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RESUMO

Consideradas doencas virais de grande reemergéncia no mundo, a
dengue, chikungunya e zika tém como principal vetor o Aedes aegypti (L.)
(Diptera:Culicidae). O controle vetorial baseado em larvicidas é uma medida
importante de prevenir a transmissao de tais infecgdes. Um grande desafio nas
formas de controle desse artropode esta na baixa sensibilidade de sua
populacdo através do uso de larvicidas convencionais. Assim, o inseto adquire
resisténcia, reduzindo a eficacia desses pesticidas. Consequentemente, levara
a um aumento nos riscos de toxicidade em organismos nao-alvo e uma alteracéo
ao meio ambiente. Uma alternativa para evitar problemas ocasionados pela
utilizacdo desses produtos é a pesquisa por NOvoS COmMpostos com menos
impacto ambiental e melhores beneficios a saide humana. O anel da molécula
do indol representa uma das subunidades com grande importancia na
descoberta de novos produtos pesticidas para o mercado farmacéutico. Por
reacdo de acilacdo de Friedel-Crafts, o C-3 deste anel torna suscetivel a reagir
guimicamente. Assim, foram sintetizados 12 analogos do indol como potenciais
agentes larvicidas contra o Ae. aegypti no seu 3° estagio larvar, seguido pela
avaliacao da toxicidade em nauplios de Artemia sp. Os compostos sintetizados
foram identificados por cromatografia em camada delgada analitica, purificados
em coluna cromatografica de silica gel 60 (utilizando o sistema binario Hexano:
Acetato de etila (90:10, v/v) como fase movel), e caracterizados por ponto de
fusdo, RMN de 3C e 'H (utilizando um pico de solvente residual ou TMS como
referéncia para os espectros de RMN H), espectro de massas e infravermelho.
Os bioensaios foram realizados utilizando 20 larvas por teste, copos
descartaveis contendo 20 mL da solucdo teste em triplicata. Derivados de
cadeias laterais alifaticas ramificadas foram mais potentes que os demais, e 0s
lineares exibiram oscilacdo de poténcia conforme acréscimo das cadeias de
metileno. Ensaios de toxicidade apontaram que a (3-clorofenila)1l-(1H-indol-3-
ila)metanona, com poténcia larvicida moderada (CLse = 50,59 ppm), exibiu o
maior indice de seletividade (IS >19,7), sendo menos toxico para Artemia sp do
gue para o Ae. aegypti. As relacdes entre mudancas estruturais dos derivados
do indol e seus resultados de CLso fornecem informac¢des que podem contribuir
para a compreensao da influéncia de propriedades fisico-quimicas na acao
larvicida desta classe de compostos, sem prejuizos ao ecossistema.

Palavras-chave: Indol, Dengue, Chicungunya, Zika, Atividade larvicida e

Atividade toxicoldgica.
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Considered viral diseases of major re-emerging in the world, the dengue,
chikungunya and Zika have as the main vector Aedes aegypti (L.) (Diptera:
Culicidae). Larvicidal vector control is an important measure to prevent the
transmission of such infections. A major challenge in the control of this arthropod
is the low sensitivity of its population through the use of conventional larvicides.
Thus, the insect acquires resistance, reducing the effectiveness of these
pesticides. Consequently, it will lead to an increase in the risks of toxicity in non-
target organisms and a change in the environment. An alternative to avoid
problems caused by the use of these products is the search for new compounds
with less environmental impact and better benefits to human health. The indole
molecule ring represents one of the subunits of great importance in the discovery
of new pesticide products for the pharmaceutical market. By Friedel-Crafts
acylation reaction, the C-3 of this ring makes it susceptible to chemically react.
Thus, 12 indole analogues were synthesized as potential larvicidal agents against
Ae. aegypti in its 3™ larval stage followed by the evaluation of the toxicity in nauplii
of Artemia sp. The compounds were identified by analytical thin-layer
chromatography, purified on a silica gel 60 chromatographic column (using the
Hexane: Ethyl acetate (90:10, v / v) binary system as the mobile phase) and
characterized by melting point, 3C and 'H NMR (using a residual solvent peak
or TMS as reference for 1 H NMR spectra), mass spectrum and infrared.
Bioassays were performed using 20 larvae per test, disposable cups containing
20mL of the test solution in triplicate. Branched aliphatic side chain derivatives
were more potent than the others were, and the linear ones exhibited potency
oscillation as the addition of the methylene chains. Toxicity tests indicated that
(3-chlorophenyl)1-(1H-indol-3-yl)methanone, with moderate larvicidal potency
(LCso = 50.59 ppm), showed the highest selectivity index (Sl >19.7), being less
toxic to Artemia sp. than Ae. aegypti. The relationships between structural
changes in indole derivatives and their LCso results provide information that may
contribute to the understanding of the influence of physicochemical properties on
the larvicidal action of this class of compounds, without damage to the
ecosystem.

Keywords: Indole, Dengue, Chikungunya, Zika, Larvicidal activity, Toxicological
activity.
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1. INTRODUCAO

Dengue, chikungunya e zika constituem trés grandes doencas virais com
epidemias recorrentes no mundo (Barnay et al., 2016). A primeira, caracterizada
como uma doenca febril, a segunda, por apresentar um quadro clinico de dores
articulares, adquirindo uma aparéncia curvada em doentes acometidos e a
terceira € especificada por ser uma enfermidade autolimitada relacionada a
erupcgao cutanea, condicdes neuroldgicas e aumento das taxas de microcefalia
em recém-nascidos (Liu et al., 2017).

Os principais vetores das enfermidades acima mencionadas sao
espécies do género Aedes, em especial o Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae),
identificado por apresentar manchas brancas nas pernas e uma marca sobre o
térax, na forma de uma lira (Engdahl et al., 2015; Garcia et al., 1969; Weaver et
al., 2016). Seu ciclo de vida compreende quatro estagios: ovo, larva, pupa e
adultos (Beserra et al., 2009). Para completar o desenvolvimento e
amadurecimento dos ovos, a fémea deste mosquito ingere nutrientes e
hormoénios do sangue de vertebrados, particularmente o sangue de humanos
(Talyuli et al., 2015).

A incidéncia de condicdes neuroldgicas, tais como a meningoencefalite
e a sindrome de Guillain-Barré, foi associada a infeccdes pelo ZIKV (Araujo et
al., 2016; Carteaux et al., 2016). Além disso, evidéncias cientificas e
epidemioldgicas comprovaram a presenca de uma sequéncia viral do ZIKV em
cérebro dos fetos de gestantes infectadas por este virus. Diagndsticos incluiram
atrofia, com calcificacdes presentes sobre a substancia branca do cérebro fetal
gue resultam em microcefalia (Oliveira Melo et al., 2016; Rubin et al., 2016).

O controle vetorial baseado em larvicidas é uma medida importante de
prevenir a transmissao de tais infeccdes. Dentre os larvicidas aprovados para
uso, no Brasil, citam: o inibidor da acetilcolinesterase (AchE), como o temefés;
os inibidores da sintese de quitina, como novaluron e diflubenzuron; toxinas de
bactérias, utilizadas em locais de procriacdo, como Bacillus thuringiensis
israelensis (B.t.i.) e Bacillus sphaericus (Guzman e Kouri, 2002; Grigoraki et al.,
2016; Vontas et al., 2012); além dos reguladores do crescimento de insetos
(RCIs), como metopreno e piriproxifeno. Este é atualmente utilizado em

substituicdo a toxina do B.t.i. Ademais, ja foi aprovada uma vacina contra
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dengue, a Dengvaxia™ (Recker et al., 2016), mas apresenta limitacdes no seu
uso.

Porém, um grande desafio nas formas de controle desse artropode esta
na baixa sensibilidade de sua populagdo através do uso de larvicidas e
inseticidas convencionais. Assim, o inseto adquire resisténcia, reduzindo a
eficacia desses pesticidas (Bellinato et al., 2016; Brito et al., 2013; Khan et al.,
2016; Rodriguez et al.,, 2012). Com isso, faz-se necesséario aplicactes
crescentes de pesticidas ou a troca de um pesticida para outro.
Consequentemente, levarda a um aumento nos riscos de toxicidade em
organismos nao-alvo e uma alteracdo ao meio ambiente (Cunningham, 1976;
Vieira Santos et al., 2017).

Uma alternativa para se evitar problemas ocasionados pela utilizagcéo de
agentes pesticidas € a realizacdo de pesquisa por novos produtos com menos
impacto ambiental e melhores beneficios a saide humana. O anel da molécula
do indol representa uma das subunidades com grande importancia na
descoberta de novos produtos pesticidas para o mercado farmacéutico.

O indol e seus analogos apresentam uma variedade de atividades
biolégicas e farmacolbégicas comprovadas em literatura (El Ashry et al., 2013; Hu
et al., 2016; Licznerska e Baer-Dubowska, 2016; Nge et al., 2016; Teguh et al.,
2013), incluindo atividades repelente, atraente e inseticida (Bao et al., 2017,
Bohbot et al., 2011; Chen et al, 2016). Estudos prévios com o indol
demonstraram que a sua atividade € promissora (76 ppm) como agente larvicida.

Para determinar a toxicidade aguda de produtos quimicos frente a uma
espécie ndo-alvo, um teste simples com microcrustaceos tem sido utilizado e
representa um pre-screening para fornecer informagdes iniciais de toxicidade
ambiental. Estes ensaios sdo realizados através de um estudo prévio de
toxicologia em microcrustaceos Artemia sp. (Vanhaecke e Persoone, 1981).

Diante do exposto, o presente trabalho buscou a modificacdo na
molécula do indol por inclusdo de grupos funcionais em locais especificos a fim
de melhorar sua atividade larvicida frente a larvas do mosquito Ae. aegypti
(organismo alvo), além de determinar sua toxicidade aguda em organismos néo-
alvo (Artemia sp.). Com a finalidade de encontrar compostos mais potentes e
seletivos contra este vetor, sem prejuizos ao ecossistema.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
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2.1. DENGUE, CHIKUNGUNYA E ZIKA

O mosquito Aedes aegypti € considerado de alto valor epidemiolégico,
por ser o principal vetor de trés grandes arboviroses com elevados surtos de
infeccao registrados nos ultimos anos (Barbosa da Silva et al., 2002; Barreto and
Teixeira, 2008; Kraemer et al., 2015; Nogueira et al., 1990; Powers e Logue,
2007; Schatzmayr, 2000; Weaver e Forrester, 2015). Dengue, chikungunya e
zika vém apresentando consequéncias significativas a populacdo mundial e séo
consideradas importantes doencas virais transmitidas por artropodes (Maniero
et al., 2016).

O virus da dengue (DENV, figura 1) e zika (ZIKV, figura 2, pagina 26)
pertencem ao género Flavivirus, membro da familia Flaviviridae. O DENV possui
cinco sorotipos circulantes, sendo o DENV-5 isolado em Outubro de 2013
durante a triagem de amostras de um agricultor no estado de Sarawak, na
Malasia, e antigenicamente diferente dos demais sorotipos (Guzman e Kouri,
2002; Mustafa et al., 2015).

Figura 1: Criomicroscopia eletronica do virus Dengue.
Fonte: http://footage.framepool.com/en/shot/175282356-encefalitis-west-nile-virus-meningitis-

flavivirus

Infeccbes pela dengue podem variar de um grau assintomatico a um
estado grave. O periodo para aparecimento dos sintomas varia de 3 a 14 dias e
envolve febre alta, erupcdo cutdnea com manchas vermelhas. Na fase clinica da
doenca, além dos sintomas apresentados, tém-se dor de cabeca e mialgia; na
fase de febre hemorragica ou sindrome de choque de dengue, inclui perda de

fluidos extensa, hepatomegalia e choque.
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Isolado e identificado pela primeira vez em 1943 (Messina et al., 2014),
o DENV vem sendo disseminando por todo o mundo e o seu principal
condicionante é a variacdo nas condi¢Bes climaticas (Fernandes et al., 2016;
Silva et al., 2009a).

No Brasil, a introducéo da dengue com confirmacao laboratorial ocorreu
em meados de 1981 e 1982, na cidade de Boa Vista (Roraima), onde foram
isolados os sorotipos DENV-1 e DENV-4. A partir dai o pais ja vivenciou diversos
surtos epidémicos (Forattini, 1995; Schatzmayr, 2000; Schatzmayr et al., 1986).

Nas infeccdes pelo ZIKV, em sua maior parte, o individuo acometido
permanece assintomatico. Dentre as principais manifestacdes clinicas incluem:
febre de baixo grau, cefaléia, prurido, erupcdo maculopapular eritematosa,
conjuntivite ndo purulenta, mialgia e artralgia (Chang et al., 2016; Liu et al.,
2017).

Figura 2: Micrografia do virus Zika. As
particulas virais tém em torno de 40 nm
de diametro, com um nudcleo denso e
capsula exterior.

Fonte: https://www.cdc.gov/zika/

O virus Zika (ZIKV) foi isolado pela primeira vez em 1947 a partir de um
primata ndo humano, macaco rhesus, na floresta Zika (Uganda, Africa).
Posteriormente, em 1948, foi identificado a partir de mosquitos, ho mesmo
continente. Apesar da doenca ter sido conhecida por infectar humanos a partir
dos anos 50, somente em 1969, na Nigéria, este virus foi isolado de um ser
humano (Chang et al., 2016; Musso and Gubler, 2016).
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O primeiro caso de transmissao autdctone de ZIKV registrado no Brasil
ocorreu em maio de 2015. A ocorréncia crescente de casos de microcefalia em
bebés nascidos no pais comprova que ha uma forte relagéo entre a infecgéo pelo
virus e uma lesao cerebral. O surto do ZIKV apareceu paralelo a incidéncia de
casos de microcefalia em diversas regides brasileiras (Chang et al., 2016).

O virus da chikungunya (CHIKV, figura 3) pertence ao género Alphavirus,
membro da familia Togaviridade. Em sua grande maioria, pacientes com a febre
chikungunya é sintomatica, com um periodo de incubacédo de 2 a 4 dias e envolve
febre alta, erup¢des cutdneas e maculopapular, intensas dores e inchago nas
articulacées (pode estender a 3 anos, na fase cronica da doenca). Em casos

raros, pode apresentar retinite, mielite e meningoencefalite.

Figura 3: Criomicroscopia

eletrénica do virus

Chikungunya.
Fonte: http://www.genengnews.com/gen-news-highlights/developing-a-single-vaccine-for-
chikungunya-and-related-viruses/81251970

A doenca chikunnugya (CHIK) foi relatada pela primeira vez no sul da
Tanzania, localizada na Africa Oriental, em 1952 e, subsequentemente, o CHIKV
foi disseminado pela Africa subsaariana, sudoeste da Asia e pelo Pacifico,
provocando grandes surtos (Sudeep e Parashar, 2008; Weaver e Forrester,
2015).

A infeccdo por CHIKV normalmente é transmitida entre humanos pelos
vetores antropofilicos Ae. aegypti e Ae. albopictus. Quatro gendtipos CHIKV
foram identificados desde a sua descoberta em 1952. O primeiro registro de
transmissdo da febre CHIK nas Américas ocorreu em 2013, no Caribe. Em
seguida, em 2014 foi confirmada a ocorréncia no Brasil (Oiapoque) (Donalisio
and Freitas, 2015).
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2.2. CICLO BIOLOGICO DO VETOR

A ocorréncia do Ae. aegypti foi primeiramente descrita no Egito por
Linnaeus, em 1762 (Christophrs, 1960), estando 0 mosquito presente nos
tropicos e subtrépicos em praticamente todo o continente americano, no Sudeste
da Asia, e em toda a india (Kraemer et al., 2015). Pertencente ao filo Artropoda
(pés articulados), este vetor € identificado por apresentar manchas brancas nas
pernas e uma marca sobre o torax na forma de uma lira (Engdahl et al., 2015).
Esse inseto constitui um ciclo biolégico completo, ou seja, € holometabolo (fase
oval ao adulto) (figura 4) (Cardilya, 2012).

Aedes aegypti Iy
Adulto //
—
AL R
Wil N
et % Ok =D
Larval: ‘@ | £ R ; ®
: Larva2 "‘ ‘\ '3 Pupa
i Larva3: f ’\
Larva 4

Figura 4: Ciclo biologico do Ae. aegypti.
Fonte: http://pt.depositphotos.com/portfolio-4297405.html (Adaptado)

Os ovos do Ae. aegypti tém um comprimento aproximado de 1 mm, sé&o
depositados individualmente pela fémea na superficie de recipientes com agua
parada e adquirem uma coloracéo negra brilhante. O desenvolvimento completo
do embrido se d4 em 2 dias, em condi¢cdes de temperatura e umidade. Os ovos
sao capazes de resistir por mais de um ano em locais isentos de agua e se, em
contato com agua, pode haver eclosdo (Sanofi, 2007). Permitindo, assim, o seu
transporte a longas distancias tornando o principal meio de dispersdo do
mosquito (Silva et al., 2009).

A fase larvar € um periodo de alimentacdo e crescimento. Elas se
alimentam de substancias organicas, bactérias, fungos presentes na agua. Em

condigcdes de temperatura (25 a 29°C) e boa alimentagdo, essa fase pode
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alcancar 10 dias a algumas semanas. As larvas movimentam-se em forma de
“S” e é sensivel a movimentos bruscos.

A fase de pupa € quando ocorre a mudanca da fase larvar para a adulta
e tem duracéo de 2 dias, em condi¢des de temperatura. A pupa ndo se alimenta
e, raramente, é atingida por acao de larvicidas.

Na fase adulta, 0 macho e a fémea alimentam-se de néctar e sulcos
vegetais até o acasalamento. A partir de entdo, a fémea necessita de sangue
para a maturacdo dos ovos, que acontece geralmente durante o dia (Sanofi,
2007).

2.3. CONTROLE E RESISTENCIA DO VETOR

Até o momento, as medidas de saude publica mais eficazes estao
voltadas para o controle da populacdo de mosquitos pelo uso de larvicidas e para
a prevencao da exposicao direta do ser humano ao vetor (Engdahl et al., 2015;
Guidelines, 2009; Ramanibai et al., 2015).

Uma vacina contra dengue foi aprovada, a Dengvaxia™, porém,
apresenta eficacia de 60% e seu uso € restrito a individuos com idades entre 9
e 45 anos que vivem em areas endémicas e que ja foram infectados por, pelo
menos, um dos sorotipos do virus. Os fatores econémico e financeiro da
populacdo também limitam o seu uso (Recker et al., 2016).

Atualmente, de acordo com a OMS, o pesticida mais utilizado no Brasil
€ o piriproxifeno (1, figura 5, pagina 28). Regulador de crescimento de insetos
(RCI), o piriproxifeno é destacado por apresentar grande potencial para substituir
a toxina do Bacillus thuringiensis israelensis, a qual causou resisténcia a
populacdo do Ae. aegypti em um periodo de 2 meses (Belinato and Valle, 2015).
Este agente quimico interrompe o crescimento do inseto, inibindo o
desenvolvimento de suas caracteristicas adultas, como asa, maturacdo dos

orgaos reprodutivos e genitélia externa.
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Figura 5. Estrutura quimica do piriproxifeno (1).

Ha registros de varios locais que apresentaram uma emergéncia de
populacdes do Ae. aegypti resistentes aos produtos quimicos comumente
utilizados no Brasil e no mundo. Devido a este fator, faz-se necessério aplicacdes
crescentes de pesticidas ou a troca de um pesticida para outro, levando a um
aumento no risco de toxicidade em organismos ndo-alvo e alteracdo no meio
ambiente. Apesar desses indicios, as medidas efetivamente empregadas para o
controle de mosquitos ainda estdo voltadas ao uso de insticidas sintéticos.

O Laboratério de Quimica Farmacéutica (LQF), da Universidade federal
de Sergipe, vem trazendo resultados significativos, através de técnicas
modernas da quimica medicinal, na obtencdo de moléculas bioativas.
Compostos inéditos (uma vez pesquisados no banco de dados ScinFinder e ndo
encontrados, em scifinder.cas.org) sao sintetizados periodicamente por nossa

equipe no intuito de desenvolver novas classes de agentes larvicidas.

2.4. INDOL: PROPRIEDADES QUIMICAS E SEUS DERIVADOS

A molécula do indol (2, figura 6, pagina 29) apresenta importancia
significativa para o grupo de pesquisas do LQF. Derivado do aminoacido
triptofano, o indol tem em sua estrutura um anel aromatico heterociclico presente
em varias substancias essenciais as reacdes metabdlicas do vetor Ae. aegypti
(Bohbot et al., 2011; Han et al., 2002). Em estudos, esta molécula exibiu um

potencial larvicida favoravel (CLso= 76,0 ppm, 648 umolar) frente a larvas do Ae.
aegypti.
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Figura 6. Estrutura quimica do indol (2).

O bloqueio da via desse aminoécido resultaria em um déficit na produgéo
de compostos importantes para o desenvolvimento do artrépode, como a sintese
dos omocromos (pigmentos dos olhos de alguns insetos) e destoxificacdo de
espécies reativas contendo radical oxigénio (Han et al., 2002). Em determinadas
concentracdes o indol é toxico ao mosquito de Escherichia coli (Thanabalu et al.,
1996a), além de atrai-lo para meios contento larvicidas por ativar receptores
neuronais olfativos do vetor (Bohbot et al., 2011).

Relatos da literatura comprovaram uma variedade de atividades
inseticida, atraente e repelente do indol frente a insetos (Bohbot et al., 2011,
Chen et al.,, 2016b; Lai et al.,, 2017; Liu et al.,, 2017). Em determinadas
concentracdes este alcaloide demonstrou ser toxico a larvas das espécies Culex
guinquefasciatus e Ae. aegypti (Thanabalu et al., 1996 ) , 0 que levou a escolha
dessa substancia como sendo o protétipo das reacdes desta pesquisa.

Ranganatha e colaboradores (2013) provaram que uma série analoga
de indol (3a-3j) demonstrou atividades larvicidas satisfatorias contra Culex
guinquefasciatus, ganhando destaque a molécula 3j (R1=R2=R3= H, CLso= 1,63
ppm, 3,5 umolar) (figura 7, pagina 30).

H3C

0 Ry

R,=R,=H, R;=OCH, (3a)  R,=Br, R,=R;=H (3f)
R,=R,=H, R;=CH, (3b)  R,=R,=H, Ry=Br (3g)
R;=CH; R,=R;=H (3¢) R,=R,=H, R;=F (3h)

R,=R;=H,R,=CH, (3d)  R,=R;=Cl. R,=H (3i)

R,=R;=H, R,=CI (3¢) R,=R,=R,;=H (3j)
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Figura 7: Introducao de benzofenonas na molécula do metil-indol (3a-3j).

A principio, o grupo do LQF propds uma modificacdo no C-3 do indol,
pela introducdo de grupos amidicos. Esta molécula provou que apresenta
atividade larvicida moderada contra o Ae. aegypti (495 ppm). Além disso, um
estudo de REA com seus derivados (4a-4k, figura 8) mostrou um aumento de
até 640% na atividade larvicida, quando o nimero de carbonos da cadeia lateral
da amida é aumentado (Oliveira et al., 2014). Os efeitos deste grupamento foram
observados, sendo que a molécula N- (2- (1H-indol-3-il) etil)-2,2,2-
tricloroacetamida exibiu o maior pontencial larvicida (4k, CLso= 48,6 ppm, 159

pgmolar) (Oliveira et al., 2014).

R
o)
R= CH3 (4a) R= (CH2)4CH3 (4g)
R= CH2CH3 (4b) R= CH2Cl (4h)
R= (CH2)2CH3 (4¢) R= C(CH3)3 (4i)
R= CH(CH3)2 (4d) R= (CH2)5CH3 (4j)
R= (CH2)3CH3 (4¢) R= C(C1)3 (4Kk)

R= CH2CH(CH3)2 (4f)
Figura 8. Introducéo do grupamento amidico na

molécula do indol (4a-4k).

Estes resultados levaram a uma orientacdo do presente estudo. Com
isso, na busca de moléculas mais potentes, a equipe buscou uma alteracdo do

grupamento no C-3 do indol, obtendo derivados acilas (5a-5l, figura 9).
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R = CH; (5a) R = C(CHy); (5h)
R=CH,CH; (5b) R = CH,CH(CHz), (5i)
R = (CH,),CH; (5¢) R = CH,C(CH,); 5j)
R = (CH,);CH, (5d) R = C,H; (5k)

R = (CH,),CH; (5¢) R = CgH,(m-Cl) (51)

R =(CH,);CHj3 (5f)

R = CH(CHj), (5g)

Figura 9. Introducdo de grupamentos acilas

na molécula do indol (5a-5l).

Esta modificacdo ocorre através de uma reacdo de acilacao de Friedel-
Crafts (esquema 1, pégina 32), por adicdo do grupamento acila, numa
substituicdo eletrofilica aromatica (Solomons e Fryhle, 2012). Descoberta em
1877 pelos quimicos Charles Friedel e James Crafts, este tipo de reagéo envolve
0 uso de um catalisador atuando como ativador do eletrofilo, o qual tornara
deficiente em elétrons, com carga parcialmente positiva (carbocétion), apto a
sofrer um ataque pelo nucledfilo que, neste caso, trata-se de um composto

contendo anel aromatico (rico em elétrons 1), obtendo os compostos acilados.

/o cl 0
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Indol fon acila Indol 3-substituido
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Esquema 1. Reacéao de Friedel-Crafts.

Este tipo de reagao ocorre de forma regiossletiva, onde tem preferéncia
em regides na molécula com maior disponibilidade de pares de elétrons para

doar ao carbocation.

2.5. Artemia sp. E ECOTOXICOLOGIA

Estudos de toxicidade sao realizados como forma de avaliar ou prever
efeitos toxicos sobre os sistemas biologicos e a toxicidade relativa dos
compostos para 0 meio ambiente, através de um ensaio prévio de ecotoxicologia
sobre organismos vivos. Varias espécies devem ser utilizadas como organismos-
teste, a exemplo do microcrustaceo Artemia sp., peixes e plantas.

Por ser de manipulacao relativamente simples em laboratério e de ampla
distribuicdo, a Artemia sp. vem sendo extensamente utilizada como um indicador
em testes agudos de toxicidade (Silva et al., 2016). Sendo assim, este bioensaio
ocorre de forma répida, com baixo custo econdmico e alta reprodutibilidade
(Nunes et al., 2006).

A Artemia sp. € uma espécie de microcrustaceo de agua salgada,
pertencente ao filo Arthropoda (Lima, 2009). Seu ciclo de vida ocorre ente 1 e 3
semanas e compreende ovos, ovos secos (cistos), larvas (nauplios) e adultos
(macho e fémea).

Estudos de letalidade com esta espécie sdo relatados em literatura.
Toxicidade de plantas usadas na medicina tradicional € citada por Miao e
colaboradores (Miao et al., 2012). Toxicidade em agentes molucicida e larvicida
€ explicada por Luna e colaboradores (2005); e inseticida por Uchida e
colaboradores (2005) (Miao et al., 2012; Uchida et al., 2005).

Em estudos prévios, metil cinamato exibiu toxicidade semelhante frente
a nauplios de Artemia salina e larvas de Ae. aegypti (35,5 e 35,4 ppm,
respectivamente), um indicativo de toxicidade ambiental elevada (Fujiwara et al.,
2017). Piriproxifeno, um larvicida comercial atualmente utilizado no controle do
Ae. aegypti, demonstrou ser extremamente téxico a A. salina na concentragcao
acima de 0,001 ppm (Vieira Santos et al., 2017). Diflubenzuron causa alteracéo
nos perfis de reprodutibilidade da A. salina em concentrac¢des entre 0,001 e 0,01

ppm e mortalidade acima de 0,01 ppm (Cunningham, 1976).
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2.6. ESTUDOS DE REA E RQEA

A maioria dos farmacos age num sitio especifico, seja enzima ou
receptor. Com isso, compostos estruturalmente semelhantes tendem a
apresentar mesmas atividades farmacologicas, porém podem exibir diferentes
poténcias e efeitos colaterais e, em alguns casos, diferentes atividades. Essas
diferencas estruturalmente relacionadas s&o comumente conhecidas como
Relacdo Estrutura-Atividade (REA) ou Structure-Activity Relationship (SAR)
(Korolkovas, 1977).

O estudo de REA de um composto protétipo e de seus analogos visa
determinar partes da estrutura do prot6tipo responsaveis por sua atividade
biolégica (farmacdéforo) e por seus efeitos colaterais. Estas informacfes também
sdo utilizadas para o desenvolvimento de novos farmacos com atividade
aumentada, atividade diferente e menos efeitos colaterais indesejados.

As REAs séo determinadas fazendo pequenas alteracfes na estrutura
do protétipo e avaliagdo do efeito que esta pequena alteragdo teve sobre a
atividade biolégica. Algumas modificacdes estruturais especificas utilizadas séo:
dimensdo e conformacdo no esqueleto de carbono, natureza e grau de
substituicdo e estereoquimica do prototipo. Varios compostos prototipos ja foram
investigados, sendo possivel fazer generalizagcbes amplas sobre os efeitos
bioldgicos de alteracdes estruturais especificas.

Quanto a alteracdo no tamanho e conformacédo, pode-se modificar a
estrutura de uma molécula alternando o niumero de grupamentos metileno (-CHz)
nas cadeias e nos anéis; aumentando ou diminuindo o grau de insaturacao; ou
introduzindo ou removendo um sistema de anel.

Quanto a introducédo de novos substituintes, pode-se incluir grupamentos
alquilicos, influenciando no aumento da lipofilia (tendéncia de acumulo nos
tecidos adiposos) e no aumento ou reducdo das taxas de metabolismo dos
farmacos. A adicdo de halogénios, por exemplo, aumentando a lipofilia;
grupamentos hidroxilas que também influencia no metabolismo; grupamentos
basicos como aminas, amidinas, guanidinas podem favorecer a interacdo com o
sitio alvo por ligacédo idnica ou ligacdo de H; grupos acidos carboxilicos e

sulfénicos acometendo o aumento da hidrofilia com maior facilidade de
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eliminacdo e na auséncia de efeito na atividade, respectivamente; e, por fim, a
introducdo de grupos tidis, sulfetos e outros contendo enxofre Sdo poucos
utilizados e agem na melhora da quelacdo de metais (Barreiro e Fraga, 2008).

As propriedades fisico-quimicas de compostos orgéanicos influenciam
diretamente na atividade farmacoldgica, isso se deve pelo fato de que a interacéo
do ligante com o receptor seja regida pelas forcas intermoleculares que agem no
momento deste acoplamento, sendo estas de natureza hidrofébica, eletrbnica e
estereoquimicas. Assim a atividade biologica est4d associada a interacdes
intermoleculares que ocorrem durante os processos de absorcéo, distribuicao e
biotransformacéo e/ou na propria interacdo farmaco-receptor, sendo este o
paradigma que fundamenta o estudo da Relacdo Quantitativa entre a Estrutura
e Atividade (RQEA). O objetivo principal dos estudos de QSAR é racionalizar e
aperfeigoar a busca por compostos promissores, ou seja, com o intuito de testar
compostos com determinadas propriedades ja conhecidas que serdo
fundamentais para uma atividade biolégica satisfatoria.

Em estudos de REAQ, Oliveira e colaboradores (2014) provaram que
derivados amidicos da triptamina exibiram um aumento de até 640% na atividade
larvicida frente a larvas do Ae. aegypti quando o nimero carbonos da cadeia
lateral da amida é aumentado, sendo a lipofilicidade responsavel por esta
melhora na atividade (Oliveira et al., 2014).

Assim, o indol foi escolhido para ser o composto padrao para estudos de
REA e RQEA por apresentar em sua estrutura quimica um anel heterociclico,
sendo a posicdo 3 do anel inddélico com maior disponibilidade para reagir
quimicamente, possibilitando uma variedade de derivados sintéticos. E com os
resultados obtidos da CLso, através dos ensaios larvicida realizados, em estudos
posteriores, podera ser possivel construir modelos matematicos que relacionem
duas variaveis quantitativas (atividade biolégica/ atividade de toxicidade
ambiental e parametros fisico-quimicos) de uma série de compostos analogos

ao indol.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL
Realizar estudos de sintese e Relacdo entre a Estrutura e a Atividade
(REA) e de Toxicidade de novos derivados do ind 3-substituidos frente ao Ae.

aegypti e Artemia sp.

3.2. ESPECIFICOS

e Sintetizar derivados do indol, sendo estes:

e Série com cadeia lateral alquilica:
= 1-(1H-indol-3-ila)etanona (5a);
» 1-(1H-indol-3-ila)propan-1-ona (5b);
» 1-(1H-indol-3-ila)butan-1-ona (5c¢);
» 1-(1H-indol-3-ila)pentan-1-ona (5d);
* 1-(1H-indol-3-ila)hexan-1-ona (5e);
» 1-(1H-indol-3-ila)heptan-1-ona (5f);
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» 1-(1H-indol-3-ila)-2-metilpropan-1-ona (59);
» 1-(1H-indol-3-ila)-2,2-dimetilpropan-1-ona (5h);
» 1-(1H-indol-3-ila)-3-metilbutan-1-ona (5i);
» 1-(1H-Indol-3-ila)-3,3-dimetil-butan-1-ona (5j).
e Série com cadeia lateral aromatica:
» 1-(1H-indol-3-ila)(fenil)metanona (5k);
= (3-clorofenila)-(1H-indol-3-ila)-metanona (5I).
e Caracterizar os compostos sintetizados;
e Determinar a concentragao letal 50% (CLso) dos compostos sintetizados
frente a larvas do Ae. aegypti;
e Determinar a CLso dos compostos sintetizados frente a nauplios de
Artemia sp.;
e Determinar o indice de seletividade (IS) dos compostos sintetizados;
e Realizar uma relacdo prévia entre a estrutura e a atividade observada dos

compostos.

4. EXPERIMENTAL

A etapa quimica e biolégica deste trabalho foi desenvolvida no
Laboratorio de Quimica Farmacéutica (LQF), da Universidade Federal de
Sergipe (UFS). E as caracterizagBes quimicas foram realizadas em colaboracéo
com a Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e a University of
Toronto (UofT).

4.1 ESPECIFICACOES DOS MATERIAIS E EQUIPAMENTOS
4.1.1. Aparelhos utilizados

e Balanca analitica (Marconi AW 220);

e Placa de aquecimento com agitacdo magnética (Fisatom modelo 753A);
e Evaporador rotativo (Logen Scientific LSRE- 5299);

e Banho ultra termostatico (Quimis Q214M2);

e Lampada de ultravioleta (ViberLourmat CN- 6);
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4.1.2.

Ponto de fusao (Logens cientific PFM ll);

Concentrador a vacuo (Labconco modelo 117);

Aparelho de Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear- RMN

(Bruker spectrometer- 400);

Aparelho de Espectroscopia por Infravermelho (Bruker Alpha em KBr);

Aparelho de Espectrometria de Massas (micrOTOF Il - ESI-TOF com

bomba de infusdo com fluxo 300 pL/h).
Substancias, reagentes e outros materiais utilizados

Indol (Sigma Aldrich);

Cloreto de acetila (Sigma Aldrich);

Cloreto de propionila (Sigma Aldrich);
Cloreto de butirila (Sigma Aldrich);

Cloreto de isobutirila (Sigma Aldrich);
Cloreto de valeroila (Sigma Aldrich);

Cloreto de hexanoila (Sigma Aldrich);
Cloreto de heptanoila (Sigma Aldrich);
Cloreto de dimetilacetila (Sigma Aldrich);
Cloreto de trimetilacetila (Sigma Aldrich);
Cloreto de 2,2-dimetilbutirila (Sigma Aldrich);
Cloreto de benzoila (Sigma Aldrich);

Cloreto de 3-clorofenila (Sigma Aldrich);
Tetracloreto de estanho (SnCls- Sigma Aldrich);
Diclorometano (CH2Cl);

Nitrometano (CHsNO2);

Hexano (CH3(CHz2)4aCHs- Dinamica);

Acetato de etila (C4HsO2-Vetec);

Sulfato de sédio anidro (Na2SO4- Vetec);
Silica gel 60, ART 7734 da Sigma Aldrich (0,063-0,200 mm);
Tween 80 (Vetec);

Dimetilsuféxido (CH3)2SO- DMSO- Synth);
Temefés (Padrao analitico- Sigma Aldrich);

Pipetas automaticas (Ecopipette™);
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Todos os reagentes e solventes utilizados para as sinteses séo de grau

P.A. (Para Analise), exceto quando especificado.
4.1.3. Métodos cromatograficos

As Cromatografias em Camada Delgada Analitica (CCDA) foram
realizadas utilizando cromatofolhas de silica gel da marca Sigma Aldrich. Este
tipo de cromatografia consiste na separacédo de uma mistura através da migracao
de seus componentes sobre uma camada delgada adsorvente (fase
estacionaria).

As placas de CCDA possuiam, aproximadamente, 5 cm de altura e a
largura variava de acordo como numero de amostras aplicadas. Para serem
analisadas, as amostras foram eluidas em um solvente volatil e a aplicagéo foi
realizada utilizando um tubo capilar. Apds a aplicacdo das amostras, a placa foi
introduzida em uma cuba de vidro contendo o sistema binario de solventes
apropriado (fase movel, Hexano: Acetato de etila (90:10, v/v)). Assim, a fase
movel ascendeu, por capilaridade, até a extremidade superior arrastando os
compostos para a devida separagao. Por fim, a placa foi retirada e seca ao ar ou
ao calor.

Um processo de revelacédo das amostras foi realizado, para que pudesse
ser identificado manchas correspondentes aos compostos. ApGs secar ao ar
livre, a placa cromatografica foi posta num revelador U.V. (Ultravioleta) com
indicador de fluorescéncia (PF2s4). Em seguida, a placa foi aquecida com um
secador de ar quente para posterior revelacdo individual em anisaldeido
(revelador para compostos carbonilicos), vanilina (revelador com variedade de
coloracdes em diferentes grupos funcionais) e niidrina (revelador para aminas).
Com este processo, foi possivel monitorar todas as reac6es e calcular o fator de
referéncia (relacédo entre a distancia percorrida pela substancia e a corrida do
solvente) de cada produto obtido.

A técnica de Cromatografia em Coluna (CC) foi utilizada para purificar os
compostos organicos, remover o material de partida e isolar o produto desejado
de cada reacdo qu. Sendo assim, foi empregada como fase estacionaria silica
gel 60 da marca Sigma Aldrich, de particulas com dimensées entre 0,063-0,200

mm, sendo empacotadas dentro de colunas de vidro cilindricas de dimensodes
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variadas de acordo com a quantidade de composto a ser purificado. Como fase
movel, utilizou-se o sistema binario Hexano: Acetato de etila (90:10, v/v). Os
varios componentes das amostras foram separados através da interacao
diferenciada com a fase movel e a fase estacionaria. Os compostos polares
interagem mais fortemente que os apolares, ficando mais retidos e sendo eluidos

posteriormente.
4.1.4. Métodos espectrométricos

As analises de ponto de fusdo foram determinadas no aparelho Logen
Scientific e ndo estdo corrigidas, no Laboratorio de Quimica Farmacéutica, da
UFS. O ponto de fuséo das substancias foi determinado pela temperatura a qual
passam do estado sélido para o estado liquido. Uma substancia funde a uma
temperatura bem definida, sendo uma caracteristica de qualquer substancia
cristalina.

A faixa de fuséo foi observada através da visualizacdo do inicio da fusao
do primeiro cristal até ndo se observar a forma cristalina. A fuséo foi realizada
dentro de capilares de vidro com auxilio de lente para ampliagdo do campo
visual, em aparelho de ponto de fusao.

Os espectros de RMN de 13C e 'H foram registrados num espectrometro
Brucker Avance (400 MHz para *H), no Laboratério de Ressonancia de
Magnética Nuclear, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os
deslocamentos quimicos foram relatados em ppm (8) e as constantes de
acoplamento relatadas em Hz, utilizando um pico de solvente residual ou TMS
como referéncia para os espectros de RMN 'H. Como padrdes de divisdo, foram
designados da seguinte maneira: br.s.("broad singlet”, singleto amplo),
s(singleto), d(dubleto), dd(duplo dubleto), t(tripleto), dt(duplo tripleto),
g(quarteto), dg(duplo quarteto), gin(quinteto), dquin(duplo quinteto), sxt(sexteto),
m(multipleto).

Os espectros de FT-IR foram realizados no aparelho Bruker Alpha em
pastilha de diamante da UofT. E os espectros de massa foram determinados no
espectrometro micrOTOF II-ESI-TOF com bomba de infusdo com fluxo de 300
pL/h, na FCFRP-USP. O método empregado para se obter os espectros de
massas foi o Electrospray (ESI), e o pico [M*+ Na*] foi observado.
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4.2. SINTESE DE DERIVADOS DO INDOL

/o cl 0
Cl
7 \ /
+ Sn ©
\ ~ _— SHCIS + C
Cl | Cl ®\R
Cl
Cloreto de acila Tetracloreto de Estanho ion acila
C/R C/R
N /7
‘ + g\ —_— , ———> + SnCly
= N R .
H
Indol fon acila Indol 3-substituido

Esquema 2. Mecanismo da sintese dos derivados inddlicos 3-substituidos, via reacdo de

Friedel-Crafts.

4.2.1. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)etanona (5a)

o
\ CH,Cl,, SnCl, \
'
CH5COCI, CH3NO,
N
H N

2 LY:}

Esquema 3. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)etanona (Yang et al., 1997).

A um baléo de fundo redondo foi adicionado nesta ordem sob agita¢ao:
indol (1 g, 8,5 mmol), DCM (17,1 mL), cloreto de acetila (8,8 mmol) gota a gota,
nitrometano (12,8 mL) e SnCls (10,9 mmol) sob atmosfera de N2. A mistura
reacional foi agitada por 24 h a temperatura ambiente e acompanhada por
CCDA. Em seguida, foi adicionada agua destilada (30 mL) a mistura reacional,
a fase organica foi separada, extraida com DCM e agua, seca (Na2SOa4) e
evaporada até a secagem. O produto foi purificado por coluna cromatografica em
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silica gel 60, utilizando como eluente hexano:EtOAc (9:1). O fator de retencéo
(fr) obtido por CCDA foi de 0,5263, utilizando como solvente hexano:EtOAc (1:1),
de modo a obter 0,74 g, 4,7 mmol, 55% do produto final. P6 branco. Ponto de
fusdo 179-181°C. RMN 'H (CDCls, 400 MHz) 6 ppm: 8,83 (br. s., 1 H), 8,41 (d,
J=9,29 Hz, 1 H), 7,88 (d, J=2.93 Hz, 1 H), 7,44 (d, J=9,29 Hz, 1 H), 7,27 — 7,33
(m, 2 H), 2,57 (s, 3 H). RMN *3C (CDCls, 100 MHz) & ppm: 193,7, 136,3, 131,5,
125,4, 123,7, 122,7, 122,4, 118,6, 111,3, 27,6. IV (KBr, cm'): 1611 (C=0), 3154
(N-H). ESI/ EM (+ve) para Ci10HoNO (M+Na™): [calcd: 182,7], obtd: 182,06.

4.2.2. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)propan-1-ona (5b) (Esquema 4, pagina 42)

\ CH,Cl,, SnCl, o~ \

CH3CH,COCI, CH3NO,

Iz

N
H
2 5b

Esquema 4. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)propan-1-ona (Ottoni et al., 2001).

A um balédo de fundo redondo foi adicionado nesta ordem sob agitacao:
indol (1 g, 8,5 mmol), DCM (17,1 mL), cloreto de propanoila (8,8 mmol) gota a
gota, nitrometano (12,8 mL) e SnCls (10,9 mmol) sob atmosfera de N2. A mistura
reacional foi agitada por 24 h a temperatura ambiente e acompanhada por
CCDA. Em seguida, foi adicionada agua destilada (30 mL) a mistura reacional,
a fase organic foi separada, extraida DCM e agua, seca (Na2S0a4) e evaporada
até a secagem. O produto foi purificado por coluna cromatografica em silica gel
60, utilizando como eluente hexano:EtOAc (9:1). O fator de retencao (fr) obtido
por CCDA foi de 0,6842, utilizando como solvente hexano:EtOAc (1:1), de modo
a obter 1,03 g, 5,95 mmol, 70% do produto final. P6 branco. Ponto de fusao 169-
170°C. RMN H (CDCls, 400 MHZz) & ppm: 8,90 (br. s., 1 H), 8042 (d, J=9,29 Hz,
1 H), 7,90 (d, J=2,93 Hz, 1 H), 7,43 (d, J=9,29 Hz, 1 H), 7,27 — 7,34 (m, 2 H),
2,94 (q, J=7,34 Hz, 2 H), 1,29 (t, J=7,34 Hz, 3 H). RMN *3C (CDClIs, 100 MHz)
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ppm: 197,2, 136,3, 130,9, 125,5, 123,6, 122,6, 122,4, 117,8, 111,4, 33,0, 8,9. IV
(KBr, cm): 1630 (C=0), 3213 (N-H). ESI/ EM (+ve) para C1:H1:NO (M+Na*):
[calcd: 196,08], obtd: 196,07.

4.2.3. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)butan-1-ona (5¢) (Esquema 5, pagina 43)

\ CH,Cl,, SnCl, \
r

CH3(CH,),COCI, CH3NO,

N
H

Iz

2 5¢c

Esquema 5. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)butan-1-ona (Das et al., 2014).

A um baléo de fundo redondo foi adicionado nesta ordem sob agitacao:
indol (1 g, 8,5 mmol), DCM (17,1 mL), cloreto de butirila (8,8 mmol) gota a gota,
nitrometano (12,8 mL) e SnCls (10,9 mmol) sob atmosfera de N2. A mistura
reacional foi agitada por 24 h a temperatura ambiente e acompanhada por
CCDA. Em seguida, foi adicionada agua destilada (30 mL) a mistura reacional,
a fase organic foi separada, extraida DCM e agua, seca (Na2S04) e evaporada
até a secagem. O produto foi purificado por coluna cromatogréafica em silica gel
60, utilizando como eluente hexano:EtOAc (9:1). O fator de retencao (fr) obtido
por CCDA foi de 0,5238, utilizando como solvente hexano:EtOAc (7:3), de modo
a obter 1,49 g, 7,99 mmol, 94% do produto final. P6 branco. Ponto de fusdo 175-
178°C. RMN !H (CDCls, 400 MHz) & ppm: 8,95 (br. s., 1 H), 8,43 (d, J=8,80 Hz,
1 H), 7,89 (d, J=2,93 Hz, 1 H), 7,43 (d, J=8,80 Hz, 1 H), 7,26 — 7,33 (m, 2 H),
2,87 (t, J=7,34 Hz, 2 H), 1,84 (sxt, J=7,34 Hz, 2 H), 1,04 (t, J=7,34 Hz, 3 H). RMN
13C (CDCls, 100 MHz) & ppm: 196,7, 136,4, 131,1, 125,5, 123,6, 122,6, 122,4,
118,2, 111,4, 41,9, 18,6, 14,1. IV (KBr, cm™): 1625 (C=0), 3154 (N-H). ESI/ EM
(+ve) para C12H13NO (M+Na"*): [calcd: 210,10], obtd: 210,09.
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4.2.4. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)pentan-1-ona (5d) (Esquema 6, pagina 44)

\ CH,Cl,, SnCl, \
:

CH3(CH,)3COCI, CH3NO,
N
H

Iz

2 5d
Esquema 6. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)pentan-1-ona (Basset et al., 2012).

A um balédo de fundo redondo foi adicionado nesta ordem sob agita¢cao:
indol (1 g, 8,5 mmol), DCM (17,1 mL), cloreto de valeroila (8,8 mmol) gota a gota,
nitrometano (12,8 mL) e SnCls (10,9 mmol) sob atmosfera de N2. A mistura
reacional foi agitada por 24 h a temperatura ambiente e acompanhada por
CCDA. Em seguida, foi adicionada agua destilada (30 mL) & mistura reacional,
a fase organica foi separada, extraida DCM e agua, seca (Na2S0a4) e evaporada
até a secagem. O produto foi purificado por coluna cromatografica em silica gel
60, utilizando como eluente hexano:EtOAc (9:1). O fator de retencao (fr) obtido
por CCDA foi de 0,5714, utilizando como solvente hexano:EtOAc (7:3), de modo
a obter 1,06 g, 5,27 mmol, 62% do produto final. P6 branco. Ponto de fusdo 173-
176°C. RMN !H (CDCls, 400 MHz) & ppm: 8,81 (br. s., 1 H), 8,42 (d, J=8,80 Hz,
1 H), 7,89 (d, J=2,93 Hz, 1 H), 7,43 (d, J=8,80 Hz, 1 H), 7,26 — 7,34 (m, 2 H),
2,89 (t, J=7,58 Hz, 2 H), 1,79 (dt, J=15,16, 7,58 Hz, 2 H), 1,44 (dq, J=15.04, 7.38
Hz, 2 H), 0,97 (t, J=7,34 Hz, 3 H). RMN 13C (CDCls, 100 MHz) § ppm: 196,8,
136,3, 131,0, 125,5, 123,7, 122,6, 122,5, 119,9, 111,3, 39,7, 27,3, 22,7, 14.0. IV
(KBr, cm): 1618 (C=0), 3153 (N-H). ESI/ EM (+ve) para C13HisNO (M+Na*):
[calcd: 224,11], found: 224,10.

4.2.5. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)hexan-1-ona (5€) (Esquema 7, pagina 45)
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Esquema 7. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)hexan-1-ona (Basset et al., 2012).

A um baléo de fundo redondo foi adicionado nesta ordem sob agitacao:
indol (1 g, 8,5 mmol), DCM (17,1 mL), cloreto de hexanoila (8,8 mmol) gota a
gota, nitrometano (12,8 mL) e SnCls (10,9 mmol) sob atmosfera de N2. A mistura
reacional foi agitada por 24 h a temperatura ambiente e acompanhada por
CCDA. Em seguida, foi adicionada agua destilada (30 mL) a mistura reacional,
a fase organica foi separada, extraida DCM e agua, seca (Na2S0a4) e evaporada
até a secagem. O produto foi purificado por coluna cromatogréafica em silica gel
60, utilizando como eluente hexano:EtOAc (9:1). O fator de retencao (fr) obtido
por CCDA foi de 0,6250, utilizando como solvente hexano:EtOAc (7:3), de modo
a obter 0,80 g, 3,74 mmol, 44% do produto final. P6 branco. Ponto de fusao 154-
155°C. RMN *H (CDCls, 400 MHz) & ppm: 8,96 (br. s., 1 H), 8,40 — 8,46 (m, 1 H),
7,89 (d, J=2,93 Hz, 1 H), 7,43 (d, J=8,80 Hz, 1 H), 7,26 — 7,34 (m, 2 H), 2,88 (t,
J=7,34 Hz, 2 H), 1,81 (dq, J=7,46 Hz, 4 H), 1,29 — 1,45 (m, 2 H), 0,92 (t, J=6,85
Hz, 3 H). RMN 3C (CDClI3, 100 MHz) & ppm: 196,9, 136,4, 131,1, 125,5, 123,6,
122,6, 122,4, 118,2, 111,4, 40,0, 31,7, 25,0, 22,6,14,0. IV (KBr, cm™): 1617
(C=0), 3169 (N-H). ESI/ EM (+ve) para C14H17NO (M+Na*): [calcd: 238,13], obtd:
238,12.

4.2.6. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)heptan-1-ona (5f) (Esquema 8, pagina 46)
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Esquema 8. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)heptan-1-ona (Jacob).

A um baléo de fundo redondo foi adicionado nesta ordem sob agitacao:
indol (1 g, 8,5 mmol), DCM (17,1 mL), cloreto de heptanoila (8,8 mmol) gota a
gota, nitrometano (12,8 mL) e SnCls (10,9 mmol) sob atmosfera de N2. A mistura
reacional foi agitada por 24 h a temperatura ambiente e acompanhada por
CCDA. Em seguida, foi adicionada agua destilada (30 mL) a mistura reacional,
a fase organica foi separada, extraida DCM e agua, seca (Na2S0a4) e evaporada
até a secagem. O produto foi purificado por coluna cromatogréafica em silica gel
60, utilizando como eluente hexano:EtOAc (9:1). O fator de retencao (fr) obtido
por CCDA foi de 0,7619, utilizando como solvente hexano:EtOAc (7:3), de modo
a obter 0,86 g, 3,74 mmol, 44% do produto final. P6 branco. Ponto de fusdo 132-
135°C. RMN !H (CDCls, 400 MHz) & ppm: 8,65 (br. s., 1 H), 8,42 (d, J=8,80 Hz,
1 H), 7,88 (d, J=2,93 Hz, 1 H), 7,42 (d, J=9,29 Hz, 1 H), 7,26 — 7,33 (m, 2 H),
2,88 (t, J=7,34 Hz, 1 H), 1,80 (dt, J=15,16, 7,58 Hz, 1 H), 1,38 — 1,46 (m, 2 H),
1,20 - 1,36 (m, 6 H), 0,90 (t, J=7,09 Hz, 3 H).13C RMN (100 MHz, CDCls)  ppm:
196,6, 130,8, 127,0, 125,5, 123,7, 122,6, 122,5, 111,2, 40,0, 31,7, 29,7, 29,2,
25,2, 22,6, 14,1. IV (KBr, cm?): 1617 (C=0), 3153 (N-H). ESI/ EM (+ve) para
Ci1sH19NO (M+Na*): [calcd: 252,14], obtd: 252,13.

4.2.7. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)-2-metilpropan-1-ona (5g) (Esquema 9,
pagina 47)
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Esquema 9. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)-2-metilpropan-1-ona (Li e Gevorgyan, 2012)

A um balédo de fundo redondo foi adicionado nesta ordem sob agitacao:
indol (1 g, 8,5 mmol), DCM (17,1 mL), cloreto de 2-metilpropanoila (8,8 mmol)
gota a gota, nitrometano (12,8 mL) e SnCls (10,9 mmol) sob atmosfera de N2. A
mistura reacional foi agitada por 24 h a temperatura ambiente e acompanhada
por CCDA. Em seguida, foi adicionada &gua destilada (30 mL) a mistura
reacional, a fase organica foi separada, extraida DCM e agua, seca (Na2S0O4) e
evaporada até a secagem. O produto foi purificado por coluna cromatografica em
silica gel 60, utilizando como eluente hexano:EtOAc (9:1). O fator de retencéo
(fr) obtido por CCDA foi de 0,6429, utilizando como solvente hexano:EtOAc (7:3),
de modo a obter 0,52 g, 2,80 mmol, 33% do produto final. P6 branco. Ponto de
fusdo 124-127°C. RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & ppm: 8,98 (br. s., 1 H), 8,45 (d,
J=7,34 Hz, 1 H), 7,91 (d, J=1,47 Hz, 1 H), 7,43 (d, J=7,34 Hz, 1 H), 7,25 - 7,34
(m, 2 H), 3,37 (m, J=7,21 Hz, 1 H), 1,29 (dd, J=6,85, 1,96 Hz, 6 H). RMN 3C
(CDCls, 100 MHz) & ppm: 201,0, 136,5, 130,9, 125,8, 123,7, 122,6, 122,5, 116,9,
111,4, 37,2, 19,8. IV (KBr, cm): 1624 (C=0), 3172 (N-H). ESI/ EM (+ve) para
C12H13NO (M+Na™*): [calcd: 210.10], obtd: 210.09.

4.2.8. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)-2,2-dimetilpropan-1-ona (5h) (Esquema
10, pagina 48)
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Esquema 10. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)-2,2-dimetilpropan-1-ona (Liu and Liebeskind,
2008a).

A um balédo de fundo redondo foi adicionado nesta ordem sob agitacao:
indol (1 g, 8,5 mmol), DCM (17,1 mL), cloreto de 2,2-dimetilpropanoila (8,8 mmol)
gota a gota, nitrometano (12,8 mL) e SnCls (10,9 mmol) sob atmosfera de N2. A
mistura reacional foi agitada por 24 h a temperatura ambiente e acompanhada
por CCDA. Em seguida, foi adicionada agua destilada (30 mL) a mistura
reacional, a fase organica foi separada, extraida DCM e 4gua, seca (Na2S0a) e
evaporada até a secagem. O produto foi purificado por coluna cromatografica em
silica gel 60, utilizando como eluente hexano:EtOAc (9:1). O fator de retencéo
(fr) obtido por CCDA foi de 0,7381, utilizando como solvente hexano:EtOAc (7:3),
de modo a obter 0,65 g, 3,23 mmol, 38% do produto final. P6 branco. Ponto de
fusd0160-163°C. RMN 'H (CDClIz, 400 MHz) & ppm: 9,01 (br. s., 1 H), 8,53 (d,
J=9,29 Hz, 1 H), 7,93 (d, J=2,93 Hz, 1 H), 7,40 (d, J=8,80 Hz, 1 H), 7,26 — 7,31
(m, 2 H), 1,43 (s, 9 H). RMN 3C (CDClz, 100 MHz) & ppm: 203,1, 135,4, 130,4,
127,3, 123,5, 123,0, 122,5, 114,2, 111,1, 44,2, 28,9. IV (KBr, cm') 1609 (C=0),
3220 (N-H). ESI/EM (+ve) para C13H1sNO (M+Na”): [calcd: 224,11], obtd: 224,10.

4.2.9. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)-3-metilbutan-1-ona (5i) (Esquema 11,
pagina 49)
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Esquema 11. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)-3-metilbutan-1-ona (Yang et al., 1997).

A um baléo de fundo redondo foi adicionado nesta ordem sob agitacao:
indol (1 g, 8,5 mmol), DCM (17,1 mL), cloreto de 3-metilbutirila (8,8 mmol) gota
a gota, nitrometano (12,8 mL) e SnCls (10,9 mmol) sob atmosfera de N2. A
mistura reacional foi agitada por 24 h a temperatura ambiente e acompanhada
por CCDA. Em seguida, foi adicionada agua destilada (30 mL) a mistura
reacional, a fase organica foi separada, extraida DCM e agua, seca (Na2S0a4) e
evaporada até a secagem. O produto foi purificado por coluna cromatografica em
silica gel 60, utilizando como eluente hexano:EtOAc (9:1). O fator de retencao
(fr) obtido por CCDA foi de 0,6905, utilizando como solvente hexano:EtOAc (7:3),
de modo a obter 1,25 g, 6,20 mmol, 73% do produto final. Pé branco. Ponto de
fusdo 126-129°C. RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & ppm: 9,51 (br. s., 1 H), 8,46 (d,
J=8,80 Hz, 1 H), 7,89 (d, J=2,93 Hz, 1 H), 7,44 (d, J=8,31 Hz, 1 H), 7,26 — 7,33
(m, 2 H), 2,75 (d, J=7,34 Hz, 2 H), 2,37 (m, 1 H), 1,03 (dd, J=6,85 Hz, 6 H). RMN
13C (CDCls, 100 MHz) & ppm: 197,0, 136,6, 131,9, 125,5, 123,7, 122,6, 122,3,
118,5, 111,6, 49,1, 26,1, 22,9. IV (KBr, cm): 1628 (C=0), 3206 (N-H). ESI/ EM
(+ve) para C13H1sNO (M+Na™): [calcd: 224,11], obtd: 224,10.

4.2.10. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)-3,3-dimetilbutan-1-ona (5j) (Esquema 12,
pagina 50)
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Esquema 12. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)-3,3-dimetilbutan-1-ona (Inédito).

A um balédo de fundo redondo foi adicionado nesta ordem sob agitacao:
indol (1 g, 8,5 mmol), DCM (17,1 mL), cloreto de 3,3-dimetilbutirila (8,8 mmol)
gota a gota, nitrometano (12,8 mL) e SnCls (10,9 mmol) sob atmosfera de N2. A
mistura reacional foi agitada por 24 h a temperatura ambiente e acompanhada
por CCDA. Em seguida, foi adicionada &gua destilada (30 mL) a mistura
reacional, a fase organica foi separada, extraida DCM e agua, seca (Na2S04) e
evaporada até a secagem. O produto foi purificado por coluna cromatogréafica em
silica gel 60, utilizando como eluente hexano:EtOAc (9:1). O fator de retencéo
(fr) obtido por CCDA foi de 0,7143, utilizando como solvente hexano:EtOAc (7:3),
de modo a obter 1,63 g, 7,57 mmol, 89% do produto final. P6 branco. Ponto de
fusdo 156-160°C. RMN *H (CDCls, 400 MHz) & ppm: 11,90 (br. s., 1H), 8,34 (d,
J=2,2 Hz, 1H), 8,25 (d, J=6,49 Hz, 1H), 7,45 (d, J=8,20 Hz, 1H), 7,19 (m, 2H),
2,69 (s, 2H), 1,03 (s, 9H). RMN *3C (CDCls, 100 MHz) § ppm: 197,0, 136,6, 131,9,
125,6, 123,7, 122,6, 122,3, 118,5, 111,6, 49,1, 26,1, 22,9. IV (KBr, cm') 1608
(C=0), 3153 (N-H). ESI/ EM (+ve) for C14H17NO (M+Na*): [calcd: 238,13], obtd:
238,12.

4.2.11. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)(fenil)metanona (5k) (Esquema 13, pagina
51)
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Esquema 13. Sintese do 1-(1H-indol-3-ila)(fenil)metanona (Parvanak-Boroujeni and Parvanak,
2011).

A um balédo de fundo redondo foi adicionado nesta ordem sob agitacao:
indol (1 g, 8,5 mmol), DCM (17,1 mL), cloreto de benzoila (8,8 mmol) gota a gota,
nitrometano (12,8 mL) e SnCls (10,9 mmol) sob atmosfera de N2. A mistura
reacional foi agitada por 24 h a temperatura ambiente e acompanhada por
CCDA. Em seguida, foi adicionada agua destilada (30 mL) a mistura reacional,
a fase organica foi separada, extraida DCM e agua, seca (Na2S0a4) e evaporada
até a secagem. O produto foi purificado por coluna cromatografica em silica gel
60, utilizando como eluente hexano:EtOAc (9:1). O fator de retencao (fr) obtido
por CCDA foi de 0,5263, utilizando como solvente hexano:EtOAc (7:3), de modo
a obter 1,05 g, 4,76 mmol, 56% do produto final. P6 branco. Ponto de fusdo 127-
131°C. RMN H (CDClIz, 400 MHz) & ppm: 8,38 — 8,49 (t, 1 H), 7,85 (d, J=7,34
Hz, 1 H), 7,70 (d, J=2,93 Hz, 1 H), 7,41 — 7,61 (m, 1 H), 7,27 — 7,36 (m, 1 H),
4,10 (d, J=6,85 Hz, 1 H), 3,10 (m, 1 H), 1,60 (br. s., 1 H), 1,34 — 1,51 (m, 1 H),
1,12-1,29 (m, 1 H), 1,00 (d, J=6,36 Hz, 1 H). RMN *3C (CDCl3, 100 MHz) & ppm:
200,6, 145,3, 133,3, 131,1, 129,2, 128,7, 128,2, 126,5, 124,0, 122,7, 122,6,
111,2, 110,0, 108,3, 101,1. IV (KBr, cm™): 1636 (C=0), 3357 (N-H). ESI/ EM
(+ve) para CisH11NO (M+Na*): [calcd: 244,07], obtd: 244,07.

4.2.12. Sintese do (3-clorofenila)l-(1H-indol-3-ila)ymetanona (51) (Esquema
14, pagina 52)

50



Cl

\ CH,Cl,, SnCl, \
'

CeH4CICOCI, CH3NO,

N
H

Iz

2

Esquema 14. Sintese do (3-clorofenila)1-(1H-indol-3-ila)metanona (Zhang etsail., 2016).

A um balédo de fundo redondo foi adicionado nesta ordem sob agitag&o: indol (1
g, 8,5 mmol), DCM (17,1 mL), cloreto de 3-clorobenzoila (8,8 mmol) gota a gota,
nitrometano (12,8 mL) e SnCls (10,9 mmol) sob atmosfera de N2. A mistura
reacional foi agitada por 24 h a temperatura ambiente e acompanhada por
CCDA. Em seguida, foi adicionada agua destilada (30 mL) & mistura reacional,
a fase orgénica foi separada, extraida DCM e agua, seca (Na2S0a4) e evaporada
até a secagem. O produto foi purificado por coluna cromatografica em silica gel
60, utilizando como eluente hexano:EtOAc (9:1). O fator de retencao (fr) obtido
por CCDA foi de 0,5000, utilizando como solvente hexano:EtOAc (7:3), de modo
a obter 0,82 g, 3,23 mmol, 38% do produto final. P6 branco. Ponto de fusao 159-
161°C. RMN !H (DMSO-d6, 600 MHz) & ppm: 12,15 (br.s.,1H), 8,24 (d, J=6,97
Hz, 1H), 7,98 (d, J=2,93 Hz, 1 H), 7,73 — 7,76 (m, 2H), 7,66 — 7,68 (m, 1 H), 7,55
- 7,59 (m, 2H), 7,24 — 7,30 (m, 2 H). RMN 3C (DMSO-d6, 190 MHz) & ppm:
188,76, 166,56, 142,92, 133,81, 133,47, 133,14, 131,11, 130,87, 129,28,
128,37, 127,5, 123,79, 122,59, 121,88, 112,82. IV (KBr, cm): 1699 (C=0), 3082
(N-H). ESI/ EM (+ve) para CisH10NOCI (M+Na*): [calcd: 278,04], obtd: 278,03.

4.3ENSAIO LARVICIDA CONTRA Ae. aegypti

Os ensaios larvicidas foram realizados de acordo com a metodologia
descrita pela Organizacdo Mundial de Saude e adaptada por Santos et al. 2011
com modificagdes (Santos et al., 2011).

4.3.1 Obtencéo dos ovos
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Ovos de Ae. aegypti foram produzidos em insetario e mantidos secos,
aderidos em tiras de papel até o uso, utilizando larvas Rockfeller (sensivel ao

temefos) do vetor (Santos et al., 2011).

4.3.2 Ecloséao das larvas

Como preparacdo para 0S ensaios, tiras de papel contendo os ovos
foram postas em um recipiente retangular com agua e aproximadamente 500 mg
de racao para peixe Tetra Color Tropical Granules. O recipiente foi mantido no
insetario, com temperatura (26£2°C) e umidade relativa (60+10%) controladas,
de modo a permitir a eclosdo e o desenvolvimento das larvas, por volta de quatro
dias, quando larvas de terceiro estadio (Ls) foram coletadas. As larvas foram
cedidas pela Prof? Roseli La Corte dos Santos, provenientes do insetario do
Departamento de Morfologia, Laboratério de Parasitologia da Universidade

Federal de Sergipe (Santos et al., 2011).

4.3.3 Preparacao das solucdes estoque dos compostos

Uma solucéo padréo de 20.000 ppm foi preparada com Tween-80 (10%
viv), DMSO (30% v/v), e 4gua desclorada (60% v/v). Assim, foi realizada uma
série de diluicbes variando de 10 a 1000 ppm, em 20 mL de agua (triplicata)
(WHO, 1963). Copos descartaveis foram utilizados para evitar contaminacéo
cruzada e, consequentemente, reduzir a probabilidade de erro nos testes
(Santos et al., 2011).

4.3.4 Exposicéao das larvas

As larvas ficaram expostas a solugdo por 24 h, registrando-se o total de
mortalidade. Os compostos ndo foram aplicados diretamente nos copos
descartaveis contendo as larvas. Inicialmente, foi realizada um pré-solubilizacéo
dos mesmos com uma parte do volume de agua dos copos contendo as larvas
e, posteriormente, as larvas foram vertidas lentamente. Foram feitos testes
paralelos, o controle negativo utilizando Tween-80, DMSO e &gua, na maior
concentracdo aplicada em cada teste. E como controle positivo, foi utilizado o
organofosforado temefds, um inseticida padrédo. As faixas de concentracédo dos
ensaios de toxicidade foram pré-determinadas por uma curva concentracao-

resposta em replicata de 20 larvas no terceiro estagio (Santos et al., 2011).
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4.4 ENSAIO ECOTOXICOLOGICO COM Artemia sp.

Os ensaiois de toxicidade com Artemia sp. foram realizados de acordo
com a metodologia descrita por Artemia Reference Center (ARC) (Vanhaecke e
Persoone, 1981).

4.4.1 Obtencao dos cistos
Os ovos secos de Artemia sp. foram obtidos no comércio, mantidos em
sua propria embalagem, no Laboratério de Quimica Farmacéutica da

Universidade Federal de Sergipe.

4.4.2 Ecloséo dos nauplios

Como preparagdo dos ensaios, aproximadamente 100 mg de cistos
foram incubados em 1000 mL de agua salina artificial padrdo (35g + 1%) num
recipiente cilindro cénico, a temperatura 25°C + 1%, sob iluminag&o constante e
lateral, e aeracdo. Apdés 18 a 24 horas de incubagdo, os nauplios foram
transferidos para um recipiente cilindrico contendo 200 mL de &gua salina,
mantidos por 24 horas. Assim, nauplios do segundo ao terceiro estagio foram

coletados (Vanhaecke e Persoone, 1981).

4.4.3 Preparacao das solucdes estoque dos compostos

Uma solucao padrao de 10.000 ppm foi preparada com Tween-80 (10%
viv), DMSO (30% v/v) e agua destilada (60% v/v). Assim, foi realizada uma série
de diluicdes variando de 10 a 1000 ppm, em 10 mL de agua (triplicata)
(Vanhaecke e Persoone, 1981).

4.4.4 Exposicao dos nauplios

Os nauplios ficaram expostos a solucdo por 24 h, registrando-se o total
de mortalidade. Foram feitos testes paralelos, o controle negativo utilizando
Tween-80, DMSO e &gua, na maior concentracdo aplicada em cada teste. E
como controle positivo, foi utilizado o organofosforado temefds, um inseticida
padrdo. As faixas de concentracdo dos ensaios de toxicidade foram pré-
determinadas por uma curva concentracao-resposta em replicata de 10 nauplios

do segundo ao terceiro estagio (Vanhaecke e Persoone, 1981).
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados da taxa de mortalidade foram submetidos a andlise Probit
(FINNEY, 1971). A estimativa da CLso (concentracéo letal de 50% das larvas) e
o intervalo de confianca (IC 95%) foram calculados para cada composto
utilizando o software Minitab® (Versdo 16.1.1). Em casos onde ocorreu morte no
controle = 20%, os dados foram corrigidos pela férmula de Abbott’'s (Abbott,
1987).

% Mortalidade= {(Ca — Ta)/Ca} x 100, onde Ca € o numero de larvas
vivas no controle e Ta, o numero de larvas no teste.

A atividade dos compostos foi considerada diferente quando o IC 95%
nao se sobrepds.

A eficécia e toxicidade entre os compostos foram comparadas através
do indice de seletividade (IS), calculado pela relacdo entre os valores de CLso
obtidos nos ensaios de toxicidade e as respectivas CLso da atividade larvicida.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

54



5.1. SINTESE

As sinteses dos derivados inddlicos 3-substituidos foram realizadas a
partir do indol com cloretos de acila, na presenca de diclorometano (DCM),
nitrometano (CH3NO3) e cloreto de estanho (SnCls), como mostra o esquema 15,
onde ocorre uma substituicao eletrofilica aromética, via reacdo de acilacdo de
Friedel-Crafts.

A esolha do catalisador foi fundamental para a realizacdo das sinteses.
Uma vez testadas varias metodologias utilizando outros catalisadores, somente
o catalisador SnCls apresentou ser eficiente para que a reagao ocorresse apenas
na posicao 3 do indol.

A substituicdo na posicéao 3 do anel indolico é explicada de acordo com
os hibridos de resonéncia de sua estrutura molecular. Ao tentar reagir em outras
posi¢cdes, como nas regides 1 e 2 do indol, o sistema aromatico € perturbado e,

conseguentemente, ndo levara a estabilidade do anel.

R
0]
\ RCOCI \
—_—
SnC|4
N CHsNO, N
CH,Cl, N
Indol (2)
R = CHj (5a) R = CH(CHs), (50)
R= CH20H3 (5b) R= C(CH3)3 (5h)

R = (CH),CHs (5¢) R = CH,CH(CHs), (5i)
R = (CH2)3CHj3 (5d) R = CH,C(CH3)3 (5))
R = (CH,),CH; (5¢) R = CgHs (5k)
R=(CH,)sCHs (5f) R = CgHy(m-Cl) (51)

Esquema 15. Esquema geral da sintese dos derivados do indol.

Foram obtidos rendimentos (%) satisfatérios das moléculas, variando
entre 33% (1-(1H-indol-3-ila)-2-metilpropan-1-ona) (5g) e 94% (1-(1H-indol-3-
ila)butan-1-ona) (5c¢) (tabela 1, pagina 57).

Tabela 1. Férmula molecular, massa molecular e rendimento dos compostos sintetizados.
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Massa

Compostos Formula Molecular | (%)

Molecular Exper.

(g/mol)

Indol (2) CsH7N 117,148 -

1-(1H-indol-3-ila)etanona (5a) C10H9NO 159,185 55
1-(1H-indol-3-ila)propan-1-ona (5b) C11H11NO 173,211 70
1-(1H-indol-3-ila)butan-1-ona (5c¢) C12H13NO 187,238 94
1-(1H-indol-3-ila)pentan-1-ona (5d) Ci3sH1sNO 201,264 62
1-(1H-indol-3-ila)hexan-1-ona (5e) C14H17NO 215,291 44
1-(1H-indol-3-ila)heptan-1-ona (5f) C1sH19NO 229,317 44
1-(1H-indol-3-ila)-2-metilpropan-1-ona (5g) C12H13NO 187,238 33
1-(1H-indol-3-ila)-2,2-dimetilpropan-1-ona (5h) | Ci3H1sNO 201,264 38
1-(1H-indol-3-ila)-3-metilbutan-1-ona (5i) C13H1sNO 201,264 73
1-(1H-indol-3-ila)-3,3-dimetilbutan-1-ona (5j) C14H17NO 215,291 89
1-(1H-indol-3-ila)(fenil)metanona (5k) CisH11NO 221,254 56
(3-clorofenila)1-(1H-indol-3-ila)metanona (51) | C1sH10CINO 255,699 38

%: Rendimento em porcentagem. Exp.: Experimental

De todos os produtos desta reacdo, onze sdo conhecidos e 0s seus

dados espectroscopicos sao descritos na literatura (Li e Gevorgyan, 2012; Liu e

Liebeskind, 2008; Parvanak-Boroujeni e Parvanak, 2011; Yang et al., 1997,

Zhang et al., 2016). O composto inédito (5j, tabela 2, pagina 58) foi confirmado

pela presenca do pico de carbonila no espectro de infravermelho (1608 cm™,

Anexo 1) e pelos picos de CH, CH2 e CH3 observados nos espectros de 'H e 13C

RMN (Anexos Il e 1), além da comprovacéo pelos inos [M+H]* do espectro de

massas (Anexo V).

Tabela 2. Dados espectroscépicos e espectrométricos do composto inédito sintetizado (5j).
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Compostos Deslocamento Deslocamento Bandas de fons
quimico quimico carbonilae [M+Na™]
RMN H! RMN C*3 amina (+ve)
(8, ppm) (3, ppm) (cm™)
5] 11,90 (br. s., 1H), | 197,0, 136,6, 131,9, | 1608 (C=0), | 238,12
8,34 (d, J=2,2 Hz, | 125,6, 123,7, 122,6, | 3153 (N-H)

1H), 8,25 (d, J=6,49
Hz, 1H), 7,45 (d,
J=8,20 Hz, 1H),
7,19 (m, 2H), 2,69
(s, 2H), 1,03 (s, 9H).

122,3, 118,5, 111,6,
49,1, 26,1, 22,9.

5.2. ATIVIDADE LARVICIDA CONTRA Ae. aegypti

Os compostos sintetizados foram submetidos a atividade biolégica como

agentes larvicidas contra Ae. aegypti e os resultados obtidos séo observados na

tabela 3.

Tabela 3. Valores da concentracéo letal 50% (CLso) (ppm) e intervalo de confianga 95%
(IC) nos ensaios larvicidas contra Ae. aegypti.

Compostos CLso (ppm) IC (ppm)

2 76,94 73,96 a 79,40
Sa 57,49 52,52 a 62,82
5b 249,79 205,42 &4 297,22
5c 143,07 121,65 a 17021
5d > 1000 -

sSe 19,89 16,44 a 24,6
5f > 1000 -

59 81,03 75,74 a 86,86
5h 22,44 20,95 a 24,06
5i 30,28 28,08 a 32,51
5] 48,53 43,14 4 54,01
5k > 1000 -

5l 50,59 48,61 4 52,53

O 1-(1H-indol-3-ila)hexan-1-ona (5e) mostrou a maior atividade larvicida

com ClLso de 19,89 ppm e o 1-(1H-indol-3-ila)propan-1-ona (5b) exibiu a menor
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atividade larvicida, apresentando CLso de 249,79 ppm. J& os compostos 5d, 5f e
5k apresentaram ser inativos contra larvas do Ae. aegypti. Os derivados de
cadeias alifaticas ramificadas foram, em geral, mais potentes que os demais
derivados. A 1-(1H-indol-3-ila)-2,2-dimetilpropan-1-ona (5h) exibiu poténcia

larvicida semelhante ao composto 5e, pois os respectivos IC se sobrepdem.

5.3. ENSAIO TOXICOLOGICO COM Artemia sp.

O método padréo realizado no ARC da Universidade Estadual de Gand,
na Bélgica (Vanhaecke e Persoone, 1981), visa determinar a toxicidade aguda
de substancias quimicas e efluentes industriais e domésticos despejados no mar
frente a nauplios do microcrustaceo Artemia sp. Assim, 0S compostos
sintetizados foram submetidos ao teste toxicidade ambiental, sendo

determinadas as CLso em 24 horas descritas na tabela 4.

Tabela 4. Valores da concentracéo letal 50% (CLso) (ppm) e intervalo de confianga 95% (IC)
nos ensaios de toxicidade com Artemia sp.

Compostos CLso (ppm) IC (ppm)
2 8,32 7,024 9,83
5a 126,43 121,40 a 131,82
5b 279.17 171.99 4 464.94
5c 11,28 8,18 415,43
5d 71,32 28,30 a 136,63
5e 5,02 3,22a7,68
5f 545,46 415,13 &4 726,44
59 27,86 24,45 2 32,18
5h 1,75 1,64a1,85
5i 3,81 3,22 44,37
5j 56,33 39,08 a 78,34
5k > 1000 -
51 > 1000 -

Com o intuito de obter compostos potencialmente ativos e ausentes de
efeitos toxicos para o0 ecossistema, foram realizados célculos do indice de

seletividade (IS). De acordo com os resultados apresentados na tabela 5, o
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composto

poténcia larvicida mediana, mostrou ser acima de 19,77 vezes menos toxico para

(3-clorofenila)1-(1H-indol-3-ila)ymetanona  (5I),

que apresentou

0 meio contendo Artemia sp. Contrariamente, os demais compostos obtiveram

um IS relativamente baixo, variando de 0,08 a 2,20.

Tabela 5. Valores da concentragéo letal 50% (CLso) (ppm) e intervalo de confianga 95% (IC) nos
ensaios de atividade larvicida contra Ae aegypti e de toxicidade com Artemia sp, seguidos dos
seus Indices de Seletividade (IS).

Compostos | Atividade Larvicida | Ensaio de Toxicidade indice de
CLsol IC (95%) CLso / IC (95%) Seletividade

(ppm) (ppm) "

2 76,94 (73,96 a 79,40) 8,32 (7,02 4 9,83) 0,11

sa 57,49 (52,52 4 62,82) 126,43 (121,40 a 2,20

131,82)

5b 249,79 (205,42 a 279,17 (171,99 a 1,12
297,22) 464,94)

5¢ 143,07 (121,65 a 11,28 (8,18 a15,43) 0,08
170,21)

5d > 1000 71,32 (28,30 a 136,63) -

5e 19,89 (16,44 & 24,36) 5,02 (3,22 4 7,68) 0,25

5f > 1000 545,46 (415,13 a -

726,44)

59 81,03 (75,74 a 86,86) | 27,86 (24,45 a 32,18) 0,34

5h 22,44 (20,95 a 24,06) 1,75 (1,64 a 1,85) 0,08

5i 30,28 (28,08 a 32,51) 3,81 (3,22 a4 4,37) 0,12

5 48,53 (43,14 254,01) | 56,33 (39,08 a 78,34) 1,16

5k > 1000 > 1000 -

51 50,59 (48,61 a 52,53) > 1000 >19,77

Apesar do composto 5e ser o0 mais potente contra larvas do Ae. aegypti,

ele é toxico para Artemia sp. Porém, o composto 5I, além de ser menos toxico

para o Ae. aegypti, € inécuo para os nauplios de Artemia sp.
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5.4. REA E RQEA

Os compostos estruturalmente relacionados apresentaram perfis de
poténcia larvicida diferentes, variando de 19,89 a 1000 ppm. Para os compostos
alifaticos lineares houve uma oscilacdo de poténcia conforme o aumento das
cadeias de metileno, sendo os compostos com o0 numero impar de carbonos
mais ativos do que os compostos com o0 numero par de carbonos na cadeia
lateral (figuras 10 e 11, pagina 62). Além disso, a presenca de anéis aromaticos
resultou na reducao da poténcia larvicida dos derivados do indol.
Figura 10. Relag&o entre estrutura e atividade larvicida com concentracéo letal de 50% (CLso)

(ppm) e intervalo de confianca 95% (IC) da série homdloga de derivados do indol com cadeias
alifaticas lineares.
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n

Um comportamento semelhante aos resultados de atividade larvicida foi
observado nos ensaios de toxicidade com Artemia sp., onde os derivados
indolicos 3-substituidos apresentaram perfis de toxicidade variando de 1,75 a
1000 ppm. Os compostos com cadeia lateral linear e nimero par de carbonos
exibiram maiores toxicidades para o meio ambiente (figuras 11, pagina 61 e 12,
pagina 62), enquanto os compostos com numero impar de carbonos na cadeia

lateral apresentaram menos toxicos, com toxicidade mediana e, até, ndo toxicos.

Figura 11. Estrutura quimica dos derivados do indol (2) com cadeia lateral alifatica linear
(5a - 5f).
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Estudos em antimaléricos derivados da 6-metoxi-8-aminoquinolina

também relatam esta oscilacdo, onde a atividade biolégica € maior nos

compostos com numero impar do que com o nimero par de carbonos na cadeia
central (Magidson and Strukow, 1933); em atividade esquistossomidica de
analogos do dimetilamino, sendo os membros impares de carbono mais ativos

gue os pares adjacentes (Raison and Standen, 1955); e em atividade reguladora
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do crescimento de folha de tomate dos derivados de &cidos 2,4-
diclorofenoxialconicos, onde a série homéloga com numero par de atomos de
carbono foi ativa no tomate (Synerholm e Zimmerman, 1947).

Esta oscilacdo pode ser explicada pelas propriedades de uma série
homodloga, e o0s resultados larvicidas presentes estdo possivelmente
relacionados ou com uma interacdo especifica farmaco-receptor ou com o
metabolismo e excre¢cdo dos compostos (Ing, 1964). Este fenbmeno também
pode estar relacionado as propriedades fisicas dos membros de uma série
homodloga, justificado pela oscilacdo de certas caracteristicas, como ponto de

fuséo e solubilidade, & medida que o n aumenta.

Figura 12. Relacdo entre estrutura e atividade de toxicidade ambiental com concentracéo letal
de 50% (CLso) (ppm) e intervalo de confianga 95% (IC) da série homdéloga de derivados do indol
com cadeias aliféticas lineares.
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Os compostos com cadeia lateral alifatica ramificada exibiram potencial
larvicida variando de 22,44 a 81,03 ppm, sendo que as ramificacdes com nimero
par de carbonos resultaram na melhor contribuicdo para o aumento da poténcia
(figura 13).

Figura 13. Estrutura quimica dos derivados do indol (2) com cadeia lateral alifatica ramificada
(59 - 5j), seguida de suas respectivas CLso.
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A presenca de um anel benzénico a cadeia lateral do indol resultou numa
reducdo significaiva da poténcia larvicida (CLso> 1000 ppm), porém com a
substituicdo do proton na posicdo no anel benzeno por um cloro observou-se
uma melhora na atividade (CLso= 50,59 ppm) contra as larvas Rockfeller,
comprovando que a introducdo de halogénios contribui para o aumento da
lipofilia e, consequentemente, da atividade bioldgica (2011) (figura 14).

Figura 14. Estrutura quimica dos derivados do indol (2) com cadeia lateral aroméatica (5k — 5I),

seguida de suas respectivas CLso.
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Apés os resultados obtidos da atividade larvicida frente a larvas do Ae.
aegypti e da toxicidade ambiental frente a nduplios de Artemia sp., foi realizado
um estudo de Relagao Quantitativa entre as Estruturas dos compostos (5a-5l) e
suas respectivas Atividades bioldgicas realizadas (RQEA).

Os descritores VolSurf demonstraram ser Uteis na previsdo da
propriedade farmacocinética. Com isso, o VolSurf/Vsurf (Crivori et al., 2000;
Cruciani et al., 2000, 2004) é capaz de compactar informacdes relevantes, como
a predicdo de propriedades do sistema ADME (Absorcdo, Distribuicéo,
Metabolismo e Excrecédo) presentes em mapas 3D de alguns descritores
caracterizados pela facilidade de uso e interpretagéo. Estes descritores podem
ser comparados quantitativamente e usados para construir modelos
multivariados que correlacionam estruturas moleculares 3D com atividades
biolégicas.

A validacdo cruzada do Q? foi utilizada para avaliar os modelos de RQEA
propostos. Baseado neste principio, o modelo de trés variaveis foi selecionado
como o melhor modelo. A equacao de regressao correspondente a atividade

larvicida e os parametros estatisticos estdo descritos na equacao 1.

-Log CLsp =11,1482 + 0,182137 x vsurf_DD23 + (-2,82006) x vsurf_EDmin1
+8,93905 x vsurf_IW1 (Equagéo 1)
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Onde, neste (NUMero de compostos-teste) = 13; R?%este (Coeficiente de
correlacdo dos compostos-teste) = 0, 798019; RMSE:teste (erro da raiz quadrada
média dos compostos-teste) = 0, 267323; Q? (coeficiente de correlagio de validagio
cruzada dos compostos-teste) = 0,692498.

Para os resultados dos ensaios de toxicidade ambiental frente a nauplios
de Artemia sp., foi realizado também um estudo quantitativo de relagéo estrutura-
atividade (RQEA) dos derivados indolicos 3-substituidos. Assim, a equacao de

regressao correspondente e 0s parametros estatisticos foram os seguintes:

-Log Clso = 24,8411 + (-2,51104) x vsurf_IW5 + (-0,0728094) x vsurf W2 + 2,61354
x vsurf_W6 (Equacéo 2)

Onde, neste (NUMero de compostos-teste) = 13; R?%este (Coeficiente de
correlacdo dos compostos-teste) = 0.772377; RMSEtste (erro da raiz quadrada
média dos compostos-teste) = 0,846813; Q? (coeficiente de correlacdo de validacéo

cruzada dos compostos-teste) = 0,780068.

6. CONCLUSAO
Em suma, doze derivados indolicos foram sintetizados, caracterizados e

avaliados contra larvas de Aedes aegypti e frente a nauplios de Artemia sp. A
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série homologa (compostos 5a a 5f) exibiu oscilagdo tanto da atividade larvicida
frente ao Ae. aegypti como da toxicidade frente a nauplios de Artemia sp., sendo
mais pronunciada no Ae. aegypti. Compostos com cadeia lateral ramificada
apresentaram poténcias larvicidas com valores intermediarios e baixa
seletividade para o Ae. aegypti.

A 1-(1H-indol-3-ila)hexan-1-ona (5e), exibiu a melhor poténcia larvicida.
No entanto este derivado apresentou baixo indice de seletividade apresentando
alta toxicidade a nauplios de Artemia sp. A (3-clorofenila)l-(1H-indol-3-ila)
metanona (51), além de ter exibido uma atividade larvicida razoavel em relacéo
ao indol, demonstrou ser acima de 19,77 vezes menos toxico para Artemia sp. A
alta seletividade deste derivado clorado revela a necessidade de um estudo mais
aprofundado de derivados aromaticos halogenados do indol substituidos no C-3
com o intuito de obter maior seletividade entre as duas espécies.

Os ensaios toxicolégicos com Artemia sp. ofereceram uma forma rapida,
com baixo custo econémico, além de alta reprodutibilidade. Assim, os compostos
testados concedem informacdes Uteis para a producdo de novos agentes
larvicidas potencialmente ativos e com uma reducdo dos efeitos toxicos para o
meio ambiente.

Os modelos RQEA propostos demonstraram que as propriedades de
volume molecular e area de superficie, e hidrofilicidade, possivelmente dominam

as atividades larvicidas e toxicologicas desses compostos, respectivamente.
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Anexo |

Espectro de Infravermelho
1-(1H-Indol-3-ila)-3,3-dimetil-butan-1-ona (5))
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Anexo Il

Espectro de RMN H?
1-(1H-Indol-3-ila)-3,3-dimetil-butan-1-ona (5j)
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Anexo Il
Espectro de RMN C*3
1-(1H-Indol-3-ila)-3,3-dimetil-butan-1-ona (5j)
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1-(1H-Indol-3-ila)-3,3-dimetil-butan-1-ona (5j)

Espectro de Massas

Anexo IV
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