ataque nucleofilico pelo agente de transferéncia de
hidreto (NaBH,) ao C-2. A formacdo primaria do complexo seguido do ataque nucleofilico
impede reacdes de autopolimerizacdo do indol no C-3 e aumenta seletividade para formacéo
da indolina. Por fim, ha adicdo de &gua, quebra do complexo com o AICI; e sintese de
indolina.

Esquema 4: Mecanismo de redugdo do indol estudado por Kikagawa et al. Primeiro ocorre a polimeriza¢do do indol com o

tricloreto de aluminio (AICI3), seguida da reducéo seletiva com o agente redutor (NaBH,) para a ligagdo dupla C-2-C-3 e
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Diante disso, considerando o N-tosil indol como uma estrutura potente e a indolina
com potencial de também ter atividade bioldgica, houve a intencdo da introducdo do grupo
tosila no N da indolina (Esquema 5) sendo o mecanismo reacional similar ao citado no
Esquema 3 produzindo o 2,3-dihidro-1-[(4-metilfenil)sulfonil].

Esquema 5: Esquema de tosilacdo da indolina. Foi utilizado o mesmo sistema para tosilagdo do 2-nitro indol. O NaOH

participaria como base de Lewis. HaA um ataque nucleofilico da indolina ao cloreto de tosila. Como resultado da reacdo é
formado 2,3-dihidro-1-[(4-metilfenil)sulfonil].

Cl
| NaOH H,0
+ O0=—=S=—=0 _— + NaCl
N: N

2,3-dihidro-1-[(4-
metilfenil)sulfonil]
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2.8.2 Isatina

A isatina (1-H-indol-2,3-diona) é uma estrutura heterociclica provinda do nucleo
ind6lico (FERNANDES, 2017). Consiste em um anel aromatico de seis carbonos fundido a
um anel pentagonal contendo nitrogénio como heteroatomo, com duas carbonilas, uma
cetbnica e uma amidica. O nitrogénio amidico passivel de reacdes de N-alquilagdo e N-
acilacdo, adicdo nucleofilica em C-3, oxidacGes e reducdes quimiosseletivas e um anel
aromatico que pode passar por reagdes de substituicdo eletrofilica aromatica (BACHMANN
etal., 2018; SILVA, 2018).

Através da anélise dos comprimentos e angulos de ligacdo pode-se observar que sua
estrutura como um todo € planar, logo, os &tomos de carbono, seus substituintes e o0 oxigénio
sdo coplanares. O anel benzénico é levemente distorcido com distancias de ligacdo C — C
entre 1,39 A e 1,41 A e os angulos de ligagdo entre 117,6° e 122,0° (MATOS et al., 2003). O
carbono 2 ou a, devido ao nitrogénio da amida aumenta a densidade de elétrons do anel
aromatico, fazendo com que este fique ativo para substituicdo eletrofilica nos pontos 5 e 7.
Né&o obstante, o carater basico e polar Ihe confere a realizacdo de ligacdes hidrogénio (SILVA
et al., 2008).

Ja o carbono 3, ou direcionamento 3, posi¢do ao qual esta a carbonila cetonica da
isatina indica o ponto eletrofilico com maior reatividade da molécula, pois a ligacdo é
polarizada e deixa o C-3 com carga parcial positiva. Além disso, os pares de elétrons ndo
compartilhados do oxigénio podem ser protonados ou atacar um &cido de Lewis. A
protonacdo aumenta a eletrofilicidade, pois aumenta a deficiéncia eletrénica. O LUMO da
carbonila é o orbital m antiligante, maior no carbono, explicando assim a eletrofilicidade.
Logo, sob condi¢es pontuais podem ser ocasionadas reacdes de adicdo e de combinagédo
consecutivamente na existéncia de grupamentos nucleofilicos. Quando esses receptores de
elétrons sdo estruturas do tipo semicarbazidas, tiossemicarbazidas, hidrazidas, seus derivados
possuem alta similaridade estrutural com moléculas biologicas naturais, tornando-os
compostos interessantes para sintese e busca por atividades ndo identificadas previamente
(BACHMANN et al., 2018; SILVA, 2018).

O tratamento da isatina com cloreto de tosila em condic¢des adequadas fornece N-tosil
isatina, também denominado isatina tosilada ou 1-tosil-1H-indol-2,3-diona. A obtencdo desse

é possivel atraves do tratamento da isatina com NaH e cloreto de tosila (TsCl) (CHE et al.,
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2013; XU; WANG, 2010b). No esquema 6 ¢ ilustrado o mecanismo de sintese da isatina
tosilada através do tratamento com hidreto de sodio - NaH (base forte). E importante ressaltar
gue compostos inorganicos binarios como o NaH apresentam o hidrogénio como o elemento
quimico mais eletronegativo, sempre apresentando a carga -1 (WU et al., 2018). Assim, €
proposto que inicialmente ocorre um ataque do NaH a isatina em N-1. Desse modo, ha a
formacdo de hidrogénio gasoso e de um complexo iénico entre Na* e o N- da isatina ionizada
com carga negativa localizada na posicdo N-1, que favorece o aumento da nucleofilicidade
dessa regido. Como consequéncia, é possivel o ataque nucleofilico da isatina ao grupo tosil do
cloreto de tosila levando a formacdo de um complexo intermediario que € estabilizado por
ressonancia. A estabilizacdo da estrutura é supostamente garantida pela saida do cloreto (CI")
e formacéo da N-tosilisatina e cloreto de sodio (ZHANG et al., 2017).

Esquema 6: Mecanismo de tosilagdo da isatina. A base forte (NaH) ataca N-1 da isatina, assim, ha formag&o de hidrogénio
gasoso por meio da ligagdo coordenada entre a base e o proton da isatina. Além disso, é formada isatina com maior potencial
nucleofilico possibilitando que 0 mesmo realize ataque ao cloreto de tosila, produzindo N-tosil isatina.
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Isatina Hidreto de sodio

N-tosil isatina

Outras reacGes em N-1 também sdo bem aceitas pela estrutura da isatina, tal como N-
acetilacdo, proporcionando a molécula um aumento do caréater lipofilico (Esquema 7). A
reacdo descrita por Boraei e colaboradores ocorre apenas entre a isatina (Base de Lewis) e
anidrido acético (Acido de Lewis) sob refluxo. Inicialmente, ocorre um ataque nucleofilico do
nitrogénio amidico da isatina sobre o carbono carbonilico do anidrido acético formando um
complexo intermediério com saida do ion acetato seguido da desprotonacdo do N-1, produgéo
de &cido acético e formacao da amida denominada N-acetil isatina (AHMED T. A. BORAEI*
EL SAYED H. EL TAMANY, IBRAHIM A. I. ALI, 2017).
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Esquema 7: Mecanismo de N-acetilagdo da isatina. Inicialmente, ocorre um ataque nucleofilico do nitrogénio amidico da
isatina sobre o carbono carbonilico do anidrido acético formando um complexo intermediario com saida do fon acetato

seguido da desprotonacdo do N-1, producéo de acido acético e formacéo da amida.
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Embora o ciclopentano da isatina possa desempenhar um papel importante no
processo de metabolismo da isatina e seus derivados em plantas, animais e insetos, ainda néo
se deu atencdo suficiente ao estudo de modificacbes diretas na sua estrutura e suas
propriedades (TISOVSKY et al., 2017). Portanto, a reducdo de isatinas N-substituidas
(Esquema 8) utilizando &lcool como solvente e excesso de NaBH, s&o reacfes de interesse
e podem ser facilmente concluidas(CHUNG; KIM; KIM, 2003). Porém, efeitos eletrénicos
podem direcionar a reatividade, visto que amidas que participam de anéis possuem maior
reatividade quando comparadas a amidas aciclicas (DE CARVALHO ALCANTARA;
BARROSO; PILO-VELOSO, 2002).

Através do estudo das reacdes envolvendo nucledfilos como aminas ou alcoois entre
isatinas N-substituidas na presenca de excesso de borohidreto de sodio (NaBH,), pode-se
conseguir ésteres ou amidas mandélicas, como compostos essenciais a temperatura ambiente.
Como reagdo continua, hd possibilidade da reducdo de isatinas N-substituidas com grupos
retiradores de hidrogénio com solventes alcoolicos e excesso do agente de transferéncia,
obtendo assim, didlcoois e abertura do anel pentagonal da isatina (CHUNG; KIM; KIM,
2003).
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Esquema 8: Mecanismo da redugdo da isatina N-substituida e abertura do ciclo pentano. Etapa 1: ataque nucleofilico ao C-3

(cetbnico) pelo agente de transferéncia (NaBH,) seguida do recebimento de um préton do etanol ao ién alcooxido formado.

Etapa 2: reducdo da carbonila C-2 e formacdo do intermediario diol ciclico. Etapa 3: ataque do nucleéfilo (-OCH2CH3) a

hidroxila do C-2, posterior abertura do anel heterociclico com formagéo de éster no C-2. Etapa 4: novo ataque nucleofilico

ao C-2 (cetbnico) pelo agente de transferéncia (NaBH,) seguido do recebimento de um proéton do etanol ao segundo i6n
alcooxido e formagdo de N-[2-(1,2-dihidroxi-etil)-fenil]-4-metil-acetamida e N-[2-(1,2-dihidroxi-etil)-fenil]-4-metil-

benzenossulfanamida.
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Nessa reacdo, inicialmente hd um ataque nucleofilico através da interacdo entre o
carbono P da isatina N-substituida com o agente redutor (NaBH,) e posterior retirada de um
préton do etanol pelo O com trés pares de elétrons livres. E importante salientar que reacdes
envolvendo o borohidreto de sédio possuem diferencas quando relacionadas a outros
reagentes doadores de hidreto dada a menor eletronegatividade (Ax) da ligagdo B-H (Ax =
0,1), sendo assim, um agente redutor mais seletivo (ALVES; VICTOR, 2010; DE
CARVALHO ALCANTARA; BARROSO; PILO-VELOSO, 2002). Logo, seu mecanismo é
controverso. Diversos autores apresentam estados de transicdo indicando apenas o anion
borohidreto — BH,4 desprezando o cétion sédio - Na™. Porém, alguns estudos demonstram a
importancia do cétion que quando complexado ao oxigénio carbonilico torna este carbono
mais deficiente de elétrons, favorecendo a transferéncia do hidreto. Seguindo da formacéo de
um alcooxido transformando-se em mono-alcoxiboroidreto, que ainda é redutor podendo
reduzir outras moléculas de carbonilado. Portanto, o mecanismo utilizado acima foi baseado
nos livros de Quimica Organica mais empregados que sdo fundamentados no mecanismo
proposto por Wigfield em que apenas o anion borohidreto participa da etapa de reducéo, visto
gue ndo ha consenso entre autores quanto ao poder da presenca do cation (ALVES; VICTOR,
2010).

A proximidade do nucleofilo (NaBH,4) ao carbono eletrofilico (C-3 — carbono ) da
carbonila é mediado por interacdes dos orbitais dos reagentes envolvidos. Assim, os elétrons
do nucledfilo que estdo ocupados posicionados no orbital preenchido de mais alta energia
(HOMO) e a relagdo entre o par de elétrons se da com o orbital ndo ocupado de menor energia
(LUMO) que esta na estrutura carbonilada. Esta Gltima € dita como um orbital antiligante 7, o
coeficiente desse orbital € maior no atomo de carbono, que indica o sitio eletrofilico. Dessa
forma, o nucleofilo ird em direcdo ao 4&tomo de carbono evitando a repulsdo eletrénica com a
regido rica em elétrons, determinada pelo orbital 7 ao redor do atomo de oxigénio (ALVES;
VICTOR, 2010).

Vale ressaltar ainda, que reagBes com a isatina N-substituida envolvendo diferentes
solventes como tetraidrofurano (THF), podem orientar a formacdo de outros produtos
(Esquema 9). Para a sintese de N-tosil-2,3-dihidro-1H-2,3-diol, é necessario a utilizagéo de
THF (éter ciclico) como solvente, visto que o etanol pode originar misturas de produtos
(CHUNG; KIM; KIM, 2003). Apos ataque a C-3 pode ser observado uma estabilizagdo do
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borano via pré-coordenagdo ao THF, favorecendo a producgdo seletiva do diol ciclico sem
abertura do anel pentagonal (CHUNG, 2003).

Esquema 9: Mecanismo da reducéo da isatina N-substituida. Primeiro ocorre o ataque nucleofilico ao C-3 (cetdnico) pelo
agente de transferéncia (NaBH,) seguida da estabilizacdo do borano via pré-coordenagdo ao THF, favorecendo a produgao

seletiva do diol ciclico sem abertura do anel pentagonal, com recebimento de um préton do complexo. E posterior redugao

da carbonila C-2 com formagdo do intermedidrio diol ciclico.
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2.8.3 Derivados da quitina

A quitina ¢ um polimero formado por unidades de 2-acetilamino-2-desoxi-D-
glicopiranose, o segundo polissacarideo mais abundante do mundo (SHARP, 2013). Esse
polimero possui excelente biocompatibilidade e biodegrabilidade completa, além de baixa
toxicidade para organismos ndo alvo (JAYAKUMAR et al., 2010). Quando completamente
despolimerizado em unidades de N-acetilglicosamina pode sofrer diversas modificacdes
quimicas devido a peculiaridade da sua estrutura molecular que contém uma acetamida no
carbono 2, quatro hidroxilas e um heteroatomo de oxigénio. Logo, a molécula é bastante
reativa, com reacGes que ocorrem em condi¢Oes suaves como desacetilacdo, acilagdo, O-
acetilacdo, O- e N-ftalacdo, O-carboximetilacdo, oxidacdo (CAMARGO; CAMARGO, 2019;
GARCIA et al., 2008; SHARP, 2013).

As reacOes envolvendo O-acetilacdo em bactérias gram-positivas estdo associadas a

resisténcia contra lisozima e autolisinas enddgenas. A resisténcia a hidrélise da parede celular
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de algumas cepas mutantes ocorre pela inibicdo da N-acetilglicosaminidase (BERNARD et
al., 2011). Assim, uma vez que o metabolismo da quitina é crucial no desenvolvimento de
insetos, a rigida regulacdo da degradacdo e sintese sdo objetivos importantes para o
desenvolvimento de larvicidas (MERZENDORFER, 2013; MERZENDORFER; ZIMOCH,
2003).

As O-acetilagdes (Esquema 10) de N-acetilglicosaminas proporcionam a molécula um
aumento do caréter lipofilico. A reacdo descrita por Dang e colaboradores ocorre apenas entre
a N-acetilglicosamina (Base de Lewis), anidrido acético (Acido de Lewis) e piridina (aceptor
de préton). Inicialmente, ocorre um ataque nucleofilico das hidroxilas da N-acetilglicosamina
sobre o carbono carbonilico do anidrido acético formando um complexo intermediario com
saida do fon acetato seguido de desprotonacdo (-'OH) pela piridina, sintese de D-
glicopiranose, 2-(acetilamino)-2-deoxi-, 1,3,4,6-tetraacetato e acido acético. Este ultimo, sofre
uma reacdo acido-base com a piridina que possui fraca basicidade, e é usada na reacdo devido

ao proton gerado eliminando o acido no decorrer do processo (DANG et al., 2014).

Esquema 10: Mecanismo da tetra-acetilagdo da N-acetilglicosamina. Inicialmente ocorre um ataque nucleofilico das
hidroxilas da N-acetilglicosamina sobre o carbono carbonilico do anidrido acético formando um complexo intermediario com
saida do fon acetato seguido de desprotonacéo (-+OH) pela piridina, sintese de D-glicopiranose, 2-(acetilamino)-2-deoxi-,
1,3,4,6-tetraacetato, ion acetato e sal de piridina.
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Ha ainda, a tetra-acetilagdo do o-D-Manopiranose, 4-azido-4-deoxi que ocorre da
mesma forma que a reagdo da N-acetilglicosamina, no entanto, o aspecto quimico do anion

azida (N3 — anion poliatdmico) confere a estrutura maior reatividade.
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Esquema 11: Mecanismo da tetra-acetilacdo da a-D-Manopiranose, 4-azido-4deoxi. Inicialmente ocorre um ataque
nucleofilico das hidroxilas da a-D-Manopiranose, 4-azido-4deoxi sobre o carbono carbonilico do anidrido acético formando
um complexo intermediario com saida do ion acetato seguido de desprotonacéo (-+OH) pelo ion acetato, sintese de a-D-
Manopiranose, 4-azido-4-deoxi-, 1,2,3,6-tetraacetato e acido acético.
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2.9 Toxicidade aguda em organismos nao-alvo

Ensaios de toxicidade sdo necessarios para estimar ou anteceder efeitos toxicos sobre
ecossistemas e a relativa toxicidade dos produtos para sistemas bioldgicos. Diversas espécies
podem ser uteis como organismos testes, a exemplo de plantas, microcrustaceos Artemia sp. e
peixes. As artemias sdo organismos muito utilizados em experimentos com ecologia,
toxicologia, fisiologia, biologia molecular e genética por serem de facil manipulacdo e
distribuicdo abundante, permitem poucos gastos, alta reprodutibilidade ao bioensaio e
apresentam boa sensibilidade a testes (CORREA, J. M; PENAFORT, 2011; LOBATO DA
SILVA et al., 2016; NUNES et al., 2006).

Pertencem ao filo Arthropoda, familia Artemiidae (CORREA, J. M; PENAFORT,

2011) sdo microcrustaceos de agua salgada, base de cadeia alimentar de organismos
marinhos. Seu amadurecimento ocorre entre uma e trés semanas (LIMA et al., 2009) e divide-
se em: cistos, larvas e adultos. Os cistos possuem trés estruturas: o cérion, que € basicamente
a protecdo contra chogues mecanicos, a membrana cuticular externa, que desempenha papel
singular na permeabilidade e a membrana cuticular embrionaria que durante a incubacéo dos
cistos € modificada para membrana de eclosdo. A fase larval é subdividida em quinze
estadios, o primeiro em que os nauplios ndo se alimentam, pois ainda ndo possuem trato
digestivo funcional, o segundo pelo qual se alimentam de pequenas particulas e o décimo pelo
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qual j& ha diferenciacdo sexual. Os adultos possuem comprimento de + 1 cm, corpo alongado,
segmentado e dividido em cabeca, torax e abdome (CORREA, J. M; PENAFORT, 2011).

Os cistos, que sdo ovos secos, podem permanecer em estado de diapausa, ou Seja,
metabolicamente inativos e durante esse tempo ndo se desenvolvem, podendo permanecer
desta forma por cinco ou mais anos. Apds serem imersos em &gua salgada, os cistos
biconcavos hidratam, tornando-se esféricos e retomando seu metabolismo normal (CORREA,
J. M; PENAFORT, 2011; FUJIWARA et al., 2017).

Em estudos preliminares, o composto metil cinamato expressou toxicidade similar a
nauplios de Artemia sp. e larvas de Ae. aegypti (35,5 e 35,4 ppm, respectivamente) um fator
que indica alta toxicidade ambiental (FUJIWARA et al., 2017). Ja o piriproxifeno larvicida
ainda utilizado no controle do Ae. aegypti em concentragdes de 0,01 a 0,05 ppm, demonstrou
alta toxicidade para o microcrsutaceo em concentracdes acima de 0,001 ppm. Enquanto o
diflubenzuron causa alteracbes nos perfis de reprodutibilidade do microcrustaceo em
concentracdes entre 0,001 e 0,01 ppm e mortalidade acima de 0,01 ppm. Com concentracédo
ativa contra larvas de Ae. aegytpi variando entre 0,02 e 0,25 ppm (VIEIRA SANTOS et al.,
2017). No entanto, o N-tosil indol molécula derivada do indol anteriormente produzida no
Laboratorio de Quimica Farmacéutica da Universidade Federal de Sergipe apresentou-se nao
toxico frente a nauplios de Artemia sp. e em Danio rerio em concentrac@es de até 1500 ppm e
60 ppm, respectivamente, e alta poténcia larvicida (0,24 ppm) um indicativo de baixa
ecotoxicidade (MACEDO, 2018).

Dessa forma, derivados desse composto, e protdtipos de novos agentes larvicidas que
ja apresentem atividades bioldgicas comprovadas, constituem uma rica fonte de compostos de
interesse, pois podem ser potencialmente adequados para utilizagdo em programas de manejo
integrado apresentando alta toxicidade frente ao Ae. aegypti, e baixa toxicidade para

organismos nao alvo.
2.10 Calculo de concentracéo letal média (CLsp)

Em estudos de toxicidade sdo utilizados medidas para quantificar efeitos de
substancias quimicas. A concentracdo letal média (CLsp) refere-se a concentragdo de um
produto quimico que leva a morte de 50% dos individuos em um tempo pré-estabelecido
(MINHO; GASPAR; DOMINGUES, 2016). Essa medida é expressa, usualmente, em
miligrama por litro (mg/L) ou partes por milh&o (ppm).

56



Em si, o bioensaio € trabalhado com grupos de organismos sob diferentes
concentragfes (replicatas) de um composto e apds intervalo de tempo é calculada a
mortalidade desses individuos. Depois disso, os resultados sao plotados em softwares e a CLsg
é descrita em graficos (FARIAS et al., 2012). A interpretacdo pode ser feita pelo método
Probit (FINNET, 1971), em que os dados coletados sdo convertidos em um grafico de funcédo

linear da concentragéo.

Assim, a concentracdo (x) pode ser calculada pelo logaritmo da quantidade de larvas
mortas (y) que medeia a ocorréncia ou ndo de uma resposta interpretada no gréfico (Equacéo
1):

x =logy
2.11 Relagéo Estrutura-Atividade (REA)

As interacOes de substancias com sistemas biologicos sdo resultantes de uma série de
fatores intimamente relacionados com a estrutura quimica, e como consequéncia das
propriedades fisico-quimicas das moléculas que as compde. A estrutura quimica como fator
primordial € influenciada pelos seus grupos funcionais constituintes, visto que, condi¢cfes
como caréater eletrénico, estérico, ou hidrofébico condicionam a interacdo do farmaco e a
disposicédo através do possivel efeito bioldgico. Dessa maneira, a associacdo de fragmentos
de estruturas com atividades biol6gicas comprovadas e de presenga constante em moléculas
bioativas, também ditas “privilegiadas”, pode beneficiar a geracdo de diferentes alvos
biolégicos por meio da diversificacdo de seus grupos funcionais modulando assim, o efeito
bioldgico tanto quantitativamente quanto qualitativamente (ARETZ et al., 2019;
KOROCOLVAS ANDREJUS, 1974; PAGLIERO et al., 2017b; TAVARES, 2004;
THOMAS, 2003).

O estudo de diferencas estruturalmente relacionadas é conhecido como Relagdo
Estrutura-Atividade (REA). O estudo de REA de um composto prototipo e de seus andlogos
pode determinar partes da estrutura do protétipo responsaveis por sua atividade bioldgica
(farmaco6foro) (KOROKOLVAS; BURCKHALTER, 1982). Uma melhora que pode ser
gerada apartir de uma estrutura com atividades bioldgicas conhecidas (prototipo) atraves do
reconhecimento do tipo de grau de colaboracdo farmacoforica, qual o tipo de conformacéo
que possui atividade e a antecipacdo do nivel de identificagdo molecular pelo alvo de

interesse, tendo como objetivo a ampliacdo da seletividade, potencia, e redugédo da toxicidade

57



(LIMA, 2007). Assim, estabelecendo um parametro de similaridade entre o protétipo e seus
derivados é possivel modular e prever o efeito bioldgico causado, podendo reduzir fatores
negativos e adicionar fatores que condicionem uma melhora na atividade do andlogo em
questdo (TAVARES, 2004).

Em 1964, com a aceitacdo da Equacdo de Hansch houve a insercdo da ideia de que
grupos substituintes atraves dos efeitos eletrénicos transmitidos a uma molécula podem
influenciar a atividade bioldgica de um farmaco (TAVARES, 2004). Alterando fatores
quimicos e fisicos de uma molécula de partida, os grupos substituintes podem ocasionar
mudangas farmacocinéticas e farmacodindmicas nos similares estruturais por meio de
modificagdes tanto no tamanho quanto na forma e distribuicdo de elétrons (HANSCH,;
VERMA, 2009; THOMAS, 2003).

Partindo da atuacdo sobre a fase farmacocinética o grau de ioniza¢do de uma molécula
é inversamente proporcional a lipofilicidade, Logo, estruturas ndo ionizadas sdo mais
lipofilicas e transpassam com facilidade tecidos por meio de transporte passivo e moléculas
ionizadas podem solvatar e reduzir a facilidade de uma absorcdo passiva (BARREIRO;
FRAGA, 2015). Os parametros fisico-quimicos influenciam assim, na distribuicdo para
tecidos e células podendo alterar a taxa de metabolismo e excrecdo. Por outro lado, na fase
farmacodindmica, o contato entre a molécula e o sitio de acdo é dependente da atracdo ou
repulsdo de forcas intermoleculares, podendo ser interacGes eletrostaticas, hidrofébicas,
interacdes de van der Waals, interagdes entre nuvens m, ligagdes de hidrogénio, que
possibilitam a estabilizacdo da energia livre do posterior complexo farmaco-receptor.
Considerando a importancia das propriedades fisico-quimicas dos grupos funcionais para a
fase de reconhecimento molecular, a compatibilidade de uma molécula pelo seu sitio de acdo
é diretamente dependente da soma das forcas de interacdo dos grupos farmacoféricos com
locais complementares da biomacromolécula (BARREIRO; FRAGA, 2015).

As modificacbes estruturais que resultam em uma poténcia inalterada quando
comparada a atividade do prototipo, o grupamento modificado ndo € necessario para a mesma,
assim possivelmente ndo interage com o receptor. No entanto, quando hd aumento ou reducéao
da poténcia, o grupo alterado é necessario para a atividade bioldgica e interage com o receptor
(KOROCOLVAS ANDREJUS, 1974; THOMAS, 2003).

Como exemplos praticos ha pesquisas relacionadas a atividade larvicida contra Ae.
aegypti e a estrutura de compostos ativos. Relacionando compostos naturais como 0s da
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classe dos terpenos (a-pineno, B-pineno, linalol e eugenol) existem importantes caracteristicas
estruturais de importancia singular para a atividade. Como exemplo, para o [-pineno que
possui uma dupla ligacdo exocilica esta coincide com uma maior relevancia com a dupla
endociclica do a-pineno. Kim e colaboradores demonstraram o significativo destaque quanto
a lipoficilidade para maior permeabilidade nos tecidos do tegumento do mosquito do Ae.
aegypti, assim marcando a importancia para sua atividade (KIM ET AL. 2003; SIMAS ET
AL. 2004; GOMES 2016).

Em trabalhos com séries homdlogas diferenciando uma das outras apenas pelo grupo
metileno, como derivados do borneol frente ao Ae. aegypti foi identificado como ja havia sido
proposto por Hansch que o aumento da lipofilicidade € eficaz para o aumento da atividade
larvicida até um maximo, onde antes ou depois desse valor, a poténcia tende a cair
(HANSCH; VERMA, 2009; NUNES et al., 2018).

A alteracdo do parametro hidrofébico por alguns substituintes pode suceder com o
aumento da atividade regularmente com o aumento da cadeia até atingir um maximo
produzindo uma curva de resposta de formas variadas. Os membros de maior cadeia além do
6timo sdo totalmente ou quase inativos (KOROCOLVAS ANDREJUS, 1974). Isso pode ser
explicado por meio da maior predisposicdo a permeabilidade em membranas vista a

concordancia lipofilica entre essas substancia e alguns tecidos (THOMAS, 2003).

Por outro lado, os efeitos de outros grupamentos quimicos também podem influenciar
na atividade bioldgica como o grupo nitro, e seus efeitos fisico-quimicos como: aumento do
peso e volume molecular, modificacdo do pKa, aumento do momento dipolar, reducdo da
solubilidade em agua, o efeito de ressonancia produz acdo quelante por polaridade, podem
levar ao aumento ou ndo da atividade. A substituicdo de grupamentos nitro (NO;) em ndcleos

(ARETZ etal., 2019; J. PAGLIERO et al., 2011; PAGLIERO et al., 2017a).

Além disso, os efeitos estéricos, eletronicos e lipofilicos variados pelos tipos de
substituintes podem levar a mudancas na adaptacdo tridimensional da molécula ao sitio de
acao e no grau de ionizacdo e reatividade covalente do analogo, podendo também interferir no
aumento ou reducdo da atividade larvicida. Como a influéncia de grupos lipofilicos sobre a
atividade larvicida € evidenciada também por outros estudos, verifica-se da mesma forma, que
0 aumento desse carater leva a otimizagdo da relacdo estrutura atividade (LUCIA; ZERBA,
MASUH, 2013; NUNES et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2015; SANTOS et al., 2011). Logo, é
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esperado que compostos com maior carater lipofilico, possuam aumento da atividade larvicida
em Ae. aegypti em relacdo atividade da estrutura de partida até o limiar em que ndo serdo

mais ativos.

Portanto, diante das pesquisas acima mencionadas h& o interesse em sintetizar e
avaliar a atividade larvicida de derivados do indol, da isatina, e de unidades da quitina
racionalizando e aperfeicoando a busca por estruturas protdtipo com atividades bioldgicas ja
conhecidas introduzindo fragmentos de outras estruturas que influenciem a modificacdo dessa
atividade. Projetado assim, a obtencdo de onze compostos, sendo quatro derivados do indol,
cinco derivados da isatina e dois derivados de unidades da quitina obtendo uma maior
diversidade nas alteracbes desses derivados e sua influéncia sobre atividade do Ae. agypti,

sem prejuizos a um organismo nao alvo.
2.12 Caracterizacdes fisico-quimicas

Para identificagdo estrutural dos compostos sintetizados sdo necessarias analises
qualitativas que em soma permitem a elucidacdo da estrutura das moléculas sintetizadas. Para
compostos de origem organica especificamente trés técnicas sdo de importancia nesse
processo: espectrometria de massas (EM), espectroscopia na regido do infravermelho (1V) e
ressonancia magnética nuclear (RMN). Com essas técnicas, € possivel identificar a formula
molécular e a massa molecular do produto, e assim, associd-la a existéncia de grupos

funcionais estipulados e definir também o esqueleto de carbono e hidrogénio da estrutura.
2.12.1 Espectrometria de massas (EM)

A espectrometria de massas é uma técnica importante para determinacdo da formula
molecular e massa molecular de substancias. O espectrémetro de massas possui a unidade de
entrada da amostra que é direcionada até a fonte de ions, pela qual as moléculas serdo
vaporizadas. Os ions séo cations radicais que representam o ponto de partida para a analise no
espectro de massas (BRUICE, 2006; PAVIA et al., 2008)

Estes ions sdo acelerados por um campo magnético e posteriormente um analisador de
massa 0s separa baseando-se na massa/carga (m/z), por fim, sdo contados pelo detector e 0
sinal emitido € langcado em um sistema de dados que os processa e transforma em um espectro
de massa. Este espectro corresponde a um grafico da quantidade de ions detectados como

funcdo de sua razdo massa (m) sobre a carga (z) (m/z). Dependendo do método seguido para a
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ionizacdo das moléculas e também de propriedades da molécula, diversos ions podem ser
formados, sendo produtos da quebra do ion molecular (PAVIA et al., 2008).

Os ions, de forma majoritaria, apresentam carga (z) +1, logo, a razdo m/z € uma
medida eficaz de massa de cada cation. Nao obstante, um grafico (espectro de massas) é
plotado e mostra a intensidade relativa de cada cation gerado que é exibido por picos m/z
definidos. Dessa forma, o pico mais alto do espectro recebe um valor relativo de 100%, sendo,
portanto, denominado de pico base. Enquanto a altura dos demais picos € nomeada em relacéo
a este pico (KLEIN, 2015; WILSON; WALKER, 2009).

2.12.2 Espectroscopia na regido do infravermelho (1V)

A espectroscopia na regido de infravermelho permite a identificacdo de diversos
grupos funcionais na estrutura de compostos organicos (BRUICE, 2006). As ligacdes
covalentes de compostos organicos exibem caracteristicas de energia de vibracdo advinda da
interacdo entre os atomos que constituem uma ligacdo, absorvem radiacdo na regido do
infravermelho, principalmente do infravermelho médio (regido que fica abaixo do visivel)
(4000 — 400 cm™), em que as ligacBes covalentes sdo alteradas nos momentos de dipolo
qualificando as formas vibracionais (estiramentos) e deformacdes dos angulos das moléculas
que compde o composto (BARBOSA, 2007; PAVIA et al., 2008; SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2010). Logo, quando o momento dipolo elétrico é diferente de zero, é
permitido utilizar a energia vibracional para constatar grupos funcionais participantes da
molécula (PAVIA et al., 2008).

Baseando-se na relagdo direta entre as classes de ligagdes covalentes e as formas
rotacionais e vibracionais de uma molécula, diversos grupos funcionais participantes da
estrutura da mesma possuirdo deformacdes e estiramentos angulares particulares que
posteriormente originardo bandas diversas em um espectro de infravermelho (BARBOSA,
2007).

Quando as moléculas de uma amostra absorvem a radiacdo no infravermelho sdo
excitadas para alcancar um estado de maior energia, essa absor¢do € quantizada da mesma
forma que em outros processos de absorcdo. Durante a absorcéo, as frequéncias vibracionais
das moléculas covalentes de estiramento e dobramento sdo equivalentes aos modos
vibracionais originarios da molécula e a energia integrada sdo Uteis para aumentar a amplitude

da cinesia vibracional das ligacdes presentes na molécula (PAVIA et al., 2008). No entanto,
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ndo sdo todas as ligagdes em uma molécula que retém energia no infravermelho, somente
conexdes que tem momento dipolo alterado em fungdo do tempo. Com isso, a ligacdo deve
demonstrar um dipolo elétrico que seja alterado na mesma frequéncia da radiacdo a que é
imposto (BRUICE, 2006; KLEIN, 2015; PAVIA et al., 2008).

No momento que a energia é absorvida, ocorre um aumento da amplitude dos
movimentos vibracionais das ligacGes moleculares. Estes movimentos, por si, podem ocorrer
de duas formas, na forma denominada axial ou de estiramento, equivalente ao alongamento ou
encurtamento com ritmo da ligacdo interatbmica, ou na forma de dobramento ou angular,
onde as vibragcOes de deformacédo angulares sdo similares as variagfes ritmadas de um grupo
de ligacdes (PAVIA et al., 2015). As vibracbes podem ser denominadas vibracoes
fundamentais e sdo criadas a partir da excitacdo de um estado fundamental para um estado de
energia mais baixa. Comumente, o espectro pode ser complicado pela presenca de bandas
fracas, chamadas de bandas harmonicas, combinacbes e de diferenca (BRUICE, 2006;
PAVIA et al., 2015).

LigacGes de maior forca e atomos de menor peso sdo bandas de absor¢do no
infravermelho em frequéncias mais altas, ou seja, em faixa de maior nimero de onda
(BRUICE, 2006; PAVIA et al., 2008). Entretanto, a avaliacdo do espectro eletromagnético de
absorcédo na faixa de infravermelho ndo depende somente dessas duas variaveis a ressonancia
e efeitos eletrénicos indutivos podem afetar a faixa de niUmeros de onda para cada deformacéo
axial, pois transformam a maneira de distribuicdo eletrénica, e por consequéncia, a distancia
da ligacdo covalente. Além disso, o efeito da ordem de ligacdo também pode afetar a forca de
ligacdo e consequentemente a posicdo das bandas de absorcdo. Logo, as ligacdes triplas séo
mais fortes que ligacOes duplas, e as primeiras, possuem deformacdes axiais em frequéncias
mais altas (~2.100 cm™) que ligacdes duplas (~1.650 cm™) (BRUICE, 2006).

2.12.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma técnica baseada na
medida de absorcdo de nucleos atdmicos expostos a radiacdo eletromagnética de uma
frequéncia especifica, na contribuicdo de um forte campo magnético (KLEIN, 2015). Obtendo
dados sobre 0 numero de atomos magneticamente distintos do is6topo da molécula estudada.
Assim, a juncdo de informacdes obtidas apenas com espectroscopia de infravermelho e
espectroscopia de ressondncia magnética nuclear podem ser determinadoras de descri¢oes
completas da estrutura de uma molécula. Os dados da técnica sdo fornecidos através de um
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espectro em grafico de frequéncia absorvida (ppm) versus intensidade do sinal (PAVIA et al.,
2008).

Por se tratar de uma pequena revisdo sobre um longo assunto, este sera abordado
quanto aos aspectos principais e necessarios para a compreensdo do espectro de RMN
especificamente de prétons.

Os nucleos de atomos podem possuir uma caracteristica denominada spin, na qual os
ndcleos portam-se como se estivessem fazendo movimentos giratérios. No entanto, isto é
valido para &tomos que possuem um numero atdmico impar ou nimero de massa impar, tem
um momento angular de spin e um momento magnético, 0s mais comumente analisados séo
'He 3C (PAVIA et. al., 2008; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE).

Quando ocorre a absorcdo de energia na regido de radiofrequéncia é dito que os
nacleos estdo em ressonancia com a radiacdo eletromagnética (PAVIA et. al., 2008;
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2010). Por conseguinte, como ndcleos possuem
carga, a precessao gera um campo elétrico oscilatorio de frequéncia idéntica. Assim, se a
ondas de radiofrequéncia forem proporcionadas ao préton que esta precessando, pode haver

absorcéo energética, causando alteracdo de spin (PAVIA et. al., 2008).

Seguindo a linha de pensamento do Principio da Incerteza de Heisenberg, cada pulso
emitido possuira um limiar de frequéncia constituida no fundamental, assim a duracéo deve se
ater a um limiar para que o conteddo do pulso tenha precisdo suficiente para excitar todos 0s
prétons diferentes de uma molécula. Portanto, no momento em que o pulso for pausado, todos
0s nucleos que foram excitados liberam essa energia e retomam o estado originario de spin,
relaxando. Partindo do pressuposto de que uma molécula integra diversos nucleos, inumeras
frequéncias de radiacdo eletromagnética sdo expressas concomitantemente, fator chamado de
sinal de decaimento da indugdo livre (DIL) (PAVIA et. al., 2008; SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2010). Entdo, o conjunto de energia emitida pelos nucleos sera
coletado por um computador e posteriormente convertera de dados de intensidade versus
tempo para dados de intensidade versus frequéncia por meio de uma transformada de Fourier,
operacdo matematica na qual € produzido o espectro de RMN com transformada de Fourier
(BRUICE, 2006)

Para entender o RMN sdo necessarios alguns fatores como o deslocamento quimico

(6). Como o deslocamento esté ligado aos tipos de moléculas das quais o hidrogénio esta

63



associado, e também define o tipo de ligacdo quimica ocorrida tornando a técnica eficaz na
determinacdo da estrutura da molécula (DIEGUEZ et al., 2018). O espectro diferencia os tipos
de protons, porém, além disso, com a integral da area de um pico, mostra o0 quanto de cada
préton esta integrado na molécula. A area sob o0s picos € proporcional a quantidade de
hidrogénios que deram origem a esse pico. Assim, integra eletronicamente as areas dos picos
tracando sobre cada pico uma linha perpendicular que sobe proporcionalmente a area sob o
pico (BRUICE, 2006; PAVIA et. al., 2008).

Quando associada a moléculas simples sabe-se que cada tipo de proton dificilmente
gerard um unico pico de ressonancia, podendo ser descrito pela regra (n + 1). Entdo, a
multiplicidade dos picos quanto aos prétons vizinhos em relagdo a um préton ou conjunto de
prétons (que acoplam), sera descrito pela regra spin-spin (n+1). Além disso, deve-se sempre
procurar padrdes de picos podendo ser um simpleto, Unico pico, ou pode desdobrar-se em
dupleto, tripleto, quarteto, quinteto ou multipleto. A quantidade de picos desdobrados é
determinada pela equagdo, em que n corresponde a quantidade de prétons vizinhos ao que se
esta analisando (PAVIA et. al., 2008; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2010).
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Identificar novos prototipos derivados do indol, da isatina e de unidades da quitina
visando o desenvolvimento de compostos potencialmente larvicidas frente ao Ae. aegypti e

avaliar a toxicidade destes compostos frente a um organismo néao-alvo.
3.2 Especificos

e Sintetizar derivados do indol, isatina e quitina;

e Caracterizar 0s compostos sintetizados;

e Determinar a a toxicidade dos compostos sintetizados contra larvas em estadio L3 do
Ae. aegypti. e toxicidade frente a Artemia sp.;

e Realizar um estudo da relacéo estrutura atividade (REA) dos compostos sintetizados.
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4 METODOLOGIA

As etapas quimica e bioldgica deste trabalho foram desenvolvidas no Laboratorio de
Quimica Farmacéutica (LQF), da Universidade Federal de Sergipe (UFS) em parceria com o
Laboratdrio de Entomologia e Parasitologia Tropical da UFS. As caracterizagdes quimicas
estdo sendo realizadas em colaboracdo com o Laboratério de Multiusuarios Il, do
Departamento de Quimica (DQI-UFS), a Florida Agricultural and Mechanical University
(FAMU), o Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS) e o Laboratério de Espectrometria de Massas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Séo Paulo (FCFRP-USP).

4.1 Procedimento experimental

A metodologia proposta para o desenvolvimento deste trabalho foi subdividida em

rotas sintéticas diferentes, de acordo com cada estrutura de partida.

4.1.1 Sintese do 2-nitro-1H-indol: 1a

HNO,
(CH;C0),0
-10°C
T N,
(CH;C0),0
N N
H
H
1 1a

Esquema 12: Esquema para sintese do 2-nitroindol (1a). O mesmo foi sintetizado a partir do tratamento de &cido nitrico e
anidrido acético a -10°C gotejado a uma mistura de indol (1) com anidrido acético obtendo a mistura total sob agitagéo por 2

horas a temperatura ambiente.

O procedimento da sintese foi baseado na metodologia utilizada por Kneeteman et al.
2015.

Inicialmente num baldo de fundo redondo de 200 mL foi agitada uma mistura de &cido
nitrico (HNO3) (65%, 4,15 mL) e anidrido acético (CH3CO),0 (60 mL), resfriados a -10°C
com nitrogénio liquido. Outra mistura contendo indol (2,29 g - 19,59 mmol) e anidrido
acetico (60 mL) foi adicionada gota a gota por um periodo de 30 minutos a mistura resfriada.
A mistura total foi agitada por 2 horas a temperatura ambiente e em seguida vertida em gelo
triturado. A mistura aquosa foi neutralizada com bicarbonato de sédio (NaHCO3). E em
seguida, transferiu-se a mistura reacional para um funil de separacdo seguida da separacao da

fase organica, lavando a fase aguosa com trés porcGes de 10 mL de cloroférmio. A fase
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organcia foi seca com sulfato de sodio anidro (Na,SO,). Para acompanhar a reagdo e garantir
que ha apenas a presenga do produto foram realizadas placas por cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA). Em seguida, evaporou-se 0 solvente sob pressdo reduzida a
temperatura de 45°C. Logo apds, o composto foi purificado em coluna cromatogréfica de
silica gel 60 como fase estacionaria e uma mistura de solventes adequados como fase movel
(Hexano: Acetato) de modo a obter 0,35 g, 2,15 mmol, 11% de 2-nitro-1H-indol (1a); Sélido
avermelhado. IV (KBr, cm™): em andamento. ESI-EM (m/z) para CgHgN,O,: (M+H)+ [calcd:
163,04], [obtd:163,04]; (M+Na)+ [calcd: 185,03], [obtd:185,03].

4.1.2 Sintese do 2-nitro-1-(tosil)-1H-indol: 1b

NaOH
TEBA
TsCl
\ NO, ——— P \ NO,
H DCM N
\ 1b
1 =0
a 048/

Esquema 13: Esquema para sintese de 2-Nitro-1-(Tosil)-1H-indol (1b). O mesmo foi sintetizado a partir do tratamento de 2-
nitroindol (1a) com cloreto de tosila (TsCl), hidréxido de so6dio (NaOH), cloreto de benziltrietilaménio (TEBA) e

diclorometano (DCM), a temperatura ambiente, sob agitacdo por 64 horas.

O 2-nitro-1-(tosil)-1H-indol proposto foi sintetizado modificando o procedimento
descrito por Che et. al. (2013), visando aumentar o rendimento reacional e a pureza do
produto. A sintese regioseletiva partiu do 2-nitroindol (1a) com cloreto de tosila (TsCl) na
presenca de cloreto de benziltrimetilamonio (TEBA), hidroxido de sédio (NaOH) e solvente
diclorometano (DCM).

A um baldo de fundo redondo de 50 mL adicionou-se o 2-nitroindol (0,180g — 1,1102
mmol) em seguida o diclorometano (DCM) (5 mL) e os reagentes solidos nesta ordem:
benziltrimetilaménio (TEBA) (0,0253 g - 0,11102 mmol), hidroxido de sodio (NaOH)
(0,0799 g - 1,9983 mmol) e cloreto de tosila (0,3615 g - 1,3322 mmol). Agitou-se a
temperatura ambiente por 2 horas e através de placas de CCDA observou-se que a reagdo

ainda ndo tinha sido finalizada e ja ndo havia presenca do cloreto de tosila, portanto foi
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adicionado mais 0,1807 g — 0,66310 mmol deste. Assim, ao longo de 64 horas foram
adicionadas as mesmas quantidades equivalentes de cloreto de tosila e NaOH (0,0399 g —
0,9994 mmol) para basificar a reacdo. Terminada a reacdo transferiu-se a mistura reacional
para um funil de separacéo, adicionou-se dgua (10 mL) e extraiu-se a fase organica, lavando a
fase aguosa por trés vezes com por¢fes 10 mL de cloroférmio. As fases organicas foram
reunidas e secas com sulfato de sodio anidro. Em seguida, evaporou-se o solvente sob resséo
reduzida a temperatura de 45°C. Logo ap06s, o produto foi purificado por coluna
cromatografica em silica gel utilizando como eluente hexano:cloroférmio (1:1), seguido de
recristalizacdo com hexano:cloroférmio (1:1), de modo a obter 0,24 g, 0,75 mmol, 68% de 2-
nitro-1-(Tosil)-1H-indol (1b). Cristais brancos; PF: 183 — 186 °C. IV (KBr, cm™): 1373 e
1149 (O=S=0). ESI-EM (m/z) para Ci5sH12N,04S: (M+H)+ [calcd: 317,31], [obtd:317,05];
(M+K)+ [calcd: 355,40], [obtd:355,01].

4.1.3 Sintese do 2,3-dihidro-1H-indol: 1c

NaBH,
AICI
\ Na,CO;
N CsHsN N
1 1c

Esquema 14: Esquema para sintese de 2,3-dihidro-1H-indol (1c). O mesmo foi sintetizado a partir do tratamento do indol (1)
com borohidreto de sodio (NaBH,), cloreto de aluminio (AICI;), carbonato de sddio (Na,COg) e piridina (CsHsN), a
temperatura ambiente, sob agitacéo por 7 horas.

O 2,3-dihidro-1H-indol proposto foi sintetizado seguindo o procedimento descrito por
Yasuo Kikugawa (1978).

A um baldo de fundo redondo de 100 ml foram adicionados indol (1,1715 g - 10
mmol), borohidreto de sédio (NaBH,;) (1,8915 g - 50 mmol), 25 mL de piridina (15°C) e
cloreto de aluminio (AICI3) (4,002 g - 30 mmol), finamente triturado. A reacdo foi
acompanhada por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) a fim de avaliar o
consumo de material de partida e formacdo de produto. Apds 7 horas de agitacdo, o solvente
foi evaporado sob pressdo reduzida. Ao residuo foi adicionado agua (50 mL) e a solucéo
aquosa foi extraida com tolueno (0,83 g/cm®) que foi lavado com uma solugo saturada de

NaCl (cloreto de s6dio) e seca com Na,SO, (sulfato de sédio anidro).
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ApoGs a evaporacdo do tolueno adicionou-se uma solugdo 10% de &cido cloridrico
(HCI) (15 — 20 mL) ao residuo resfriado para decompor o complexo piridina-borano. Foi
adicionado carbonato de sodio (Na,CO3) em pé para tornar a solucdo alcalina. A camada
aquosa foi extraida com tolueno que foi lavado com solucdo saturada de cloreto de sédio
(NaCl) e seca com sulfato de sédio anidro (Na,SO,). Apds a evaporacao do tolueno o liquido
esverdeado foi mantido no baléo e utilizado para a proxima etapa sintética sem purificagéo.

4.1.4 Sintese de 2,3-Dihidro-1-[(4-metilfenil)sulfonil]-1H-indol: 1d

NaOH
TEBA
TsCl
N DCM N
H \ o
— 1d
1c O¢S/

Esquema 15: Esquema para sintese da N-tosilindolina (1d). O mesmo foi sintetizado a partir do tratamento da indolina (1c)
com cloreto de tosila (TsClI), hidréxido de sédio (NaOH), cloreto de benziltrietilamonio (TEBA) e diclorometano (DCM), a

temperatura ambiente, sob agitacdo por 120 horas.

A N-tosil indolina proposta foi sintetizada modificando o procedimento descrito no
item 4.1.2 por CHE et. al. 2013, visando aumentar o rendimento reacional e a pureza do
produto. Foi baseado em uma sintese regioseletiva a partir do 2,3-dihidro-1H-indol (1c) com
cloreto de tosila (TsCl), na presenca de cloreto de benzil trimetil amonio (TEBA), hidréxido
de sodio (NaOH) e solvente (DCM).

No dia anterior, foram preparados a vidraria e material necessario para a rea¢do. Em
um bal&o de fundo redondo de 50 mL foi adicionado o 2,3-dihidro-1H-indol (1c) (1,1916 g -
10 mmol) em seguida o diclorometano (DCM) - (50 mL) seguido dos reagentes sélidos nesta
ordem: benziltrimetilamonio (TEBA) (0,2277 g - 0,001 mmol), hidroxido de sodio (1,089 -
0,027 mmol) e cloreto de tosila (2,919 g - 0,015 mmol). Agitou-se a temperatura ambiente por
120 horas (5 dias). Ao longo da sintese foram realizadas CCDAs para acompanhar a reagao e
garantir que havia apenas a presenca do produto na placa. Terminada a reagéo transferiu-se a
mistura reacional para um funil de separacdo, adicionou-se agua (23 mL) e extraiu-se a fase

organica, lavando com trés porcdes de 10 mL de cloroformio a fase aquosa. As fases
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organicas foram reunidas e secas com sulfato de sodio anidro. Em seguida, evaporou-se 0
solvente sob pressao reduzida a temperatura de 45°C. Logo apds, o produto foi purificado em
coluna cromatografica de silica gel e utilizando como eluente hexano:acetato (1:1), seguido de
recristalizacdo com hexano:acetato (9:1), de modo a obter 2,6 g, 9,52 mmol, 95,3% do 2,3-
Dihidro-1-[(4-metilfenil) sulfonil]-1H-indol (1d); Cristais cor de rosa; PF: 95-99°C. IV
(KBr, cm™): 1350 e 1140 (0=S=0). ESI-EM (m/z) para CisHisNO,S: (M+H)+ [calcd:
274,33], [obtd:274,08]; (M+K)+ [calcd: 312,42], [obtd:312,04]; (M+Na)+ [calcd: 296,31],
[obtd:296,07].

4.1.5 Sintese de 1-Tosil-1H-Indol-2,3-diona: 2a

o) o)
NaH
TsCl
o > o
DMF
N N
" \
2 —=0 2a
o=

Esquema 16. Esquema para sintese de 1-Tosil-1H-Indol-2,3-diona (2a). O mesmo foi sintetizado a partir do tratamento de
isatina (2) com hidreto de sédio (NaH), cloreto de tosila (TsCl), e dimetilformalmida (DMF), com varia¢fes na temperatura,
inicialmente a 0° por uma hora, seguida da agitacdo por oito horas em temperatura ambiente finalizando com mais quatorze

horas a 70°.

A 1-tosil-1H-indol-2,3-diona foi sintetizada através do método proposto por Jiang et.
al 2013. E uma sintese regioseletiva a partir da isatina com cloreto de tosila (TsCl), na

presenca de hidreto de sddio (NaH) e solvente (DMF).

Um bal&o de fundo redondo de 50 mL foi flambado em bico de Bunsen, adicionou-se
0 agitador magnetico, em seguida foi injetado nitrogénio gasoso - N, e vedou-se o baldo com
rolha de latex conectada a uma bexiga também com N, para que a reagcdo ocorresse sem a
presenca de ar atmosférico. Apds o resfriamento do baldo a rolha de latex foi retirada
rapidamente para ndo alterar a composigéo dos gases dentro do balé&o, adicionou-se a isatina
(1,47 g - 9,991 mmol) em seguida injetou-se mais N, e dimetilformamida (DMF) (10 mL) a0
°C. Posteriormente, adicionou-se lentamente o hidreto de sodio (NaH) (0,48 g - 20 mmol).
Apo0s a mistura ter sido agitada por 1 hora, o cloreto de tosila (TsCl) (2,28 g - 11,95 mmol) foi
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adicionado lentamente a reacdo, seguido de jatos de N, para expulsar o ar atmosférico que
possa ter entrado no baldo durante o procedimento e imediatamente vedou-se o bal&o. Agitou-
se a temperatura ambiente por 8 horas. Passadas as 8 horas a reagéo foi aquecida por 14 horas
a 70 °C. A mistura reacional foi acompanhada por placas de CCDA para garantir que ha
sintese do produto desejado na reacdo. Terminada a sintese, a reacdo foi resfriada e agua
destilada (7 mL) foi adicionada a mistura transferindo-se o precipitado para posterior
filtracdo sob presséo reduzida. O precipitado foi lavado com alcool (EtOH) e éter (Et,0O). O
produto foi recristalizado com sistema 7:3 (Hexano : Cloroférmio) de modo a obter 2,65 g,
8,8 mmol, 88% de 1-tosil-1H-indol-2,3-diona (2a). Cristais amarelos; PF: 205 - 209 °C. IV
(KBr, cm™) 1372 e 1140 (0=S=0). ESI/EM (m/z) para CisHiiNO,S (M+H+): Em
andamento. *H RMN (600 MHz, CDCls) & ppm 8.09 (d, J=8.07 Hz, 1 H) 8.02 (d, J=8.07 Hz,
2 H) 7.75 (pt, J1=7.89, J,=8.07 Hz, 1 H) 7.71 (d, J=7.70 Hz, 1 H) 7.38 (d, J=7.70 Hz, 2 H)
7.31 (pt, J1=7.34, J,=7.70 Hz, 1 H) 2.45 (s, 3 H). **C RMN (150 MHz, CDCls) & ppm 179.086,
155.67, 147.63, 146.60, 139.29, 134.64, 130.15, 128.05, 125.99, 125.84, 118.92, 115.27,
21.75.

4.1.6 Sintese de N-acetilisatina: 2b

O O

0 (CH;C0),0 o
— >

refluxo N

2 2b
CH3

o

Iz

Esquema 17. Esquema para sintese de N-acetilisatina (2b). O mesmo foi sintetizado a partir do tratamento de isatina (2) com

anidrido acético (CH3C0),0 sab refluxo e agitagéo por seis horas.

A sintese de N-acetilisatina procedeu conforme método proposto por Boraei et. al
2017.

Um bal&o de fundo redondo de 50 mL foi flambado em bico de Bunsen, adicionou-se
o0 agitador magnético (peixinho/bailarina), injetou-se em seguida N, e vedou-se com rolha de
latex acoplando uma bexiga também com N, para que a reagcdo ocorresse sem a presenca de ar
atmosférico. Apos o resfriamento do baldo a rolha de latex foi retirada rapidamente para ndo
alterar a composicao dos gases dentro do baldo, adicionou-se a isatina (1,47 g — 9,991 mmol)
em seguida injetou-se mais N, e anidrido acético (CH3CO),O (5 mL) a reacdo foi colocada

sob refluxo por 6 horas, resfriada, despejada sobre gelo picado e filtrada a vacuo. A reagéo foi
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acompanhada por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) a fim de avaliar o
consumo de material de partida e formacdo de produto. O precipitado foi recristalizado com o
sistema (hexano: acetato) (7:3) de modo a obter 1 g, 5,28 mmol, 53% de N-acetilisatina (2b).
Cristais amarelos. PF: 142 - 144 °C. IV (KBr, cm™): 1735 e 1716 (C=0); 1630 (N-C=0).
ESI/EM (m/z) para C10H;NO3; (M+H+): em andamento.

4.1.7 Sintese de diol derivados (2c - 2e)

e N-Tosil-2,3-dihidro-1H-indol-2,3-diol: 2¢c
e N-[2-(1,2-dihidroxi-etil)-fenil]-4-metil-benzenossulfonamida: 2d

e N-[2-(1,2-dihidroxi-etil)-fenil]-acetamida: 2e

cl (@]
O——=S——=0
(0]
(22)
N
‘ R4
P

o o NaBH, NaBH, NaBH,
)L )k (2b) THF, t, 1h EtOH, 40-50°C, 3h EtOH, 40-50°C, 16h
(0)
OH
OH OH
OH
OH
N NH
O)\
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Esquema 18. Esquema para sintese de diol derivados (2c - 2e) a partir da redugdo de 1-tosil-1H-indol-2,3-diona (2a) ou N-
acetilisatina (2b) com borohidreto de sédio (NaBH,).

Os produtos foram sintetizados a partir do procedimento proposto por Chung et al.

2003, sdo reacOes de reducdo com o borohidreto de sddio (NaBHy).

Sob meio anidro, uma mistura de 2a (1-tosil-1H-indol-2,3-diona) ou 2b (N-
acetilisatina) (2 mmol), borohidreto de sédio (NaBH,4) (0,305 mg, 8 mmol) e 5,0 mL de
etanol para os compostos 2d e 2e, e para 0 2¢ 5 mL de tetraidrofurano (THF). Manteve-se sob

agitacdo por 3 horas de 40 — 50 °C para 2d; o 2c foi agitado por 1 hora a temperatura
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ambiente e 0 2e por 16 horas de 40 — 50 °C. As reagOes foram acompanhadas por CCDA.
Terminada a reagdo, os compostos foram filtrados através de celite e lavados com éter. Os
produtos foram purificados em coluna cromatografica de silica gel 60 como fase estacionaria
e uma mistura de solventes adequados como fase movel (Hexano : Cloroférmio) de modo a
obter 0,20 g, 0,66 mmol, 33% de 1-tosil-2,3-dihidro-1H-indol-2,3-diol (2c). Solido cinza;
PF: 135 - 138 °C. IV (KBr, cm™): 3490, 3336 (OH); 1323 e 1153 (0=S=0); ESI-EM (m/z)
para C;5H1sNO4S (M+Na+) [caled: 329], [obtd:330,07]. Obtendo 0,1 g, 0,33 mmol, 16,43%
de N-[2-(1,2-dihidroxi-etil)-fenil]-4-metil-benzenossulfonamida (2d). Cristais brancos; PF:
140 - 142 °C. IV (KBr, cm™): 1323 e 1153 (0=S=0). ESI-MS (m/z) para CisH17NO,S
(M+K)+ [calcd: 346,43], [obtd: 346,05]; (M+Na)+ [calcd: 330,32], [obtd:330,07]. E obtendo
0,36 g, 1,84 mmol, 38,6% de N-[2-(1,2-dihidroxi-etil)-fenil]-acetamida (2e). Solido cinza;
PF: 70 — 72°C; IV (KBr, cm™): 3294 (OH) 1679 (N-C=0). ESI-EM (m/z) para C1oH13NOs:
(M+K)+ [calcd: 234,18], [obtd:234,05]; (M+Na)+ [calcd: 218,07], [obtd:218,07].

4.1.8 Sintese de D-glicopiranose, 2-(acetilamino)-2-deoxi-, 1,3,4,6-tetraacetato: 3a e de a-D-
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manopiranose, 4-azido-4-deoxi-, 1,2,3,6-tetraacetato: 4a

Esquema 19. Esquema para sintese de 2-(acetilamino)-2-deoxi-, 1,3,4,6-tetraacetato (3a) a partir da acetilagdo de N-
acetilglicosamina com anidrido acético e de a-D-Manopiranose, 4-azido-4-deoxi-, 1,2,3,6-tetraacetato (4a)
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Procedimento geral para sintese a partir do procedimento proposto por Dang et al.
2014.

Um baldo de fundo redondo de 50 mL foi flambado em bico de Bunsen, adicionou-se
0 agitador magnético (peixinho/bailarina), injetou-se em seguida N, e vedou-se com rolha de
latex acoplando uma bexiga também com N, para que a rea¢do ocorresse sem a presenca de ar
atmosférico. Apos o resfriamento do baldo a rolha de latex foi retirada rapidamente para nao
alterar a composicdo dos gases dentro do baldo, adicionou-se N-acetilglicosamina (3) (1 g —
4,52 mmol); D-Manopiranose, 4-azido-4deoxi (4) (0,1 g — 0,452 mmol) em seguida injetou-se
mais N, anidrido acético (CH3CO),0 (2,56 mL) e piridina (10 mL) para o composto 3a e
anidrido acético (CH3CO),0 (0,3 mL) e piridina (1 mL) para o composto 4a. As misturas
foram agitadas a temperatura ambiente por 10 horas, e acompanhadas por CCDA a fim de
avaliar o consumo de material de partida e formacdo de produto. Finalizada a reagdo, agua
gelada foi adicionada as solugdes resultantes e em seguida foram feitas extragdes com acetato
de etila. As camadas organicas foram lavadas com salmoura (NaHCO3), secas com sulfato de
magnésio e concentradas a vacuo de modo a obter 0,9964 g, 2,57 mmol, 56,85% de 2-
(acetilamino)-2-deoxi-,1,3,4,6-tetraacetato (3a). Cristal incolor. PF: em andamento. 1V
(KBr, cm™): 1741 (C=0); 1659 (N-C=0). ESI/EM (m/z) para CisH»zNOi (M+H+): em
andamento. E obtendo 85% de a-D-Manopiranose, 4-azido-4-deoxi-,1,2,3,6-tetraacetato
(4a). Solido branco. PF: em andamento. IV (KBr, cm-1): em andamento. ESI/EM (m/z) para
C14H19N309 (M+Na+): [calcd: 396,11], [obtd:396,10].

4.2 Métodos cromatogréaficos

Finalizadas as sinteses de cada substancia estas foram purificadas e/ou separadas
através da técnica de cromatografia em coluna (CC). Esse método € aplicado utilizando uma
fase estacionéria (silica gel 60 Sigma Aldrich) de particulas com dimensdes entre 0,063 -
0,200 mm sendo depositadas dentro de colunas cilindricas de vidro com dimensdes variando
de acordo com a quantidade de composto a ser purificado. Na fase movel foram dispostas a
mistura de solventes hexano e acetato ou hexano e cloroformio em misturas binarias, variando
a concentracdo de cada solvente de acordo com a polaridade adequada para cada substancia.
Durante a abertura da coluna e gotejamento do solvente em volumes de aproximadamente 40
mL foram retirados regularmente e analisados por CCDA, até a avaliacdo de que o produto
desejado foi isolado. Ao final da coluna, os erlenmeyers que continham o composto puro
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foram unidos e concentrados sob pressdo reduzida a uma temperatura aproximada de 30°C os
solidos obtidos foram armazenados em frascos limpos e identificados.

A cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foi realizada utilizando
cromatofolhas de silica gel (MACHEREY- NAGEL) eluidas em solucdo de Hexano : Acetato
de Etila ou Hexano : Cloroférmio para o acompanhamento da sintese e para verificacdo e
preparo da CC. Cada cromatofolha possui dimensdo de 1,5 cm de comprimento por 1,5 de
largura, nessas bases sdo adicionados aliquotas de amostra a ser analisada com apoio de um
capilar de vidro conjuntamente com 0s compostos que se quer comparar. As amostras foram
preparadas pela solubilizagdo de 0,1 mg do analito em quantidade suficiente de acetato de
etila ou cloroférmio. Logo apds adicionadas as aliquotas a uma altura de 0,3 cm, a
cromatofolha foi imergida em uma mistura de solventes de propor¢do variavel para cada

composto, até 0,2 cm de altura, a fim de eluir as fragdes a serem observadas.

Por fim, para visualizar as fracGes eluidas as placas foram expostas a luz ultravioleta
em camera escura e posterior imersdo da cromatofolha em solucdes de anisaldeido, vanilina

ou &cido sulfurico 5% seguida de aquecimento por alguns segundos a temperaturas altas.
4.3 Método de recristalizacéo

As recristalizagbes foram realizadas adicionando-se aproximamente 1g de cada
composto, separadamente, em um béquer de 20 ml, seguida da adi¢cdo a frio de 4 mL do
sistema Hexano/Acetato de etila na proporcdo 1:1 ou cloroférmio puro. Depois, as misturas
foram submetidas a aquecimento a fim de solubilizar todo composto adicionado. Apds a
completa solubilizag&o, o sistema foi retirado do aguecimento, deixando resfriar a temperatura
ambiente até o inicio da recristalizacdo da substancia. Aguardou-se recristalizar 0 maximo
possivel e posteriormente filtrou-se os sélidos em funil de vidro, lavando o filtrado com
hexano a temperatura ambiente. O sélido purificado foi guardado em recipiente limpo, com
tampa e identificado.

4.4 Determinacéo da atividade larvicida

Os ensaios larvicidas foram realizados conforme metodologia descrita por Santos et al,
2011. Com o objetivo de alcangar uma maior taxa de uniformidade do estadio das larvas e
melhor uniformidade do estadio de desenvolvimento, os ensaios foram realizados com larvas

de Ae. Aegypti no 3° estadio (L3) da linhagem Rockefeller (sensivel ao temefos).
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Os ovos de Ae. aegypti foram produzidos no insetario do departamento de Morfologia
da Universidade Federal de Sergipe, cedidos pela Professora Roseli La Corte dos Santos e
mantidos secos, aderidos em tiras de papel até o uso. Para preparacdo dos ensaios, tiras de
papel contendo os ovos foram colocadas em um recipiente retangular com agua desclorada.
Nas primeiras 24 horas os ovos foram eclodidos com levedura de cerveja. Nos dias seguintes
as larvas foram mantidas com aproximadamente 200 mg de ragdo de peixe. O recipiente foi
mantido no insetario, com temperatura controlada (26 - 28°C) de modo a permitir a eclosao e
o0 desenvolvimento das larvas, por aproximadamente quatro dias, quando as larvas de terceiro

estadio foram identificadas de acordo com o tamanho e caracteristicas morfologicas.

Para avaliacdo da toxicidade, inicialmente foram determinadas as concentracdes a
serem aplicadas por meio uma curva concentracdo-resposta. As concentracdes utilizadas
foram preestabelecidas no laboratério 1, 5, 10, 50, 100, 500 e 1000 ppm. Assim, pesou-se 20
mg de cada substancia, para cada 1mL de solucgéo teste, seguindo da dispersdo do composto
pesado em Tween 80 (1 mL — 2 gotas v/v), DMSO (30% v/v) e agua destilada (70% v/v),

respectivamente.

Utilizando uma pipeta automatica, adicionou-se o volume da concentracdo desejada
em um copo descartavel, seguida da adicdo de volume final correspondente a 20 mL de agua
desclorada com 20 larvas de Ae. aegypti no estadio L3 (somando-se os volumes da solucédo
em cada copo e a agua adicionada posteriormente, obtendo assim 20 mL). Copos descartaveis
foram utilizados com o objetivo de evitar contaminagéo cruzada, consequentemente reduzindo

a possibilidade de erro nos testes.

As larvas foram expostas as solucfes e ao final a mortalidade foi registrada apds 24
horas. A partir do resultado destes dados, estabeleceram-se 0s pontos de concentracdo a serem
utilizados para o ensaio larvicida em triplicata. Este foi delineado utilizando-se 0 mesmo
procedimento descrito para o preparo da solugdo teste e selecdo das larvas na realizacdo da

curva concentragio-resposta.

Concomitantemente aos testes, foram preparados também controle negativo, controle
positivo e branco. Para o preparo do controle negativo preparou-se uma dispersao homogénea
de Tween-80 (1 mL — 2 gotas v/v), DMSO (30% v/v) e agua desclorada (70% v/v), aplicado-a
na maior concentracdo utilizada no ensaio, também em triplicata. O controle positivo foi

realizado utilizando o organofosforado temefos larvicida que foi amplamente utilizado para o
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controle de larvas. O branco, por sua vez, correspondia apenas a 20 mL de agua desclorada
com 20 larvas de Ae. aegypti no estadio L3.

Depois das 24 horas de exposicdo, foram contabilizados o niumero de larvas mortas em

cada copo descartavel. Por fim, os dados de mortalidade foram submetido a analise estatistica.
4.5 Ensaio ecotoxicologico com Artemia sp.

Os ensaios de toxicidade com Artemia sp. foram realizados de acordo com a
metodologia descrita por Artemia Reference Center (ARC). Os ovos secos desse
microcrustdceo foram obtidos no comércio, mantidos em sua prépria embalagem no

Laboratério de Quimica Farmacéutica da Universidade Federal de Sergipe.

Inicialmente, aproximadamente 100 mg de cistos foram incubados em 100 mL de agua
salina artificial padrdo (35 + 1%) num recipiente cilindro conico, a temperatura 25°C + 1%,
sob iluminagdo constante e lateral e aeracdo. Ap6s 18 a 24 horas de incubacdo, os nauplios
foram transferidos para um recipiente cilindrico contendo 200 mL de &gua salina, com

iluminacdo por 24 h. Assim, nauplios do segundo ao terceiro estadio foram coletados.

Uma solucdo padrdo de 10.000 ppm foi preparada com Tween-80 (1 mL — 2 gotas
v/v), DMSO (30% v/v), e agua destilada (70% v/v). Da mesma forma que para o teste
larvicida foi realizada uma curva concentracdo-resposta nas concentragdes 1, 5, 10, 50, 100,
500 e 1000 ppm em 10 mL de agua. Obtendo o resultado dessa, o teste foi realizado em

triplicata.

Os nauplios ficaram expostos a solugdo por 24 h, registrando-se o total de mortalidade.
Foram feitos testes paralelos, o controle negativo utilizando Tween-80, DMSO e agua, na
maior concentracdo aplicada em cada teste, o controle positivo foi realizado utilizando o
organofosforado temefds e o branco, correspondendo a apenas 10 mL de agua desclorada com

10 nauplios de Artemia sp.
4.6 Andlise estatistica

Partindo dos dados de mortalidade como resultado dos bioensaios, foram realizados
calculos da concentracdo letal que mata 50% da populacdo (CLsg) e o intervalo de confianca
de 95% (IC 95%), utilizando o método de andlise Probit com auxilio do software Minitab
16™. Em todos os testes onde ocorreu morte no ensaio controle entre 5 a 20% foi realizada a
corregéo utilizando a formula de Abbott (ABBOTT, 1987):
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0% CcA = PMT-%MC, 0
027 100 — % MC

Na qual % CA é equivalente ao percentual corrigido de mortalidade, % MT é o
percentual de mortalidade no teste e % MC € o percentual de mortalidade no controle
(ABBOTT, 1987).

4.7 Méetodos de caracterizacéo

Para a caracterizagcdo dos compostos sintetizados em cada reacdo foram realizadas
técnicas de definicdo de faixa de fusdo, espectrometria de massa, espectrofotometria de
absorcéo na regido do infravermelho e espectrofotometria de ressonancia magnéetica nuclear -
RMN de C e 'H. E importante salientar, que para alguns compostos néo foi possivel a
determinacdo através de RMN devido a interferéncias que ocorreram ao longo da producdo do

presente projeto e por isso, alguns dados ainda estédo sendo processados.

As faixas de fusdo foram determinadas por meio da utilizacdo do equipamento Longen
Scientific do Laboratério de Quimica Farmacéutica - LQF, da UFS. Na qual, para cada
composto foi feita uma pesquisa prévia para avaliar se a faixa de fusdo ja estava presente na
literatura e comparar com a posterior encontrada no LQF. No laboratorio, a faixa de fuséo foi
determinada através da introducdo de uma pequena quantidade do composto a que se quer
avaliar em um capilar de vidro com uma das pontas fechadas e observacdo do inicio da fusdo
do primeiro cristal até total transicdo para a forma liquida. Primeiro com a observacdo de uma

faixa de fusdo lenta e posterior visualizacdo de uma faixa de forma rapida.

Os espectros de Infravermelho foram realizados no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Sergipe por meio da utilizacdo do equipamento Perkin Elmer FT-IR
modelo BX. As amostras de aproximadamente 10 mg foram submetidas a uma mistura com
Brometo de Potéssio (KBr) e prensadas para a obtencdo de uma pastilha. Posteriormente, as

pastilhas de cada composto foram analisadas na faixa espectral de 4000 a 400 cm™.

A anélise espectroscopica de massas foi realizada no modo de ions positivos em um
espectrometro de massa micrOTOFII da marca Bruker (Bruker Daltonics, Billerica, EUA),
equipado com uma fonte de ionizacdo por electrospray (ESI). A amostra diluida em acetona
foi adicionada por infusdo a uma taxa de fluxo de 300 pl/min através de uma bomba de

seringa. Os ions foram separados pelo método TOF (tempo de voo). Condigdes: temperatura
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de secagem do gas, 180°C; fluxo de secagem do gés, 4 L/min; pressdo de nebulizacdo do gés,
0,4 Bar (N2); tenséo capilar +3500 V; com espectros adquiridos sobre uma faixa de massa de
0 a 800 m/z. Os dados espectroscopicos foram processados pelo proprio aparelho,

identificando as amostras por completo.

O espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) (600 MHz) e
de carbono 13 (RMN *3C) (150 MHz) foi obtido em espectrofotometro Varian Modelo Plus
na Florida Agricultural and Mechanical University (FAMU) através da parceria com o até
entdo estudante de doutorado sanduiche Rafael dos Reis Barreto de Oliveira. As amostras
foram preparadas dissolvendo-se uma pequena quantidade da mesma em cloroférmio
deuterado CDCl3z. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo

(ppm) em relacdo ao tetrametilsilano (TMS), utilizado como padréo interno nos experimentos.

Os deslocamentos quimicos foram referenciados para RMN 'H pelos picos
caracteristicos dos Hidrogénios pertencentes as fragdes ndo deuteradas deste solvente:
cloroformio (8H 7,24 ppm). Para os espectros de RMN 3C foram utilizados os mesmos
parametros de solubilizacdo da amostra para o cloroférmio (6C 77,0 ppm). As multiplicidades
das bandas de RMN *H foram indicadas segundo as convencées: s (singleto), d (dubleto), dd
(duplo dubleto), ddd (triplo dubleto), t (tripleto), ps (pseudo tripleto) e m (multipleto). A
constante de acoplamento (J) foi expressa em Hertz (Hz) e o nimero de atomos de hidrogénio
foi deduzido por pico da integral relativa. Quanto aos picos de **C RMN foram relatados os
deslocamentos quimicos em ppm para cada pico.

4.8 Modificacdes estruturais e Relacdo Estrutura-Atividade (REA)

De forma qualitativa foi elaborado um estudo sobre a importancia das modificacdes
propostas e a Relacdo Estrutura-Atividade (REA) analisando o dominio das alteracdes

estruturais sobre a atividade larvicida avaliada em CLsg das moléculas sintetizadas.

Logo, para cada derivado das estruturas maes (1: indol; 2: isatina; 3 e 4: unidade da
quitina) sintetizados (1la — 1d, 2a — 2e, 3a — 4a) foram comparadas os dados de mortalidade
baseando-se nas CLsy obtidas a partir da analise estatistica pelo método Probit com as
caracteristicas estruturais correspondentes a molécula. As observagbes levaram em conta
quais modificagOes estruturais resultaram em aumento, diminuig¢do ou anulacdo da atividade
larvicida. Visto que as mudancas estruturais existentes entre os protétipos do indol (1) e os

analogos (la - 1d) foram a introducdo de grupo nitro, tosila e retirada de dupla ligagéo.
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Quanto aos prototipos da isatina (2), as alteracdes analisadas entre esta e 0s analogos (2a - 2¢)
foram a introducdo de grupos tosila, acetila e abertura do anel isatinico. Ja para os derivados
de unidades da quitina (3 e 4) houveram tetraacetilacbes em ambas as estruturas (3a — 4a),

avaliando-se assim, a influéncia destas modificacdes frente a atividade.

Buscando distinguir possiveis questionamentos acerca do padrdo obtido no REA, a
diferenca estrutural de cada composto foi avaliada além de outros parametros, com base no
logaritmo do coeficiente de particdo (LogP) a fim de encontrar possivel relacdo do coeficiente
de parti¢cdo com as atividades bioldgicas elucidadas. Este foi obtido pelo software ChemDraw
Ultra, versdo 12.0.2.1076 que disponibiliza os valores de logP a partir de dados da literatura

incluidos no arquivo de relatorio, e ndo através de calculo.

Dessa forma, considerou-se diferentes as CLsp que apresentavam nédo sobreposicéo do

1Cos50.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A elaboracdo desse estudo pretendeu abranger a obtencdo de moléculas prototipo com
atividade larvicida frente ao Ae. aegypti Linn. sendo estas derivadas do indol, da isatina e da
quitina. Assim, partiu-se de estudos antecedentes sobre a adaptacéo e resisténcia do artrépode
a alguns larvicidas utilizados, seu modo de transmissdo e 0s possiveis mecanismos de acéo
das moléculas desenvolvidas. Dessa forma, para as moléculas sintetizadas buscou-se
semelhancas entre os derivados sintetizados com moléculas enddgenas e exdgenas do
mosquito como a via do triptofano, o sistema quimiossensorial e a estrutura da cuticula do
artrépode. Foram sintetizadas trés séries de derivados, uma série de quatro compostos
derivados do indol (1a — 1d), uma série de cinco derivados da isatina (2a — 2e) e duas
estruturas derivadas da quitina (3a — 4a) avaliando a atividade larvicida em potencial visto

que algumas dessas moléculas ja possuem outras atividades bioldgicas comprovadas.

Dos onze compostos, somente dez foram sintetizados e purificados por cromatografia
em coluna (CC). Apenas sete destes foram recristalizados, caracterizados pelas técnicas de
P.F., LV., EM, visto que o 2,3-dihidro-1H-indol (1c) é liquido e foi utilizado como
intermediario de sintese para producdo de N-tosilindolina (1d), além disso, também ocorreram
problemas relacionados a sintese do 2-nitroindol (1a) com a producdo de diversos
subprodutos e necessidade de nitrogénio liquido para alcancar baixas temperaturas (-10°C)
para 0 evento da reacdo. Ao longo do projeto o gerador de nitrogénio liquido do
Departamento de Quimica da UFS utilizado para obtencdo das baixas temperaturas foi
danificado havendo assim a impossibilidade de repetir tal reacdo. Portanto, o rendimento mais
baixo (o maior rendimento ocorreria para o 3-nitroindol segundo o mecanismo reacional) da
primeira reacdo do 2-nitroindol (1a) foi totalmente utilizado para producdo de 2-nitro-1-
(tosil)-1H-indol (1b). Apenas o composto 1-tosil-1H-indol-2,3-diona (2a) possui espectro de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e de carbono 13 (RMN *C)
finalizado, visto que foi sintetizado e enviado durante o periodo de parceria do LQF com a
Florida Agricultural and Mechanical University (FAMU). Os outros dez derivados restantes

estdo com os espectros de RMN em producéo e alguns espectros de massas.

Todos os nove compostos restantes foram submetidos ao teste biolégico com larvas
em estadio L3 de Ae. aegypti da linhagem Rockfeller e ensaio ecotoxicologico com Artemia

sp. Os resultados referentes a estas etapas estdo dispostos abaixo.
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5.1 Sintese e caracterizagdo

Os compostos foram obtidos através das metodologias propostas por Kneeteman et al.
(2015), Che et al. (2013), Yasuo Kikugawa (1978), Jiang et al. (2013), Boraei et al. (2017),
Chung et al. (2003) e Dang et al (2014). Estes podem ser visualizados nas subsessdes 4.1.1 a
4.1.8 respectivamente.

Para as sinteses dos derivados do indol: Inicialmente, foi feita uma reacdo de nitracdo
na posicdo 2 do indol para fornecer o 2-nitroindol (la), seguido na subsesséo 4.1.2
(metodologia) da introdugé@o do grupo tosila na posi¢cdo N-1 do nitroindol para fornecer o 2-
nitro-1-(tosil)-1H-indol (1b). Posteriormente, na subsessdo 4.1.3 ha a sintese do 2,3-dihidro-
1H-indol (1c) através da reducao da dupla ligacdo do anel indélico com borohidreto de sédio
(NaBH,). Na subsesséo 4.1.4 houve a introducdo do grupo tosila na posi¢cdo N-1 do indol
fornecendo N-tosilindolina (1d).

As sinteses dos derivados da isatina encontram-se descritas na subsessfes 4.1.5 a
4.1.7. Para produgdo de 1-tosil-1H-indol-2,3-diona (2a), na subsesséo 4.1.5 houve uma sintese
regioseletiva a partir da isatina com cloreto de tosila (TsCl), na presenca de hidreto de sodio
(NaH) e solvente (DMF) em atmosfera livre de oxigénio. A producdo de N-acetilisatina (2b),
na subsessdo 4.1.6 foi utilizado apenas anidrido acético sob refluxo por algumas horas e na
subsessdo 4.1.7 para producdo de diol derivados (2c — 2e) encontram-se as sinteses de 1-tosil-
2,3-dihidro-1H-indol-2,3-diol (20), N-[2-(1,2-dihidroxi-etil)-fenil]-4-metil-
benzenossulfonamida (2d) e N-[2-(1,2-dihidroxi-etil)-fenil]-acetamida (2€) a partir da sintese
em duas etapas utilizando produtos de partida sintetizados no presente trabalho conforme

metodologia proposta por Chung et al. 2003.

Quanto as sinteses referentes aos compostos derivados da quitina encontram-se
descritas na subsessdo 4.1.8. Para a producdo de 2-(acetilamino)-2-deoxi-,1,3,4,6-tetraacetato
(3a) e 4-azido-4-deoxi-1,2,3,6-tetraacetato (4a) foram feitas O-acetilacBes visando aumento
do carater lipofilico das estruturas e similaridade com fragmentos dos novos modelos
bipartidos das BPUs (DANG et al., 2014; SUN et al., 2015).

Através das metodologias utilizadas foi possivel sintetizar todos 0s compostos

objetivados.

Como citado, de todas as reacdes as que obtiveram maiores rendimentos foram as

sinteses dos compostos 1d de 95,6 % e 2a de 88%. Os altos rendimentos atribuidos foram
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possiveis gracas aos sistemas propostos para as sinteses. O mesmo é proximo ao obtido por
Che et al. (2013), para a sintese de N-tosilindol (estrutura analoga a N-tosilindolina (1d))
esses autores alcancaram rendimento de 96%. O bom resultado obtido é fruto da proporcao
estabelecida entre os reagentes, que esta relacionada a fatores da natureza da reacdo (XU;
WANG, 2010). Quanto ao composto 2a 0 mesmo é proximo ao obtido por Zhang et al.
(2017), os pesquisadores alcangaram rendimento de 90% utilizando o produto como um

intermediario de sintese obtendo-o em forma de precipitado amarelo (ZHANG et al., 2017).

S&o observados alguns fatores contribuintes para estes rendimentos. Os sistemas
utilizados séo similares. Tanto para 1d quanto para 2a o0 aumento do potencial nucleofilico em
N-1 promovido pela adi¢éo de base (NaOH e NaH, respectivamente), pois na auséncia de base
tanto a indolina quanto a isatina apresentam baixo potencial nucleofilico em N-1. O ataque do
NaH a isatina (2) em N-1 com a formacéo de hidrogénio gasoso e de um complexo i6nico
entre Na* e o N- da isatina ionizada com carga negativa localizada na posi¢do N-1, favorece o
aumento da nucleofilicidade dessa regido, conforme pode ser visualizado no esquema 6 da
subsessdo 2.8.2. Enquanto o NaOH participa da reacdo como base de Lewis a indolina que
comporta-se como &cido de Lewis promove uma primeira reacdo &cido-base, com formacéo
de &gua por meio da ligacdo covalente coordenada entre a base e o préton, proporcionando a
indolina maior potencial nucleofilico conforme pode ser visualizado no esquema 5 subsessdo
2.8.1 (CHE, ZHIPING; ZHANG, SHAOYONG; SHAO, 2013; KIKUGAWA, 1978; ZHANG
etal., 2017).

Além disso, 0 excesso das bases reduz a probabilidade de reacdes competitivas em
outras posicdes, reduzindo a formacdo de subprodutos. Como também para a producdo de N-
tosilindolina, o processo termodinamico é favorecido pela presenca do catalizador de fases, 0
cloreto de benziltrietilamdnio (TEBA), visto que este promove a solubilizacdo parcial da base
insolivel em solvente organico (BOHBOT et al.,, 2011b; CHE, ZHIPING; ZHANG,
SHAOYONG; SHAO, 2013; KIKUGAWA, 1978; ZHANG et al., 2017).

Ainda sobre a sintese de 2a outras metodologias foram testadas inicialmente utilizando
trietanolamina e diclorometano, no entanto, a sintese proporcionava diversos subprodutos e
foi substituida pela de Zhang e colaboradores em que o produto final foi um precipitado
amarelo (ZHANG et al., 2017).

Quanto a sintese dos derivados do indol 1a (11%) e 1b (68,13%), na subsessdo 2.8.1
esquema 1 foi relatado a maior reatividade na posi¢do 3 do que na posicdo 2. Este padréo de
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reatividade é sugerido tanto pela distribuicdo de elétrons quanto pelas energias relativas dos
intermediérios para substituicdo eletrofilica, representada pelas estruturas protonadas. Assim,
0s ataques na posicdo 3 sdo mais favoraveis do que na posicdo 2 pela retencdo do carater
benzenoide do anel carbociclico. Este padréo de reatividade ndo é muito afetado pela presenca
de um substituinte na posicdo 1 ou 2, embora substituintes que atraem elétrons possam
diminuir a reatividade em C-3 (SUNDBERG, 2000). Por isso, a sintese do 2-nitroindol partiu
do composto ndo substituido. Como a nitracdo frequentemente gera 6xidos de nitrogénio que
podem participar das transformacdes oxidativas, a nitracdo do indol em si € uma reacéo
complexa. Em meios fortemente &cidos, a nitracdo de C-2 pode ocorrer (PELKEY;
GRIBBLE, 1997; SUNDBERG, 2000). Dessa forma, a sintese foi feita com &cido nitrico em
baixas temperaturas (-10°C) na tentativa de satisfazer algumas dessas condigdes,
proporcionando energia minima necessaria, para producdo do 2-nitroindol. Portanto, da
reacdo foram obtidos trés produtos, os quais foram separados e posteriormente identificados,
justificando o baixo rendimento reacional de 1a (KNEETEMAN et al., 2015).

Para o composto 1b (68,13%) subsessdo 2.8.1 esquema 3, a N substituicdo é
favorecida quando o anel indol estd desprotonado e o meio de reacdo promove 0
nucleofilicidade do anion indol. Logo, o ataque nucleofilico da base de Lewis NaOH ao 2-
nitroindol em N-1. Desse modo, o0 oxigénio da base doa um par de elétrons para o hidrogénio
do indol em N-1 (4cido de Lewis). Formando um complexo i6nico entre Na* e 2-nitroindol
ionizado com carga negativa localizada na posicdo N-1, que favorece ao aumento da
nucleofilicidade dessa regido no anel indélico. Como consequéncia, é possivel o ataque
nucleofilico do 2-nitroindol ao grupo tosil do cloreto de tosila levando a formacgdo de um
complexo intermediario que € estabilizado por ressonancia. A estabilizacdo da estrutura é
possivelmente garantida pela saida do cloreto (CI") e formacdo de 2-nitro-1-(fenil-sulfonil)-
1H-indol e cloreto de sddio (PELKEY; GRIBBLE, 1997; ROY, 2005; SUNDBERG, 2000).

A sintese do composto 2b (53%), possui metodologia bastante simples em que €
adicionada apenas isatina e anidrido acético em meio anidro sob refluxo obtendo ao final da
reacdo um precipitado amarelo (AHMED T. A. BORAEI* EL SAYED H. EL TAMANY,
IBRAHIM A. I. ALI, 2017). No entanto, as sinteses subsequentes com derivados da isatina
foram as reagdes de menor rendimento quando comparados aos resultados obtidos por Chung
e colaboradores. Para 2c o rendimento obtido foi de 33%, 2d 16,4% e 2e 38,6%, enquanto 0s
resultados encontrados por Chung e colaboradores vao de 49%, 99% e 68% respectivamente.

Na sintese de 2d ocorreram erros de procedimento como a troca da ordem de adicdo dos
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reagentes, que pode ter levado a falta de correspondéncia a sequéncia necesséria do
mecanismo de reacdo da reducdo de isatinas N-substituidas, reduzindo o rendimento. Além
disso, na subsessdo 2.8.2, esquema 8 pode-se observar 0 mecanismo sintético para o produto
2c¢ este foi encontrado um solido branco, enquanto na pesquisa referencia seria encontrado um
6leo. Dessa forma, as identificacbes subsequentes foram baseadas e comparadas aos
resultados encontrados por Chung, os quais foram congruentes com a estrutura da molécula.
O motivo da diferenca do estado fisico encontrado pode ter sido relacionado ao equilibrio
entre a forma de cadeira e forma de anel que ocorre no processo de reducao das cetonas da N-
tosilisatina (CHUNG,; KIM; KIM, 2003).

Quanto aos compostos 3a e 4a, encontrados na sessdo 2.8.3, esquema 9 e 10,
respectivamente, ambos derivados da N-acetilglicosamina (unidade da quitina), as O-
acetilacBes proporcionam a molécula um aumento do carater lipofilico e também semelhancas
estruturais com o modelo bipartite de analogos de BPU, os quais indicam que a substituicdo
de grupos lipofilicos aromaticos ou heterociclicos elevam a poténcia de compostos de acordo
com sua afinidades para receptores em mosquitos. Assim, analogos de BPU com um modelo
bipartido poderiam ser projetados e sintetizados levando a novos inseticidas por meio de
bioensaios de triagem (DANG et al., 2014; SUN et al., 2015).

Quanto a caracterizacdo, os derivados sintetizados das trés séries apresentam faixas de
fusdo com valores entre 95 e 186°C para derivados do indol, 70 e 210°C para analogos da
isatina, e para os derivados da quitina as faixas de fusdo estdo em andamento, mas na
literatura é possivel encontrar a faixa de fusdo do composto 3a variando de 230-232 °C e 0
composto 4a nao foi encontrado. As altas variac6es nas faixas de fusdo entre os compostos da
mesma série sdo decorrentes das modificacBes diretas nos anéis, como a abertura do
ciclopentano da isatina, reducdo das cetonas e introdugdo do grupamento nitro no indol. As

variacdes individuais nas faixas de fusdo foram de no minimo 2° C e no méaximo 4°C.

Os resultados correspondentes ao espectro de massas dos 7 compostos analisados (1a,
1b, 1d, 2c, 2d, 2e e 3b) estdo de acordo com o esperado e com o relatado na literatura. Assim,
as massas encontradas para cada composto foram equivalentes as massas moleculares

somadas as massas do proton e do cation de s6dio ou potassio.

Ao considerar 0 método de ionizacdo utilizado (eletrospray) e as caracteristicas
quimicas individuais das moléculas, as ioniza¢6es foram previstas. As estruturas derivadas do
indol e da isatina sdo passiveis de protonacdo em meio &cido devido a presenca do grupo
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funcional amina e amida, respectivamente. Ndo obstante a isso, a presenca de elétrons livres,
sdo passiveis de coordenagdo com metais, especialmente os da familia 1A e 2A (CROTTI et
al., 2006).

Em relagdo ao espectro de infravermelho, as bandas encontradas para todos os
compostos condizem com os resultados relatados na literatura para os mesmos. Na andlise dos
espectros para os analogos tosilados do 2-nitroindol e da indolina (1b e 1d), os derivados da
isatina tosilados (2a, 2c e 2d) e derivados acetilados da isatina (2b e 2e) e da quitina (3a), as
bandas fundamentais s&o referentes aos grupos funcionais O=S=0 e N-C=0 da acetilamida, e
C=0 do acetil presentes nos compostos (BELWAL; FAHMI; SINGH, 2008; GAUDIO, 1996;
POPP, 1975; TISOVSKY et al., 2017).

Todavia, aqui compararemos 0s espectros obtidos para o derivado do indol tosilado
(1d) e os derivados da isatina tosilada e acetilada (2a e 2b), ilustrados a seguir na figura 16,

percebe-se a presenca de bandas caracteristicas destes grupos funcionais.
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Figura 16. Espectro de absorgdo na frequéncia de infravermelho dos compostos: (1) 2,3-dihidro-1[(4-metilfenil)sulfonil]-1H-indol(1d), (2)
1-tosil-1H-indol-2,3-diona (2a) e (3) N-acetilisatina (2b). Com nimero de onda expresso em cm-1 em destaque.
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No espectro de 1d, ilustrado na parte 1 da figura 16, ha duas bandas intensas com
nimeros de onda de 1350 e 1140 cm™, correspondentes a deformacdo axial assimétrica e
simétrica de SO, respectivamente, como podem ser visualizadas na parte 2 figura 16 (1372 —
1140 cm™). Os derivados 1b, 2c e 2d também podem ser caracterizados por bandas,
referentes a esse mesmo grupo, em nimero de onda semelhantes. Para eles, essas duas bandas
estdo em uma faixa de 1350 a 1323 cm™ e 1153 e 1149 cm™.

Zhang, Lu e Qiang Xu (2017) demonstraram a presenca do grupo SO, na sulfonamida
de indéis, isatinas e indolinas através de bandas com absorcdo em 1381 cm™ e 1177 cm™
Para o 2-nitroindol tosilado (1b) ainda houveram a presenca de bandas (N=0O) com
comprimentos de onda entre 1550 e 1373 (KNEETEMAN et al., 2015; ZHANG et al., 2017).

Conforme observado no espectro 1, para 1d na figura 16, uma banda média com
nGmero de onda de 3062 cm™, corresponde a absorcao de estiramento da ligagdo C-H do anel

aromatico da indolina. Essa banda nédo é tdo aparente para os derivados da isatina, no entanto
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sd0 encontrados frequéncia superior ou igual ao nimero de onda de 3000 cm™
(COULADOUROS; MAGOS, 2005).

Além dessas bandas, a indolina tosilada pode ser caracterizada também por bandas de
absorcdo entre 1528 cm™, e 1450 cm™. Estes comprimentos de onda correspondem
respectivamente a regido de numero de onda que ligagcbes C=C e CH3 (dobramento) absorvem

energia.

J& para os compostos derivados da isatina que apresentam duas carbonilas, uma
cetonica e uma amidica, como o composto 2a, na parte 2 figura 16, é possivel identificar a
presenca da carbonila da cetona em aproximadamente 1735 cm™ e a carbonila amidica em
1650 cm™. Enquanto para o composto 2b é possivel ver uma sequéncia nos comprimentos de
onda que vao desde 1735, 1716 e 1630, representando respectivamente a carbonila cetonica e
amidica sobrepostas (1735 e 1716 cm™) e a amida (1630 cm™). As diferencas de absorgio das
cetonas amidicas se devem ao fato dos substituintes em N-1, o p-toluenossulfonila e o acetil.
O aumento da absor¢do da ligagdo C=0 de cetonas ciclicas com a reducdo do anel ocorre,
pois estas necessitam do uso de maior carater p para forcar as ligacbes C-C e formar os
angulos menores necessarios, com o0 aumento da constante de forca k e consequente
frequéncia de absorcdo (PAVIA et al., 2015). Ndo obstante, para as amidas ciclicas a
frequéncia de absorcdo da carbonila é aumentada devido ao efeito de tensdo do anel
combinado com o efeito de conjugacdo com o anel aromatico. A falta de estiramento da
ligacdo N-H nos comprimentos 3475 a 3150 cm™ confirma a presenca de amida terceéria.
Entretanto, ha menor forca de ligacdo e maior comprimento de ligacdo, reduzindo a
frequéncia absorvida da cetona amidica de 2a como esperado pela lei de Hooke (PAVIA et
al., 2015; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2010).

Os derivados da isatina que foram reduzidos a diol, 2c, 2d e 2e apresentam faixas de
absorcdo entre 3294 a 3490 cm™, correspondentes com a literatura sobre as bandas de
absorcdo de alcoois (CHUNG; KIM; KIM, 2003; PAVIA et al., 2008). Ao tomar como
exemplo os derivados que possuem amidas 2e e 3a, a confirmacdo do grupo carbonila ¢
conferida através da banda intensa com ndimero de onda de 1679 cm™ para 2e e 1659 cm™
para 3a correspondentes as deformacéos axiais da ligagdo C=0, como pode ser visualizado no
espectro ilustrado na figura 23 parte 3 do derivado 2b. O composto 3a apresenta ainda quatro

carbonilas de ésteres que se apresentam na faixa de 1741 cm™.
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Os resultados obtidos sdo corroborados por Chung, Kneeteman e Boraei que
encontraram para os derivados 1b, 1d, 2a, 2b, 2c, 2d, 2e, e 3a bandas de absorgdo com o0s
mesmos padrdes descritos (AHMED T. A. BORAEIL* EL SAYED H. EL TAMANY,
IBRAHIM A. I. ALI, 2017; CHUNG; KIM; KIM, 2003; KNEETEMAN et al., 2015).

Quanto ao espectro de RMN, ha apenas os resultados do composto 2a de *H e de **C
RMN, este possui 11 (onze) protons, sendo 8 (oito) aromaticos, e 3 (trés) do metil ligado ao
grupo tosil, conforme pode ser visualizado na figura 17.

Figura 17: Férmula estrutural de 1-Tosil-1H-indol-2,3-diona (2a) e sua féormula quimica. Os prétons em comum estdo

ligados aos carbonos enumerados em destaque vermelho.

18

15

C45H11NO2S 7 16
19

Na figura 18 para o espectro de *H séo observados os quatro sinais de hidrogénio
ligados aos carbonos do anel aromético. Dois dupletos com J = 8.07 Hz e J =7.70 Hz em 8,09
e 7,71 ppm referentes a H, e Hy respectivamente. Os sinais de Hs (7,31 ppm) e Hg (7,75 ppm)
desdobram-se em pseudo tripletos com valores de J1 =7,34,J2=7.70 e J1 = 7.89, J2 = 8.07
Hz. Dos prétons aromaticos do grupo benzenossulfonila H, e H,- dupleto com J = 8.07 Hz em
8.02 ppm (2 H) e Hz e Hz em 7.38 ppm com J = 7.70 Hz (2 H). Ha ainda um simpleto com
deslocamento quimico de & 2,45 ppm referente aos protons do metil ligado ao carbono do

radical sulfonila.
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Figura 18: Espectro de *H RMN do composto 1-tosil-1H-indol-2,3-diona (2a). Na férmula estrutural estad em destaque o

carbono no qual o préton correspondente ao sinal esta ligado e o sinal do espectro gerado pelo préton responsavel.
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O espectro de *C RMN ¢ desacoplado ao préton, no qual os picos sad vistos apenas
nas formas de singletos. As principais caracteristicas do composto 2a (Figura 19) sdo os
sinais com deslocamentos quimicos referentes aos carbonos das carbonilas (C=0) cetbnica e
amidica. Estas possuem maiores deslocamentos quimicos entre 179,06 ppm e 155.67 ppm,
pois a hibridizacdo sp? e a ligacdo ao atomo eletronegativo (Oxigénio) desblindando-as mais,
com grande deslocamento para baixo (esquerda) no espectro. N&o obstante, para a carbonila
amidica (155.67 ppm), a rotacdo da ligacdo C-N é limitada, por causa da interacdo de
ressonancia entre o par de elétrons isolado do nitrogénio e a ligagdo m da carbonila. Os
demais sinais estdo compreendidos em uma faixa de 6 146.60 a 21.75 ppm, onde 0 com
menor deslocamento quimico (6 21.75 ppm) equivale ao carbono do metila, enquanto os
demais sdo equivalentes aos carbonos localizados no anel aromatico central da isatina e do
grupo tosila. Dessa forma, o espectro de RMN de *C da isatina mostra trezes sinais,
correspondentes a quinze carbonos. Seis correspondentes ao anel aromatico da isatina
(147.63,139.29,125.99,125.84,118.92,115.27 ppm), dois as carbonilas de cetona (179,06
ppm) e amida (155.67 ppm), um correspondente ao carbono do metil do grupamento tosila (3
21.75 ppm) e 0s quatro restantes ao anel do grupo tosila (146.60, 134.64, 130.15, 128.05
ppm). E importante salientar que, os dois carbonos identificados com 2” e 3" séo equivalentes
por simetria (quimica e magneticamnete idénticos) e correspondem aos picos mais altos

encontrados no espectro.
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Figura 19: Espectro de *C RMN do composto 1-tosil-1H-indol-2,3-diona (2a). Na férmula estrutural estdo em destaque 0s

carbonos correspondentes aos sinais em que estdo ligados e o sinais do espectro gerado.
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5.2 Atividade bioldgica e estudo de relacéo estrutura-atividade
5.2.1 Atividade larvicida e ecotoxicologia

Os compostos sintetizados foram avaliados quanto a atividade biolégica como agentes
larvicidas contra Ae. aegypti da linhagem Rockefeller no estadio larval L3. Foram adicionados
grupos nitro, tosila e a retirada da dupla ligacdo (C2-C3) no anel ind6lico; Com reducdes e
introducdo do grupo tosil e acetil na isatina e por fim tetraacetilacbes nos derivados da quitina

a fim de avaliar modificacGes da atividade larvicida desses derivados.

A adicdo do grupamento tosila em N-1 no anel indolico ja havia sido anteriormente
estudada no Laboratorio de Quimica Farmacéutica da UFS proporcionando a formacdo de N-
tosilindol, um potente derivado inddlico com agdo larvicida contra Ae. aegypti (CLso 0,244
ppm) (MACEDO, 2015). No entanto, das trés series sintetizadas (11 compostos) apenas 0
derivado do indol 2,3-dihidro-1-[(4-metilfenil)sulfonil]-1H-indol (1d) (CLso 47,56 ppm) e 0s
derivados da isatina, 1-Tosil-1H-indol-2,3-diona (2a) (CLsp 278,51 ppm) e N-acetilisatina
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(2b) (CLs 816,58) tiveram atividade. Todos os outros compostos foram atdxicos, até 1000
ppm, para as larvas de Ae. aegypti, impossibilitando o célculo da CLs desses.

Assim, para a série de compostos derivados do indol em ordem decrescente de
lipofilicidade levando em consideragdo os resultados obtidos anteriormente para o N-
tosilindol temos N-tosilindol > 2-nitro-1-(tosil)-1H-indol (1b) > 2,3-Dihidro-1-[(4-
metilfenil)sulfonil]-1H-indol (1d). Com alteragdes de lipofilicidade diminutas entre o N-
tosilindol e o composto 1b. Logo, os dados obtidos referentes a atividade biolégica podem
ratificar a hipdtese de que o caréater lipofilico até certo ponto pode aumentar ou reduzir a
atividade larvicida em Ae. aegypti (DA SILVA et al., 2015; DEVILLERS; DOUCET-
PANAYE; DOUCET, 2015; HANSCH; VERMA, 2009; TAVARES, 2004). No entanto,
mesmo sendo uma estrutura de lipofilicidade similar ao N-tosilindol, o composto 1b o qual

possui um grupamento nitro em C-2 foi inativo contra larvas de Ae. aegypti.

Para os compostos derivados da isatina, apenas o 1-tosil-1H-indol-2,3-diona (2a) e N-
acetilisatina (2b), foram ativos em altas concentra¢des, quando ndo foram feitas modificacdes
nas carbonilas cetdnica e amidica da isatina. Os derivados 1-tosil-2,3-dihidro-1H-indol-2,3-
diol (2c), N-[2-(1,2-dihidroxi-etil)-fenil]-4-metil-benzenossulfonamida (2d), N-[2-(1,2-
dihidroxi-etil)-fenil]-acetamida (2e) foram atoxicos contra as larvas. 1sso pode ser explanado
pela correlacdo entre as varidveis da lipofilicidade dessas estruturas, mas também possiveis
alteracOes nos sitios alvo de ligacdo dos receptores das larvas, visto que, entre 0 composto 2a
e 0 composto 2c as modificagOes estruturais realizadas foram de reducdo das carbonilas.
Dessa forma, corroborando para o esforco em compreender os grupos funcionais necessarios
para manter e/ou aumentar a atividade, e possivelmente levar a agentes de controle de insetos
mais eficazes (BOHBOT et al., 2011a; CANTRELL et al., 2010).

Ja os compostos derivados de unidades da quitina 2-(acetilamino)-2-deoxi-,1,3,4,6-
tetraacetato (3a) e a-D-manopiranose, 4-azido-4-deoxi-,1,2,3,6-tetraacetato (4a), como a
construcdo da estrutura desses derivados foi baseada em inibidores da sintese de quitina e ha
necessidade de um maior periodo para avaliacdo da atividade destes compostos, ambos foram
avaliados diariamente por um periodo de 7 (sete) dias. Todavia, passados 6 (seis) dias havia
precipitacdo dos compostos e posteriormente morte das larvas, ndo possibilitando a correlagéo

entre a troca de cuticula, crescimento das larvas e acdo desses compostos (SUN et al., 2015).

E importante citar ainda, que, apesar de serem poucos derivados de cada série de
compostos e haverem poucos dados na literatura relacionados a atividade larvicida contra o
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Ae. aegypti, os compostos escolhidos foram analogs de substancias enddgenas do préprio
mosquito. Somado a isso, a resisténcia as substancias comumente utilizadas resulta na busca
por sustancias de carater estrutural e mecanismo de acdo diverso dos ja utilizados atrelada a
necessidade urgente para o desenvolvimento de alternativas para controlar esses importantes
vetores de doencas (CANTRELL et al., 2010).

E natural que uma relagdo coerente entre o os esqueletos estruturais, seus grupos
substituintes, interacdes seletivas com os alvos e atividade larvicida no organismo em
questdo, tornem-se impossibilitadas. No entanto, sabendo que a atividade é resultado da
molécula como um todo, ndo sendo dependente exclusivamente da presenca ou auséncia de
um grupo em especifico € possivel fazer correlagdes com as séries propostas (THOMAS,
2003).

Dessa forma, avaliando resultados do controle positivo, o temefos, que apresenta CLsg
de 0,002 ppm com ICy5% variando entre 0,002 a 0,003 ppm. Independentemente das CLso dos
compostos desenvolvidos que foram ativos serem milhares de vezes menos potentes, 0s
resultados expressam um avango nos estudos de derivados indolicos e isatinicos com
potencial atividade larvicida frente ao Ae. aegypti. Outroassim, ndo houveram mortes no

controle negativo, levando a ndo utilizacdo da formula de Abott.

Outros pontos importantes séo os relacionados as atividades larvicidas dos compostos
2,3-dihidro-1-[(4-metilfenil)sulfonil]-1H-indol (1d), 1-tosil-1H-indol-2,3-diona (2a) e N-
acetilisatina (2b). O primeiro é o mais ativo (CLsy 47,56 ppm) em larvas de Ae. aegypti da
linhagem Rockefeller, e demonstra também exercer seletividade ambiental entre organismo
alvo e ndo alvo. Estudos ecotoxicolégicos, demonstraram que 2,3-dihidro-1-[(4-
metilfenil)sulfonil]-1H-indol (1d) é atoxico para nduplios de Artemia sp., uma espécie nao
alvo essencial para o ecossistema aquatico, pois € base da cadeia alimentar desse. Porém, os
outros compostos 2a (CLsy 278,51 ppm) e 2b (CLsy 816,58 ppm) apresentaram pouca
seletividade entre os organismos com CLsy 315,31 ppm e CLsp 128,97 ppm, respectivamente

para artemias.

Diante disso, para o Centro de Referéncia em Artemia, sdo considerados ndo toxico
para Artemia sp. substancias que ndo causem mortes até 1000 ppm. Logo, o 2,3-dihidro-1-[(4-
metilfenil)sulfonil]-1H-indol (1d), com CLs, de 47,56 ppm para larvas de Ae. aegypti,

apresenta seletividade entre estes dois organismos. Enquanto o diflubenzuron, mostrou-se
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letal para nduplios de Artemia salina por coibir seu crescimento em concentragdes entre 0,13
e 1 ppb (partes por bilhdo) (GARTENSTEIN; QUINNELL; LARKUM, 2006).

5.2.2 Relagao estrutura atividade

A diferenca estrutural entre as trés séries de derivados e sua andlise qualitativa em
comparacdo com a atividade bioldgica dos mesmos sobre o organismo alvo, expressa por
meio da CLso, demonstra que a modificacdo do carater eletrdnico da molécula, e alteracéo do
ciclopentano com reducdo ou ndo das cetonas da isatina leva a inativacdo dos seus andlogos.
Para os derivados da quitina, sdo necessarios outros estudos especificos para estruturas que se
assemelham aos inibidores da sintese de quitina. As estruturas desses compostos e suas

respectivas CLsg estdo evidenciadas na figura 20.
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Figura 20: Moléculas sintetizadas e atividade bioldgica das mesmas frente a larvas de Ae. aegypti no estadio L3 expressas
em CLs, (ppm). Os derivados do indol (1) (1a e 1b), os diol derivados da isatina (2) (2c, 2d e 2e) e os derivados da quitina (3
e 4) (3ae 4a) apresentam CLsy> 1000 ppm
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Apesar da obtencdo de pouca diversidade de resultados quanto a atividade bioldgica
dos compostos sintetizados, a relacdo entre a atividade larvicida do N-tosilindol (MACEDO,

2015), a redugdo da atividade com 1d, e a atoxidade dos derivados 2-nitro (la), 2-
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nitrotosilado (1b), revela a posi¢cdo C-2 — C-3 do indol como um grupo farmacoéforo para a
atividade larvicida em Ae. aegypti. Pois, a remocdo da dupla ligacdo (C-2 — C-3) e a
introducao de grupos nitro em C-2 resultou em analogos menos potentes e inativos, enquanto
que o prototipo N-tosilindol apresenta uma CLsg de 0,244 ppm. Ou seja, a modificacdo em C-
2-C-3 reduz sua acdo, indicando que esta posicdo possa ser crucial na interacdo farmaco-
receptor e ndo deve ser modificada. O mesmo se da para os derivados da isatina, visto que, a
diferenca desta para o indol é a remocdo da dupla ligacdo C-2-C-3 do indol e introducéo de
dionas nestes carbonos. O indol sem substituintes € ativo contra larvas de Ae. aegypti
(CLso=76 ppm) enquanto a isatina € atdxica para estes artropodes. No entanto, a N-subtitui¢éo
com o tosil e acetilagdo da isatina, apresentaram aumento da toxicidade mesmo esta sendo em
altas concentracGes. Fato que corrobora para a importancia de fragmentos ja ativos contra
outras espécies e importancia da lipofilicidade da molécula (HAN; FANG; LI, 2002; LUCIA;
ZERBA; MASUH, 2013; MELIS et al., 2017).

As caracteristicas hidrofobicas em uma molécula sdo dessa forma, fundamentais para
desencadear atividade larvicida. A existéncia de grupamentos apolares em uma estrutura
molecular pode facilitar a passagem da substancia através da cuticula das larvas, atingindo o
alvo de maneira rapida (DIAS; MORAES, 2014; LIMA et al., 2014; LUCIA; ZERBA,
MASUH, 2013; SANTOS et al., 2010, 2011). Segundo Hansch, a atividade contra larvas do
Ae. aegypti aumenta com o aumento na hidrofobicidade de seus substituintes até um valor
6timo e apds esse valor, é reduzido. Outras propriedades fisico-quimicas também séo
relevantes para atividade biol6gica como o desenvolvimento de ligagfes hidrogénio e tipo de
conformacdo estrutural (HANSCH; VERMA, 2009; SOUSA et al.,, 2019). Estruturas
quimicas heterociclicas e aromaticas também atuam como produtos promissores ao estudo do

comportamento ecoldgico desses artropodes (BOHBOT et al., 2013b).

As evidéncias que sugerem as posi¢cbes C-2-C-3 como sitios farmacéforos sdo
confirmadas ao considerar a validade e invalidade de proposi¢cbes para a relacdo da
modificagdo dessas regides e as diferentes fases que as substancias devem passar para
desempenhar a atividade larvicida. Essas hipoOteses ressoam as etapas de relacdo entre a
substancia e 0 organismo, sua passagem atraves da cuticula do vetor e ligacdo com sitios

receptores.

Levando em consideracdo 0 momento em que a substancia e o organismo terdo

contato, a introducdo de grupo nitro pode ter dificultado a absorcédo cuticular por difusdo
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devido dependéncia do grau de ionizagdo da molécula e com isso &rea da superficie de
absorcdo. Como a membrana cuticular das larvas € lipoide, as substancias solGveis em lipidios
difundem-se de modo mais facil (FARNESI et al., 2012, 2015; FURLANETTO; TAVARES,
2003). Logo, a atividade bioldgica de substancias resulta, basicamente, de sua interacdo com a
biofase. Esta interacdo é diretamente dependente de propriedades fisico-quimicas que
modulam o estabelecimento das interagdes farmaco-receptor. Assim, as propriedades fisico-
quimicas que mais influenciam essas interacdes sdo a distribuicao eletronica, a conformacao
estrutural e a hidrofobicidade (FURLANETTO; TAVARES, 2003). Ademais, os valores de
coeficiente de particdo 6leo-agua (Log P) dos derivados foram reduzindo, sinalizando reducao
da afinidade lipofilica para eles. O Log P obtido conforme descrito na metodologia esta
relatado no quadro 1, para cada composto, inclusive para o indol, isatina e N-
acetilglicosamina.

Quadro 1: Valores decrescentes de coeficiente de particdo 6leo-agua (logP) de cada composto sintetizado e seu composto de
partida avaliado no REA.

Compostos CLsoppm  1Cosppm Log P
2-Nitro-1-(tosil)-1H-indol: 1b >1000 - 3,35
2,3-Dihidro-1-[(4-metilfenil)sulfonil]-1H-indol: 1d 47,56 36,08 - 2,44

50,26
1-Tosil-1H-indol-2,3-diona: 2a 278,51 235,68 — 2,27

325,07
1-Tosil-2,3-dihidro-1H-indol-2,3-diol: 2¢ >1000 - 2,25
2-Nitro-1H-indol: 1a >1000 - 2,25
Indol: 1 76 - 2,13
N-[2-(1,2-dihidroxi-etil)-fenil]-4-metil- >1000 - 1,82
benzenossulfonamida: 2d
2,3-Dihidro-1H-indol: 1c >1000 - 1,51
Isatina: 2 >1000 - 0,34
N-acetilisatina: 2b 816,58 794,01 0,29

837,10
N-[2-(1,2-dihidroxi-etil)-fenil]-acetamida: 2e >1000 - -0,17
2-(acetilamino)-2-deoxi-,1,3,4,6-tetraacetato: 3a >1000 >1000 -1,91
N-acetilglicosamina (3 — 4) >1000 - -2,32
a-D-Manopiranose,4-azido-4-deoxi-,1,2,3,6- >1000 - N&o
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tetraacetato: 4a encontrado

Fonte: Banco de dados do programa ChemDraw Ultra

A lipofilicidade destes derivados ndo foi fator diretamente determinante sobre a
atividade. Tendo o N-tosilindol (MACEDO, 2015) como estrutura promissora, este apresenta
LogP 3,51 enquanto o derivado atéxico 2-Nitro-1-(tosil)-1H-indol (1b) sintetizado no
presente trabalho possui LogP 3,35 muito similar ao do N-tosilindol. Assim, a introdugéo do
grupo nitro em C-2 néo foi bem tolerada, anulando a atividade referente ao seu andlogo. Outro
ponto é a diferenca entre a isatina e N-acetilisatina com LogP entre 0,34 e 0,29,
respectivamente. A isatina tem coeficiente de particdo maior que o do seu derivado, mas néo
apresentou atividade contra larvas de Ae. aegypti, ao passo que seu derivado acetilado e com

menor coeficiente mostrou-se ativo.

Além dessa observacao sobre a reducdo dos valores de logP, a dispersdo homogénea
dos compostos na mistura de Tween-80 (10% v/v), DMSO (30% v/v) e 4gua desclorada (70%
v/v) para cada 20 mg de composto em 1 mL de dispersdo, diminui os riscos de precipitacdo e
indisponibilidade do ativo para o desempenho da atividade larvicida. No entanto, para os
compostos 3a e 4a essa metodologia precisa ser revista devido ao grau de solubilidade dessas

moléculas e o periodo necessario para avaliar possiveis a¢des sobre o0 organismo alvo.

De acordo com a etapa de interacdo entre a substéncia e os receptores, a participacao
de C-2-C-3 do derivado indolico pode ser esperada considerando as caracteristicas
eletroquimicas do composto de partida, que podem ser passadas para o derivado tosilado da
indolina. Porém, para o nucleo da isatina que ndo possui atividade sem substituintes, a
interacdo intermolecular poderia se dar através de substituintes em N-1. Analisando as
estruturas da isatina (2), N-acetilisatina (2b) e 1-tosil-1H-indol-2,3-diona (2a) a introducdo de
fragmentos participantes de outras atividades bioldgicas proporcionou a molécula acréscimo
em sua atividade larvicida, porém quando foram feitas reducGes nas carbonilas essa acédo foi

anulada.

Diante desse cenario, questiona-se o poder do grupo tosila e acetila a otimizacéo da
atividade larvicida de 1d, 2a e 2b em relagdo ao indol e a isatina. Derivados do indol N-1
substituidos por grupos passiveis de hidrélise enzimética foram citados como ativos contra
pragas de plantacdes. Ainda que o tosil ndo tenha sido diretamente citado como um desses
substituintes, a participacdo de derivados sulfonicos foi destacada (GANGE, 1995). J& para 0

grupo acetil, a acetilagéo de hidroxilas em geral aumentou a atividade adulticida e larvicida
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contra Ae. aegypti em comparagédo aos compostos hidroxilados (PANDEY et al., 2013). Logo,
esperou-se uma acgdo similar para os derivados amidicos. Além disso, estudos de SAR
centrados no fragmento sulfona, observaram a atividade destes derivados como inibidores
seletivos de canal Ae Kirl (canais de potassio de retificador interno seletivos para Aedes).
Inclusive, o inibidor mais potente descrito até o momento possui um derivado sulfona e
grupos substituintes acila (RAPHEMOT et al., 2014).

Quanto as estruturas derivadas de unidades da quitina com fragmentos dos modelos
das BZU bipartidas, estes devem ser melhor estudados devido a sua baixa lipofilicidade e
tempo necessario para observar sua plena atividade, pois os inibidores da sintese de quitina
(BZU) possuem o mecanismo de acdo ndo neurotdxico. Nao obstante, a disponibilidade de
um sitio de acdo diferente dos inseticidas utilizados normalmente também permite que essas
moléculas sejam usadas como ferramentas importantes no manejo da resisténcia a programas
de inseticidas. Haja vista disso, o inicio da acdo das benzoilfenilureias é lento, com varios dias
sendo necessarios antes de qualquer reducdo ser observada no nimero de larvas, embora a

parada de alimentacdo das larvas geralmente ocorra muito antes (SUN et al., 2015).

Dessa forma, observando as estruturas ativas em trés por¢des é possivel depositar uma
maior confianca na acdo sendo decorrente de contribuicdes em conjunto do grupo tosil e
acetil, aliado a modicag6es discretas ou nenhuma altera¢do nos carbonos C2-C3 e ao nucleo
central do indol e da isatina. Para tanto, é sugerido que a regido do ciclopentano do indol faca
parte do grupo farmaco6foro desse, pois modificacdes demonstraram a existéncia de um padréo
na atividade larvicida (MACEDO, 2015; OLIVEIRA, 2018; THANABALU; POTER,;
HINDLEY, 1996). Apesar da limitacdo das moléculas quimicamente diversas propostas em
expor evidéncias mais concretas e interligadas sobre a relagdo estrutura-atividade entre
derivados do indol, isatina e quitina ao efeito larvicida em Ae. aegypti, os resultados
contribuem para ratificacdo de estruturas promissoras e seu desenvolvimento usando

abordagens convencionais de descoberta de novas substancias.

O numero de moléculas ativas foi pequeno e a relacédo entre estes também é reduzida.
Novas triagens com estruturas quimicamente diversas podem ser obtidas na busca de novos
prototipos promissores, como também estudos morfoldgicos das larvas quanto ao tipo de
modificagdo que estes compostos realizam sobre estes organismos. Estudos de relacéo
estrutura atividade quantitativo (REAQ), podem ser realizados com um nUmero maior de

estruturas quimicamente semelhantes a fim de verificar a influéncia de outros pardmetros
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sobre a atividade esperada. Assim, ensaios moleculares podem aproveitar os resultados ja
dispostos, a fim de viabilizar a busca por estruturas que atuem em um sitio de acao especifico.
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6 CONCLUSAO

Em suma, foram sintetizadas trés series de compostos quimicamente diversos,
utilizando abordagens convencionais de descoberta de novas substancias ativas contra o vetor.
Sendo derivados do indol (4 compostos), isatina (5 compostos) e quitina (2 compostos),
obtidos através de reacOes de acetilagdo, sulfonacdo e nitracdo. Dos onze compostos
sintetizados apenas nove foram caracterizados e avaliados contra larvas L3 do Ae. aegypti e

nauplios de Artemia sp.

Logo, obtendo alguns pontos de interesse. A tosilacdo em N-1 da indolina otimiza a
atividade larvicida desse sobre o Ae. aegypti em estadio L3 quando em comparacdo com o
indol (CLsp 76 ppm), ao formar N-tosilindolina, que apresenta CLso 47,56 ppm, no entanto,
ainda inferior ao seu analogo N-tosilindol com CLsy 0,244 ppm, anteriormente produzido no
laboratério. Segundo, que introducdes de grupos acetil e tosil em N-1 da isatina (CLso 816,58
e 278,51 ppm, respectivamente) proporcionam aumento da potencia a esta estrutura que sem
substituintes é atoxica para o vetor. Porém, modificacdes na regido central do anel inddlico e
isatinico por meio de introducdo de grupamentos C-2 ou reducgdo das cetonas (C2-C3) da
isatina e abertura do ciclopentano levam a formacdo de moléculas inativas frente a esse
organismo alvo. Por ultimo, sugere-se a identificacdo de um centro farmacoforo nas estruturas
ativas, correspondentes ao nucleo central da isatina e do indol, especificamente os carbonos
C-2-C-3.

Os analogos da isatina, 1-tosil-1H-indol-2,3-diona e N-acetilisatina exibiram baixo
potencial larvicida, mas apresentaram toxicidade em Artemia sp. (CLsp 315,31 e 128,97 ppm)
sendo pouco seletivos ao organismo alvo (Ae. aegypti). A molécula mais ativa foi a da série
do indol, com CLsp 47,56 ppm obtida através de hidrogenacdo (C2-C3) do indol e introducao
do grupo tosil em N-1, com alta seletividade para o organismo alvo e consequente baixa

toxicidade em Artemia sp. (CLspacima de 1000 ppm).

Dessa forma, é possivel identificar a isatina e o indol N-substituidos como moléculas
prototipo diretamente relacionadas a atividade biolégica contra o Ae. aegypti. Todavia, esse
trabalho sugere que novas triagens com substituicbes em outras por¢des dessas estruturas
possam ser realizadas sobre esses derivados ativos avaliando aumento ou reducéo da potencia
das mesmas, como também, avaliacdo de efeitos toxicos sobre organismos nédo alvo. Quanto
aos derivados da quitina, ha necessidade de estudos especificos sobre o tempo necessario para
observar sua plena atividade.
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