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RESUMO

Dentre as estratégias de controle da malaria, o uso dos inseticidas quimicos constitui em um
dos procedimentos mais utilizados para o combate ao vetor. O controle de insetos requer um
maior numero de substancias biologicamente ativas, como alternativas viaveis, associadas a
outras préaticas de controle. Neste trabalho foi realizada sintese de novas substancias, com
atividade inseticida, derivadas de neonicotindides, uma nova classe de inseticidas quimicos.
As reacgdes de sintese dos compostos ocorreram por meio de reacdes de adi¢ao, de reducdo e
nitracdo. Os produtos foram caracterizados de acordo com o ponto de fusdo, espectroscopia de
infravermelho, espectroscopia de massas, RMN de H e '*C. Para a avaliagdo da atividade
inseticida dos compostos sintetizados e do imidacloprido (Provado® - produto comercial do
neonicotindide) foram realizados bioensaios seletivos e de dose com larvas de A. darlingi,
para avaliar a toxicidade dos compostos e posterior calculo de CLsg. A toxicidade contra 0s
mosquitos adultos foi avaliada por meio de provas bioldgicas de garrafa. Utilizando os dados
de espectrofotometria, foi sugerida a estrutura de trés compostos: 3-acido piridinacarboxilico
6-cloro 2-carbotioamida hidrazina, 3-hidroxipiridina 6-cloro 2-aminotiometil hidrazina e
possiveis isdbmeros de 5-nitrobenzoil 3-acido piridinacarboxilico 6-cloro 2-carbotioamida
hidrazina. Dentre eles, apenas 3-acido piridinacarboxilico 6-cloro 2-carbotioamida hidrazina
ndo apresentou atividade larvicida. Os bioensaios de dose para 0s compostos sintetizados e
para o imidacloprido apresentaram valores de 2 ndo significativos, indicando que os dados se
ajustaram ao modelo de probit, nos intervalos de leitura. Os valores da CLsy foram de 503
ppm e 0,17 ppm respectivamente para o composto 2 e para o imidacloprido, ap6s 24 horas de
exposicdo. Nos testes de prova bioldgica de garrafa, ndo se detectou mortalidade dos
mosquitos para 0s produtos sintetizados. Portanto, as diferentes modificagdes estruturais das
moléculas derivadas de neonicotindides mostraram baixa eficiéncia inseticida dos produtos
sintetizados, que pode estar relacionado aos radicais substituintes da molécula, que
contribuiram para alterar a atividade bioldgica, quando comparada ao composto comercial,

imidacloprido.

Palavras-chave: neonicotinoides, atividade larvicida, Anopheles darlingi, sintese de
compostos, imidacloprido.



ABSTRACT

Amongst malaria control strategies, the use of chemical insecticides constitutes, so far, one of
the most utilized methods for fighting its vector. Insect control methods call for a larger
number of biological active substances for being utilized as feasible alternatives, as associated
to other control procedures. The present work undertook the synthesis of new insecticide
activity bearing substances derived from neonicotinoids, a new class of chemical insecticides.
Compound synthesis responses occurred through addition, reduction and nitration reactions.
Products were characterized according to their melting point, infrared spectroscopy, mass
spectroscopy, RMN of *H and *3C. So as to evaluate the insecticidal activity of synthesized
compounds and imidacloprid (Provado® - neonicotinoid commercial product), selective and
dose bioassays were carried out with A. darlingi larvae for assessing compound toxicity and
subsequent calculation of the CLso, through the use of the POLO-PC® software. The toxicity
against adult mosquitoes was evaluated by means of bottle biological proofs. Using data
acquired through spectrophotometry, three compounds were suggested: 3- piridinecarboxilic
acid 6-chloro 2-hidrazine carbotioamide, 3-hidroxipiridine 6-chloro 2- hydrazine
aminetiomethyl and possible isomers of 5-nitrobenzoil 3- piridinacarboxilic acid 6-chloro 2-
carbotioamide hydrazine. Amongst these, only 3- piridinacarboxilic acid 6-chloro 2-
carbotioamide hydrazine failed to present larvicidal activity in the selective bioassays. Dose
bioassays for synthesized compounds as well as imidacloprid presented non-significant
values, indicating that data adjusted itself to the probit model, within the reading gaps. The
CLso values showed to be 503 ppm and 0.17 ppm for compound 2 and imidacloprid,
respectively, following 24 h of exposure. Bottle biological proof tests detected no mosquito
mortality for the synthesized products. Therefore, different structural modifications of the
molecule derived from neonicotinoids showed the synthesized products low insecticidal
efficiency, which may be related the molecule’s substituting radicals that contributed for

altering the biological activity, when compared to the commercial compound, imidacloprid.

Keywords: neonicotinoids, larvicidal activity, Anopheles darlingi, compounds synthesis,
imidacloprid.
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1.  INTRODUCAO

A incidéncia de casos de maléria, nos ultimos dez anos, reduziu 17% em todo o
mundo, devido a intensificacdo do uso de medidas de controle, prevengdo e tratamento da
doenca. Embora os dados registrados indiquem essa reducdo, a maléria continua sendo um
problema de salde publica, em diversos paises das regifes tropicais e subtropicais,
principalmente no continente Africano (WHO, 2011). No Brasil, cerca de 99, 7% dos casos de
malaria foram registrados em 2010 na regido amazonica, correspondendo a 263.323 casos no
pais, conforme os registros do SIVEP-Malaria, 2011.

Contudo, a doenca adquiriu maior importancia epidemioldgica a partir da década de
60, com o surgimento das intensas migracGes para a Amazonia, que ocorreram de forma
desordenada, em virtude da construcdo de rodovias, hidrelétricas, assentamentos
agropecuario, exploracdo mineral, entre outros. O répido crescimento populacional e as
intensas modificagcbes ambientais provocaram surtos de malaria que alteraram o grau de
incidéncia dessa doenca (DEANE, 1986; TADEI et al., 1988).

O principal vetor da malaria humana no Brasil é Anopheles darlingi Root, 1926. A
espécie apresenta elevado nivel de antropofilia e endofagia, em relacdo as outras espécies da
regido amazonica. Em virtude disso, A. darlingi é a espécie mais relacionada as alteracdes
ambientais decorrentes das a¢cdes antropicas, favorecendo a transmissdo da malaria (DEANE,
1986; TADEI et al., 1993; POVOA et al., 2000; TADEI et al., 2010).

Os estudos entomoldgicos realizados na regido amazénica mostram as frequéncias e a
distribuicdo das espécies de interesse epidemioldgico, em areas alteradas, que constituem a
base para a implementacdo das acdes de controle vetorial (TADEI et al.,1988;1993; POVOA
et al., 2001). Em consonancia aos dados entomoldgicos, as a¢Bes de controle utilizam as
medidas tradicionais de combate ao vetor baseada na termonebulizacdo, borrifacdo
intradomiciliar, aplicagéo de biolarvicidas nos criadouros, busca ativa e tratamento adequado
dos casos, sempre considerando o diagndstico precoce da doenca (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010).

Durante as campanhas de erradicacdo da malaria que ocorreram em varios paises, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomendava a borrifacdo intradomiciliar do
inseticida quimico dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), que durante muitos anos foi eficaz no

controle do vetor, em extensas areas do planeta. Entretanto, Barata (1995) e Loiola et al.



(2002) relataram que, em decorréncia das condi¢des ambientais da regido amazonica, a
campanha de erradicacdo fracassou, inviabilizando o sucesso do controle da doenca.

O programa da maléria, preconizado pela OMS, esta focado no combate do parasito
em paralelo ao vetor, por meio do controle integrado. Dentre as estratégias de controle, 0 uso
de inseticidas quimicos contribui para o desenvolvimento de espécies resistentes (WHO,
2011).

De acordo com Suarez et al. (1990), o primeiro relato de resisténcia fisioldgica ao
DDT em relacdo ao A. darlingi foi observado no nordeste da Coldémbia. Com o crescente
namero de espécies resistentes ao DDT, desde o seu uso abusivo, havia uma necessidade de
novos produtos alternativos.

Além do mais, o DDT apresenta longa persisténcia no solo e na agua, influenciando
diretamente na cadeia alimentar e, consequentemente, provocando danos a sadde humana.
Assim como os inseticidas organoclorados, estudos realizados com os organofosforados
demonstram que por¢Ges moleculares destes produtos podem aderir ao tecido adiposo, mesmo
apos duas semanas de aplicacdo (NUNES e TAJARA, 1998; CRINNION, 2000).

De acordo com Santos et al. (2007) e Kaneco (2011), a porcao contendo acido e alcool
nos piretroides sdo rapidamente e completamente excretados na urina, dentre varios dias ap0s
administracdo, em razdo da maior solubilidade em &gua. Em uma exposi¢do prolongada e em
doses elevadas, seja oral, dermal ou mesmo por inalacdo, os piretroides podem apresentar
efeitos carcinogénicos.

Além dos piretroides, o surgimento de outras moléculas bioativas derivadas de
extratos vegetais desencadeou um novo método promissor de controle, tanto das formas
imaturas — larvicidas, como dos insetos adultos — adulticidas.

De um modo geral, estas substancias naturais ainda possuem limitacGes para a
utilizacdo intensa no controle vetorial, de forma que a baixa persisténcia (em decorréncia da
instabilidade molecular) e elevado custo interferem na efetividade dos produtos
(SALEHZADEH et al., 2002; SIMAS et al., 2004; ALBERT e GALLARDO, 2005).

Em raz&o dos inimeros danos causados ao meio ambiente e a saide humana, com o
uso crescente de inseticidas quimicos, novos produtos vém surgindo acompanhados de novas
estratégias e tecnologias. Neste sentido, surge a nanotecnologia como uma nova ferramenta
que tras propostas de encapsulamento de produtos, ampliando o espectro de acdo dos mesmos,
potencializando assim a sua atividade, o que resulta na redugéo de produtos liberados ao meio
ambiente (DURAN et al., 2006). Casida e Quistad (1998) relatam que a busca de novas
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moléculas para o controle de insetos e pragas esté relacionada com a seguranga a salde e ao
ambiente, sendo necessario analisar produtos que vém surgindo, levando em consideracéo o
seu mecanismo de acgdo, especificidade, degradacdo no meio ambiente e, consequentemente,
0S impactos causados a saude humana.

No entanto, atualmente continuam relativamente escassos os estudos que tratam da
busca de novos compostos por sinteses, quando comparados & necessidade de novos produtos
alternativos para serem incorporados nos atuais programas de controle (ZAIM e GUILLET,
2002; ROSE, 2001).

A partir da década de 70, os neonicotindides surgiram como uma nova classe quimica
de inseticidas sintéticos, a partir do extrato natural da nicotina. As modificacdes realizadas na
estrutura quimica deste produto natural, objetivaram a estabilidade molecular no sentido de
aumentar a eficacia destes novos inseticidas até entdo sintetizados (YAMAMOTO et al.,
1992; JESCHKE e NAUEN 2008).

Os casos de toxicidade humana por meio dos inseticidas neonicotindides ndo sdo
extensivamente descritos na literatura, em razdo dos baixos numeros de casos registrados,
como descrevem Mohamed et al. (2009). Todavia, os efeitos provocados pelos
neonicotindides por longos periodos de exposi¢cdo podem variar, tais como, dores abdominais,
taquicardia, tonturas, nauseas e vOmitos. Em casos mais graves, ja foram relatados
insuficiéncia respiratoria, convulsdes e, em poucos casos, morte, o que pode ser levado em
consideracdo gque na maioria das vezes 0s casos mais graves possivelmente ocorreram por
intoxicacdo oral, como relataram Proenca et al. 2009.

Contudo, analogos de neonicotindides tém sido desenvolvidos, com o objetivo de
ampliar o leque de moléculas sintéticas com atividade biol6gica. O potencial inseticida desta
classe esta relacionado com a capacidade de desencadear excitacdo no sistema nervoso dos
insetos, ou seja, alteracdo na entrada e saida de ions de sodio e potassio no interior das células
nervosas, ocasionando a morte do inseto (BUCKINGHAM et al., 1997; TOMIZAWA e
CASIDA, 2002; MILLAR e DENHOLM, 2007).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Distribuicéo geogréfica e principais vetores da maléria

A maléria é uma doenca parasitaria, endémica em varias regides do globo terrestre e
de ampla distribuicdo geografica. Ocorre principalmente nas regides tropicais e subtropicais
do planeta, faixa que concentra grande nimero populacional. Atualmente, cerca de 3,3 bilhdes
de pessoas estdo em locais de risco de contrair a doenca, sendo registrados de 149 a 274
milhdes de novos casos, com aproximadamente 655.000 mortes (WHO, 2011).

Embora o continente africano seja responsavel por 81% dos casos de maléria, quando
comparado aos anos anteriores observa-se que houve uma reducdo do numero de casos.
Estima-se que em 2010 ocorreram cerca de 174 milhdes de casos na regido africana, a outra
parcela fica por conta dos continentes Americano e Asiatico (WHO, 2011).

A maléria é uma doenca causada por protozoarios pertencentes a familia Plasmodiidae
e ao género Plasmodium Marchiafava & Celli, 1885. Dentre as espécies de plasmaodio
causadoras de maldria, cinco se destacam por parasitarem o homem: Plasmodium vivax Grassi
e Feletti, 1890; Plasmodium falciparum Welch, 1897; Plasmodium malariae Laveran, 1881;
Plasmodium ovale Stephens, 1922 e Plasmodium knowlesi Knowles e Das Gupta, 1932
(FORATTINI, 2002; SINGH et al., 2004).

O P. ovale acomete principalmente o continente africano seguido do continente
asiatico. Enquanto que o P. knowlesi durante muito tempo foi considerado uma malaria
simiana (tendo como hospedeiros 0s macacos), atualmente na Asia ha vérios registros de
maléria acometendo o homem por esse plasmodio (SINGH et al., 2004).

No Brasil ocorrem trés espécies de plasmodio capazes de causar infeccdo ao homem:
P. vivax, espécie mais frequente e representa cerca de 86,8% dos casos. P. falciparum é
responsavel por 13,1% dos casos sendo a forma mais grave e letal da doenca. P. malariae
apresenta 0 menor numero de casos em relacdo as outras espécies predominantes no pais
(SIVEP-Malaria, 2011).

Os parasitos sdo transmitidos ao homem pela picada de fémeas de mosquitos do
género Anopheles Meigen, 1818, que pertencem a ordem Diptera, familia Culicidae, sendo as
principais espécies vetoras, no Novo Mundo, representadas pelos subgéneros Nyssorhyncus e
Kerteszia (FORATTINI, 2002).
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No Brasil sd8o conhecidas cerca de 50 espécies de anofelinos e, na Amazbnia
brasileira, as que apresentam importancia vetorial sdo pertencentes ao subgénero
Nyssorhynchus. Dentre elas, A. darlingi € a principal espécie transmissora de malaria humana
na Amazonia. J& as espécies Anopheles albitarsis Lynch Arribalzaga, 1878, Anopheles
nuneztovari Gabaldon, 1940, Anopheles triannulatus Neiva e Pinto, 1922 e Anopheles
oswaldoi, Peryassu, 1922 apresentam-se como possiveis vetores ocasionais, mesmo em alta
densidade (DEANE, 1986; TADEI e DUTARY-THATCHER, 2000).

A. darlingi esta distribuida geograficamente desde o sul do México até o norte da
Argentina. A espécie apresenta acentuada antropofilia, tendo preferéncia em realizar o repasto
sanguineo (hematofagia) no homem. A transmissdo da malaria pode ocorrer dentro (endofilia)
ou fora (exofilia) dos domicilios mesmo em baixa densidade, representando parametros
importantes para a capacidade vetorial da espécie (DEANE, 1986, 1989; TADEI et al., 1993;
POVOA et al., 2000).

Atualmente no Brasil, a maléria esta praticamente confinada a regido amazénica e A.
darlingi é a espécie que melhor e mais rapidamente se beneficia das alteragdes que o homem
produz no ambiente silvestre (com a abertura de novas estradas, a constru¢do de usinas
hidrelétricas, exploracdo de minerais e combustiveis fosseis). Portanto, a alteracdo do abrigo
natural dos anofelinos e os locais de reproducdo das espécies coloca 0 homem em maior
contato com os vetores (DEANE 1948, 1986; TADEI et al., 1998).

Os anofelinos possuem desenvolvimento holometabolo, ou seja, sua metamorfose é
completa, dividida em quatro estagios: ovo, larva (com 4 estadios), pupa e adulto. Os ovos
sdo depositados na superficie da agua e, apés a eclosdo, passam pelos estadios larvais até o
estagio de pupa. Apos esté fase, 0 mosquito adulto emerge estando pronto para a reproducdo e
dispersdo, completando assim seu desenvolvimento. Os imaturos desenvolvem-se em
criadouros de diversas caracteristicas, tais como em &guas limpas, ensolaradas ou pouco
ensolaradas, proximos a vegetacdo ou detritos flutuantes na superficie da agua (LOURENCO
DE OLIVEIRA et al., 1989; TADEI, 1993; FORATTINI, 2002).

A transmissdo da malaria, em areas endémicas da regido, esta relacionada a fatores
bioecolodgicos e dentre os quais pode-se destacar, as variacdes de aguas pretas (acidas) e aguas
brancas (ligeiramente bésicas), os ciclos de enchente e vazante que proporcionam uma maior
diversidade e densidade de anofelinos especificos de cada localidade, com diferentes padrdes
comportamentais (TADEI e DUTARY-THATCHER, 2000; TADEI et al., 2010).
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2.2 Controle da Malaria

Segundo Deane (1986), as primeiras referéncias de casos de malaria no pais ocorreram
em 1587, ndo sendo encontrado nenhum registro de epidemia nas primeiras décadas apds a
colonizagdo. Por outro lado, no inicio do século XX uma grande epidemia foi registrada na
regido amazonica durante a construcdo da ferrovia Madeira-Mamoré e no ciclo da borracha.

Outra epidemia ocorreu em meados da década de 30 no nordeste brasileiro, apds a
invasdo do Anopheles gambiae Giles, 1926. Varios esforcos foram concentrados com o
objetivo de erradicar o vetor da malaria no pais, como preconizava a OMS (SILVEIRA e
REZENDE, 2001; COURA et al., 2006; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

Dentre as estratégias adotadas para a erradicacdo da malaria na década de 60, a
aplicacdo intradomiciliar do DDT visava a reducdo da morbidade e as perdas
socioecondémicas provocadas pela grande epidemia da doenca. Esta aplicagdo, recomendada
pela OMS, gerou um impacto significativo no combate & maléria nas regifes nordeste, sul e
sudeste do pais, naquele momento (SILVEIRA e REZENDE, 2001; LOIOLA et al., 2002).

Na regido amazonica, a campanha de erradicacdo da malaria fracassou em decorréncia
aos fatores ambientais, epidemioldgicos, sociais e econdmicos. Em consequéncia disso, ao
final da década de 80, a regido era responsavel por cerca de 90% dos casos registrados no pais
(BARATA, 1995; LOIOLA et al., 2002).

A principal técnica adotada no controle de vetores foi a borrifacdo intradomiciliar, que
foi perdendo forca e qualidade visto que, o uso do DDT no Brasil foi suspenso em virtude da
sua utilizacdo indiscriminada e os primeiros registros de casos de resisténcia (BARATA,
1995; LOIOLA et al., 2002).

O primeiro caso de resisténcia ao DDT foi observado em 1951, na Grécia, Iran e
Turquia para o Anopheles sacharovi Favre, 1903. De acordo com a OMS, em 1958 havia 38
espécies de anofelinos resistentes a inseticidas. Sendo que 15 espécies tinham adquirido
resisténcia somente ao DDT (WHO, 1970).

Estudos realizados por Suarez et al. (1990) compararam a susceptibilidade do A.
darlingi ao DDT em trés localidades da Colémbia, duas na regido nordeste (municipios de
Quibdo e Riosucio, Choco) e regido sudeste (municipio de Puerto Lleras, Meta). Os
resultados afirmaram que os mosquitos coletados em Quibdo foram 14,3 vezes mais
susceptiveis que Puerto Lleras, enquanto que Riosucio foi 2,2 vezes mais que Puerto Lleras.

Diante disso, fica confirmado em 1988, o primeiro caso de resisténcia fisioldgica de A.
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darlingi ao DDT.

A partir de 1993, os antigos programas de erradicacdo da doenca foram substituidos
pelo Programa de Controle Integrado da Malaria (PCIM) que inclui o tratamento clinico do
doente e 0 combate ao mosquito. No Brasil, 0 Programa Nacional de Controle da Maléria
(PNCM) preconiza o diagnostico, o tratamento imediato dos doentes e aplicacdo de medidas
seletivas de controle, tendo como consequéncia imediata a reducgdo significativa do nimero de
casos e mortalidade em relacdo aos anos anteriores, embora ndo tenha sido homogénea em
toda a regido amazonica (MINISTERIO DA SAUDE, 2001; COURA et al., 2006).

Sendo o foco principal o combate aos parasitos e vetores, que conta com um
planejamento a cerca das alternativas adotadas a realidade local, permitindo sua execugdo de
forma eficiente e seletiva. Dentre as acdes, 0s inseticidas quimicos estdo envolvidos na
implementacdo de estratégias adotadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2006; BRAGA e
VALLE, 2007).

2.3  Classificacdo dos inseticidas quimicos

Os inseticidas sdo compostos quimicos utilizados no controle de insetos, que podem
ser aplicados de diferentes formas (termonebulizacdo e borrifacdo intradomiciliar) em
concentracdes adequadas. Assim, estes inseticidas podem ser classificados de acordo com a
natureza quimica: inorganica ou organica, tendo em vista, que 0s primeiros registros do uso
de produtos quimicos para o controle de insetos e pragas datam desde o ano de 2.500 a. C.,
com o0 uso basicamente de produtos inorganicos (ROZENDAAL, 1997; BRAIBANTE e
ZAPPE, 2012).

Estes produtos inorganicos classificam-se em arsenicais (arsénico branco, arseniato de
aluminio, célcio e chumbo), fluorados (criolita, fluoreto de s6dio) e miscelanea que consiste
em uma mistura de compostos sulfurados (calda sulfo calcica, sulfurados, carbonatos, entre
outros). Utilizados como larvicidas, estes produtos foram considerados de uso proibido,
devido a elevada toxicidade, acumulagdo em meio aquético, elevado custo de producéo,
principalmente quando aplicados em grandes superficies, e a baixa eficiéncia em locais de
ocorréncia das vegetacdes e detritos flutuantes na dgua. Quando aplicados nos criadouros,
estes compostos formavam uma pelicula de 6leo na superficie da agua que acabavam sendo
ingeridos pelas larvas, entrando em contato com o sistema digestivo ou ainda através do
contato com o trato respiratério das larvas (ROZENDAAL, 1997; HOCHMAN et al., 2002).
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As civilizagdes antigas adotavam principalmente miscelanea para o controle de
insetos. Os chineses foram os primeiros a utilizarem os compostos sulfurados e arsenicais
como uma pratica de controle (ROZENDAAL, 1997; BECKER et al., 2003).

Ainda no século XIX, um produto chamado Verde Paris (Aceto Arsenito de Cobre),
foi utilizado no combate as larvas de anofelinos. Este sal inorgénico era aplicado na superficie
da agua, dos criadouros das formas imaturas, sem o prévio estabelecimento de normas
adequadas para a aplicacdo, provocando sérios problemas ambientais e socioeconémicos
(TAUIL et al., 1985; HOCHMAN et al., 2002).

Neste contexto, os compostos inorgénicos foram substituidos por inseticidas quimicos
organicos. Desde entdo, o combate aos mosquitos tem sido realizado por meio da aplicagédo
destes inseticidas, que podem permanecer ativo por um longo periodo de tempo no ambiente.
A toxicidade dos inseticidas aplicados pode ser estabelecida através da dose minima
necessaria para matar o inseto, o que pode variar de acordo com o produto e com a espécie a
serem considerados em cada localidade (COOSEMANS e CARNEVALE, 1995; FLOORE,
2006).

Os inseticidas organicos, assim denominados devido a presenca de atomos de carbono
e hidrogénio, apresentam-se como o grupo de maior importancia dentre as classes de
inseticidas quimicos utilizados atualmente, que podem ser divididos em naturais e sintéticos
(CASIDA e QUISTAB, 1998; TOMIZAWA e CASIDA, 2003).

Os compostos organicos naturais foram muito utilizados na antiguidade destacando-se
os de origem vegetal, pois abrangem a maioria desse grupo. Os povos asiaticos utilizavam
extratos a base de flores de piretro de algumas espécies de plantas do género Pyrethrum Zinn,
1757, para combater insetos e pragas, aléem do extrato de nicotina e rotenona, muito utilizado
em paises de regides tropicais até o advento das moléculas sintéticas (ROSE, 2001; BECKER
et al., 2003).

A descoberta dos compostos organicos sintéticos possibilitou o surgimento de uma
variedade de produtos de diferentes classes quimicas, com aplicabilidade para o controle de
insetos e pragas. Os compostos de aplicacdo topica, definidos como inseticidas de contato,
dividem-se em hidrocarbonetos clorados ou organoclorados, organofosforados, carbamatos e
piretroides, atuando no sistema nervoso central dos insetos (SCHAEFER e MULLA, 1980;
WHO, 1998).
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2.3.1 Organoclorados

Considerado o grupo pioneiro dentre os inseticidas sintéticos, estes inseticidas
possuem estrutura molecular a base de carbono, hidrogénio e cloro. Derivados do
clorobenzeno, ciclo-hexano ou ciclodieno possuem uma relativa facilidade de sintese,
conferindo maior persisténcia no meio, elevada toxicidade, estabilidade de grande parte dos
compostos desta classe a acdo da luz solar e temperatura ambiente (NUNES e TAJARA,
1998).

O DDT foi sintetizado pela primeira vez em 1874 por Zeidler, embora suas
propriedades inseticidas tenham sido descobertas s6 em 1939 por Paul Muller (Figura 1). A
partir de entdo, o DDT comecou a ser utilizado nos programas de controle da malaria, devido
a sua eficiéncia no controle de insetos e pragas (WHO, 1998; D AMATTO, 2002).

Cl
Cl Cl

Cl Cl

Figura 1: Estrutura molecular do DDT.

Durante a 2* Guerra Mundial foram desenvolvidos vérios modelos de inseticidas
organoclorados, destacando aldrin, endrin, BHC, DDT, ensossulfan, heptacloro, lindane,
mirex e toxafeno, como os principais. Estes apresentavam grande importancia tanto na
agricultura quanto no controle de vetores da malédria em diversos paises (CASIDA e
QUISTARD, 1998).

Os organoclorados atuam, inicialmente, nos canais de sodio (Na) e potassio (K) das
células nervosas do sistema nervoso central e periférico dos insetos. Os canais abrem-se no
momento da transmissdo de impulsos nervosos e fecham apds a despolarizacdo da célula
nervosa (WARE, 2000).

O posicionamento da molécula do inseticida nos canais de Na e K promovem a

abertura do canal por um longo periodo de tempo. Em consequéncia, potenciais de agdo sdo
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desencadeados e repetidos provocando a morte do inseto ou efeito “knockdowm” devido a

hiperexcitabilidade gerada pelo inseticida (WARE, 2000).
2.3.2 Organofosforados

Constituidos de ésteres organicos, acido fosforico ou tiofosforico, esta classe surgiu
paralelamente aos organoclorados. Os organofosforados podem ser classificados em
alifaticos, derivados de fenil ou heterociclicos. Os principais inseticidas pertencentes ao grupo
sdo: malation, metil paration, clorpirifos, clorpirifos-metil, fenitrotion, metamidofos e vidrin
(Figura 2) (PLAPP e CASIDA, 1958; WARE, 2000).

S 0
HyC—O .l I

“P—CH—C—0—C;Hs
HyC—0

|
CHy-C—0—CyHs
0

Figura 2: Estrutura molecular do malation.

Estes compostos sdo amplamente utilizados em salde publica, embora apresentem
algumas desvantagens sobre os organoclorados. Apresentando acdo mais rapida, 0s
organofosforados sdo altamente téxicos aos organismos aquéaticos, em geral apresentam
elevada instabilidade quimica e baixo poder residual, necessitando de maiores aplicacGes, 0
que confere maior toxicidade aos insetos e aos mamiferos (RICO et al., 2009).

O mecanismo de acdo dos inseticidas organofosforados ocorre através da inibicdo da
enzima acetilcolinesterase (AChE) de forma lenta e irreversivel, comprometendo o
funcionamento do sistema nervoso central dos insetos. A enzima apresenta dois locais
distintos, esterdtico e anidnico, que serve de ligacdo para a acetilcolina (CASIDA e
QUISTAB, 2004b; RIBEIRO e MELLA, 2009; KRISTOFF et al., 2011).

A conformacéo estrutural das moléculas de organofosforados permite modelar-se ao
sitio esteratico da enzima AChE por meio do grupamento fosfato, ou seja, reacdo de
fosforilagdo. O acumulo de moléculas de acetilcolina na sinapse nervosa leva hiperexcitagdo
do sistema nervoso causando o efeito “knockdowm”, desencadeando o processo de paralisia

e, consequentemente, a morte do inseto (CASIDA e QUISTAB, 2004b; TAIRA et al., 2006).
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2.3.3 Carbamatos

Esta classe € constituida de ésteres acidos derivados do acido carbamico apresentando
algumas semelhancas aos inseticidas organofosforados. Foram desenvolvidos em 1947 na
Suica, neste grupo destacam-se o carbaril e o propoxur, ambos de uso intradomiciliar (Figura
3A e 3B). Os carbamatos apresentam acdo letal rapida sobre os insetos, apesar de um curto
poder residual (CASIDA e QUISTAD, 1998; WHO, 1998).

O mecanismo de acdo ocorre de forma semelhante aos organofosforados, a enzima
AChE é inibida através da reacdo de carbamilacéo ao inves da fosforilagcdo. A enzima AChE
carbamilada é lentamente hidrolisada e desativada, 0 que impede a sua atuag¢do no subtrato da
acetilcolina (CRINNION, 2000; BRAGA e VALLE, 2007).

|C|) 0
O/\NH HN/H\O
(|:H3 (|3H3 N o} CH,4
C|H2 CH; CHg
(A) (B)

Figura 3: Estrutura molecular do carbaril (A) e do propoxur (B).

2.3.4 Piretroides

Os inseticidas pertencentes a essa classe contém grupos de ésteres derivados das
piretrinas, que possuem um conjunto de componentes ativos do extrato de piretro, extraidos a
partir de espécies de flores de crisantemo, proveniente dos continentes asiatico e africano.
Varios estudos procuraram modificar a estrutura quimica das piretrinas naturais, permitindo
reduzir o espectro oxidacao e inativacdo das propriedades inseticidas, quando em contato com
a luz solar (ZERBA, 1988; PULMAN, 2010).

A aletrina foi o primeiro inseticida piretréide a ser introduzido nos programas de saude
publica. A aplicacdo residual da aletrina apresentou maior efetividade no controle aos
mosquitos, em decorréncia da resisténcia aos inseticidas anteriormente utilizados nos
programas de controle de vetores (ZERBA, 1988; COOSEMANS e CARNEVALE, 1995).
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Além da comprovada eficiéncia, as aplicacbes com os piretroides necessitam de
menores quantidades de produto ativo, com menor risco de contaminagdo ambiental nas
aplicacdes, sendo pouco ou moderadamente tdxicos aos animais. A acdo dos piretroides pode
ser potencializada através do sinergismo com diferentes produtos, sejam eles de origem
natural ou sintética (SINGH e AGARWAL, 1986).

Com o0 modo de agdo similar ao DDT, agindo diretamente nos canais de sodio e
potassio, 0s piretroides apresentam boa estabilidade sob luz e temperatura ambiente, sendo
eficientes no combate a larvas de dipteros, afideos, lagarta de lepidopteros e alguns
coledpteros (ZERBA, 1988; MARTINEZ-TORRES et al., 1998).

O controle quimico depende quase que exclusivamente dos piretrdides, como
alfacipermetrina, cipermetrina, deltametrina ou lambdacyalotrina (Figura 4A, 4B, 4C e 4D).
Dentre as estratégias adotadas no controle vetorial, as telas impregnadas com piretrdides
apresentam-se como instrumentos eficazes (SVS, 2005).

Embora os piretrdides apresentem comprovada eficiéncia no controle de insetos, 0 uso
constante pode levar ao desenvolvimento de populacbes resistentes, aléem de proporcionar
efeitos toxicos ao homem, como por exemplo, acimulo no tecido adiposo, efeitos
neuroldgicos, manifestacOes cardiovasculares e desenvolvimento de células cancerigenas. Os
riscos da ocorréncia desses efeitos adversos dependem do composto, da dose e da intensidade
de exposicdo. O que torna importante 0 manejo dos inseticidas adotados, a busca de novas
moléculas bioativas, para que venham contribuir com os produtos atuais (PAUL et al., 2006;
SANTOS et al., 2007; PENNETIER et al., 2008).
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(D)

Figura 4: Estrutura molecular da alfacipermetrina (A), cipermetrina (B), deltametrina (C) e lambdacyalotrina(D).

2.4 Nova classe de inseticidas: neonicotindides

O processo de sintese e elucidacdo estrutural de inseticidas sintéticos, a partir de
extratos vegetais, teve inicio ainda na década de 20. Deste modo, surgiram varios alcaldides
isolados de vegetais com propriedades bioldgicas. A partir de entdo, os extratos tiveram suas
caracteristicas estruturais modificadas sinteticamente, a fim de ampliar o espectro de atividade
bioldgica, alem de contribuir com a reducdo dos efeitos de instabilidade molecular, quando
comparados aos extratos naturais primarios (CASIDA e QUISTAD, 1998; SALEHZADEH et
al., 2002; JUNIOR, 2003).

Os baixos investimentos em novos compostos com aplicabilidade comercial vém
diminuindo consideravelmente desde a década de 70, em decorréncia ndo s6 do mecanismo de
resisténcia, como também do elevado custo de producdo de novas moléculas sintéticas com
propriedades bioativas (CASIDA e QUISTAD, 1998; ROSE, 2001).
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Uma pequena parcela de compostos quimicos sintéticos emerge na tentativa de
expandir o leque de produtos biologicamente ativos. Os neonicotindides constituem uma nova
classe de inseticidas quimicos, desde a década de 70, com um mecanismo de acdo diferente
dos inseticidas até entdo sintetizados. Ao agir como agonistas nos receptores de
acetilcolinesterase dos insetos, os neonicotindides “imitam” a molécula de acetilcolina,
impedindo sua atuacdo nos receptores (ELBERT et al., 1998; ZAIM e GUILLET, 2002;
ELBERT e NAUEN 2004).

Os neonicotinoides foram sintetizados a partir da nicotina, um alcal6ide presente na
familia Solanaceae, inclusive na Nicotiana tabacum L., popularmente conhecida como fumo
ou tabaco (Figura 5). A nicotina atua diretamente nos receptores de acetilcolina (nAChR) dos
mamiferos e receptores analogos nos insetos, tornando-se mais tdéxico aos mamiferos do que
aos insetos (MOREIRA et al., 2006).

Em razdo da elevada toxicidade da nicotina em relacdo aos mamiferos, sucessivas
alteracOes estruturais foram realizadas a fim de reduzir a toxicidade aos organismos néo alvo.
Este procedimento também poderia reduzir a rapida degradacdo do alcaldide a luz solar,
proporcionando estruturas mais estaveis (KOVGANKO e KASHKAN, 2004; CASIDA,
2011).

Figura 5: Estrutura molecular da nicotina.

Os derivados de neonicotindides podem ser classificados como uma importante classe
quimica de inseticidas sintéticos, incorporados recentemente ao mercado global. Atualmente,
os produtos sdo comercializados em cerca de 120 paises, principalmente no combate aos
insetos sugadores, tais como pulgdes, afideos, moscas brancas, percevejos e um relativo
namero de coledpteras, entre outros (JESCHKE et al., 2010).

Os principais inseticidas derivados de neonicotindides surgiram ap6s a sintese de um
derivado de nitrometileno, 2-dibromonitrometil 3-metilpiridina, que gerou a molécula de

nitiazina. Embora com baixa atividade inseticida, elevada instabilidade quimica e
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fotodegradabilidade quando exposto & luz solar, esta molécula, representa o primeiro
protétipo sintetizado (TOMIZAWA e CASIDA, 2003; KOVGANKO e KASHKAN, 2004).

Os resultados obtidos com a aplicacdo da nitiazina em cultivos de plantas,
apresentaram moderada atividade inseticida utilizando como modelo bioldgico, moscas
adultas (Musca domestica). Possivelmente, a moderada eficécia do produto estava relacionada
a instabilidade molecular da nitiazina, que degradava-se facilmente proporcionando uma
baixa atividade inseticida (TOMIZAWA e CASIDA, 2003; JESCHKE e NAUEN, 2008).

Em continuo processo de otimizacdo estrutural, a nitiazina serviu de base para a
obtencédo do imidacloprido, o primeiro inseticida neonicotindide ativo contra afideos, moscas,
cigarrinhas, pulgdes, insetos sugadores em geral, com distintas propriedades quimicas e
biolégicas (YAMAMOTO et al., 1995).

Apbs a sintese e comercializacdo do imidacloprido na década de 90, a classe quimica
se desenvolveu rapidamente nos dez anos seguidos, surgindo entdo mais seis compostos
ativos tais como: acetamiprido, nitempiram, tiametoxam, tiacloprido, clotianidina e
dinotefuran (Figura 6). Divididos em diferentes grupos heterociclicos classificados em
cloropiridina, clorotiazol e tetrahidrofurano das quais fazem associa¢do com outro fragmento
estrutural através do grupo metileno (KOVGANKO e KASHKAN, 2004; ELBERT et al.,
2008).

Moléculas de nitroguanidinas, nitroiminas ou cianoiminas atuam como farmacoforos
nas estruturas de neonicotindides. Visto que sdo mais eletronegativos e seletivos a porcéao
catidnica dos receptores NAChR dos insetos, que podem ser atribuida a maior afinidade de
ligacdo das proteinas dos receptores acetilcolina, com os derivados de neonicotindides em seu
determinado sitio ativo (KAGABU, 2008; MATSUDA et al., 2001; CASIDA, 2011).

33



o~ ,4 o /[ +\o'
7
@\/N\\{NH | B s i X N
N

O-\ + N
N ~
\ =
0]
imidacloprido tiacloprido nitempiram
N
7 0]
N/ \ NH-CHg
)|\ N—CH, o
/CH Cl cl NH 1"
| X NN ° TS N4<\ 2 TS \N/N:
N—N -
_ CHs NJ_/ \ N_ 7/ 0
Cl N (0]
acetamiprido tiametoxam clotianidin
NH-CH3

dinotefuram

Figura 6: Estrutura molecular dos principais inseticidas derivados de neonicotindides.

Os produtos imidacloprido, tiacloprido, nitempiran e acetamiprido possuem em
comum o grupo heterociclico 6-cloro 3-metil piridina, que diferenciam entre si pela outra
porcdo estrutural de substituintes das moléculas, a qual podem proporcionar diferentes modos
de acdo nas enzimas especificas com relacdo a estrutura da molécula e atividade bioldgica.
Em testes realizados em camundongos, 0os compostos mencionados apresentaram baixa
toxicidade, com diferentes farmacéforos e enzimas envolvidas na interacdo molecular dos
compostos com os receptores bioldgicos (MATSUDA et al., 2001; FORD e CASIDA, 2006).

O grupo metileno € normalmente visto como a ligacao entre o grupo heterociclico e o
farmacoforo. Os grupos farmacoforos podem apresentar diferentes grupos de elétrons
retiradores como, por exemplo, CHNO;, NHCH3;, NNO, ou NCN que podem influenciar
diretamente na toxicidade (KAGABU, 2008; JESCHKE e NAUEN, 2008).

De acordo com os trabalhos de Tomizawa et al.(2003) e Hong-Fei et al.(2010), grupos
de elétrons retiradores NO, sdo vistos como uma importante referéncia para a atividade

inseticida. Alem da configuracdo molecular (E) observada em todos os neonicotindides
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comercializados até o momento, a configuragdo molecular (Z) estd presente em Varios
analogos com igual ou superior atividade inseticida. Em decorréncia disso, a configuracao
estrutural influencia diretamente na ligacdo com o receptor biolégico de forma diferente em
ambas as estruturas conformacionais.

As propriedades fisico-quimicas constituem uma etapa importante para o0
desenvolvimento de novos produtos, conferindo uma moderada solubilidade em &gua ou
mesmo de carater hidrofobico (dependendo do arranjo molecular), as moléculas apresentam
relativa fotoestabilidade. Algumas moléculas podem ser substituidas, como por exemplo,
nitrometileno por nitroimina ou mesmo cianoimina, evitando assim uma maior absorgéo de
luz e consequentemente prolongando o efeito residual destes compostos (TOMIZAWA e
CASIDA, 2005; BASU et al., 2006).

Os neonicotindides apresentam-se moderadamente tdxicos por via oral e de baixa
toxicidade dérmica. Assim, estes compostos possuem propriedades fisicas e toxicoldgicas
Unicas quando comparados com outros inseticidas sintéticos, exceto os piretroides. Tanto 0s
piretroides como os neonicotindides, apresentam elevado fator de seletividade para insetos em
relacdo aos mamiferos, quando comparado a outras classes de inseticidas (TOMIZAWA e
CASIDA, 2003; 2005).

Os efeitos toxicoldgicos dos neonicotindides sdo semelhantes aos da nicotina, embora
haja diferencas nas concentracfes letais quando avaliadas em ratos de laboratorio. Nestes a
dose aguda varia em torno de 470-2000 mg/Kg para os neonicotindides enquanto que, para a
nicotina, a dose letal para ratos varia entre 50-60 mg/Kg (TOMIZAWA e CASIDA, 2005;
MOHAMED et al., 2009).

Inseticidas da classe de neonicotindides, como o tiametoxam e o tiacloprido,
apresentaram baixos valores de toxicidade, com doses de 0,6-1,2 mg / kg / dia pode-se
observar efeitos toxicoldgicos adversos tais como a provavel susceptibilidade de efeitos
carcinogénicos em humanos. Em razdo de sua elevada solubilidade em agua, estes inseticidas
podem ainda ser eliminados na urina (TOMIZAWA e CASIDA, 2005; CARVALHO et al.,
2011).

Os dados de exposicdo humana do inseticida imidacloprido relatados por Mohamed et
al. (2009), Proenca et al. (2005) e Wu et al. (2001) sdo limitados a exposi¢do ocupacional ou
intoxicacdo acidental, em que foram observados alguns efeitos clinicos tais como, taquicardia,

hipertensdo, nauseas e vomito. Outros problemas mais graves foram relatados como,
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insuficiéncia respiratoria, convulsdes e em alguns casos morte, ndo sendo possivel quantificar
a dose necessaria do imidacloprido, para provocar efeitos mais graves.

Os diferentes andlogos de neonicotindides até entdo sintetizados, apresentam atividade
biolégica para uma gama de insetos, além dos bons niveis de seguranca aos vertebrados,
sendo necessaria uma quantidade elevada de composto ativo para provocar serios efeitos
colaterais. Com o largo espectro de uso na agricultura, inseticidas da classe neonicotindides
demonstram grande aplicacdo em uma variedade de culturas (aplicacéo foliar e no solo), além
do uso no controle de ectoparasitos (JESCHKE et al., 2010; CASIDA, 2011).

Atualmente, o mercado disponibiliza novas formulagbes de neonicotindides
associados a outras classes inseticidas, como por exemplo, os piretroides, o que permite 0 uso
do seu efeito de sinergismo quando associado, em propagacdo dos efeitos bioldgicos
(JESCHKE et al., 2010).

2.4.1 Mecanismo de ac¢éo

A principal funcdo do sistema nervoso € transmitir informac6es ao corpo por meio de
impulsos nervosos, tornando-se um importante alvo do mecanismo de a¢do de grande parte
dos inseticidas de contato. Todavia, quando a membrana do ax6nio € previamente estimulada
por impulsos nervosos, os canais de potassio (K) da membrana se fecham e os canais de sodio
(Na) se abrem permitindo um fluxo de Na para o interior da célula, provocando
despolarizacdo até atingir um potencial préximo ao potencial de equilibrio de Na (GUEDES,
2007).

Quando esse potencial de acdo é atingido, 0 processo torna-se inverso, ou seja, 0S
canais de Na se fecham e os canais de K se abrem restabelecendo o potencial elétrico de
repouso. O processo € repetido ao longo da membrana até a extremidade, ao atingir as
sinapses, o impulso é transmitido por meio da liberagdo de neurotransmissores excitatorios
acetilcolina produzido na membrana pré-sinptica, que desencadeiam novos potenciais de
acdo (GUEDES, 2007).

Em virtude deste mecanismo, os inseticidas neonicotindides atuam mimetizando o
neurotransmissor acetilcolina e competindo com seus receptores localizados na membrana
poOs-sinaptica, mesmo possuindo estruturas completamente diferentes, ao contrario da
acetilcolina que € susceptivel a hidrolise enzimatica da acetilcolinesterase, ou seja, catalisada

pela enzima acetilcolinesterase que utiliza dgua para quebra da molécula em outras duas. O
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analogo de neonicotindides permanece ligado aos receptores pds-sindpticos da acetilcolina
levando a hiperexcitacdo do sistema nervoso provocando paralisia e morte do inseto
(GUEDES, 2007).

Embora a nicotina e neonicotindides apresentem estruturas parcialmente similares, a
principal diferenga entre ambos ocorre em seu mecanismo de agéo, pois a nicotina apresenta
uma regido protonada, que interage com receptores bioldgicos dos mamiferos em pH
fisiolégico. Nas mesmas condi¢bes, 0s neonicotindides ndo apresentam regido protonada,
favorecendo o perfil toxicoldgico dessa classe (CASIDA e QUISTAB, 2004a; TOMIZAWA e
CASIDA, 2005; BASU et al., 2006).

Em termos fisico-quimicos, a seletividade dos neonicotindides estd relacionada a
interacdo dos receptores com determinadas por¢des moleculares dos inseticidas. Moléculas de
NO; ou CN tendem a formar ligacGes de hidrogénio com a porcéo protonada da acetilcolina,
nos receptores biologicos, garantindo um melhor desempenho do inseticida, em virtude da
formacdo de ligagOes fortes. A Figura 7 ilustra a regido protonada tanto no inseticida
imidacloprido como na molécula acetilcolina (ISHAARA et al., 2007; JESCHKE e NAUEN,

2008).
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Figura 7: Regido protonada no inseticida imidacloprido (ions positivos nos &tomos de nitrogénio) e na molécula

de acetilcolina.

Atualmente, os piretroides sdo a Unica classe quimica de inseticidas utilizada no
controle vetorial. No entanto, o controle de insetos vetores requer um maior nimero de
substancias biologicamente ativas, como alternativas viaveis e associadas a outras praticas de
controle. Considerando os poucos estudos realizados com estes andlogos, principalmente no
que diz respeito aos vetores dos parasitas causadores da malaria, o presente trabalho propés a
sintese de moleculas derivadas de neonicotindides e avaliacdo da atividade inseticida contra
larvas e adultos de A. darlingi.
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3. OBJETIVO GERAL

Sintetizar, caracterizar e avaliar a eficacia de compostos derivados de neonicotindides, contra

Anopheles darlingi.

3.1 Objetivos especificos

o Sintetizar compostos derivados de neonicotinoides;

o Caracterizar os compostos sintéticos quanto ao ponto de fusdo, espectroscopia de
infravermelho, espectrometria de massas, espectroscopia do ultravioleta-visivel, ressonancia
magnética nuclear de *He *C.

o Realizar bioensaios seletivos para detectar a atividade larvicida dos compostos
sintetizados.

. Realizar bioensaios de dose para determinar a concentracdo letal mediana — CLsg.

o Avaliar a atividade adulticida por meio de provas bioldgicas de garrafa.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local e desenvolvimento das etapas do trabalho

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Malaria e Dengue do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazénia — INPA e no Laboratério de Pesquisa e Produgdo do
Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas — IFAM.

A procedéncia e grau de pureza dos reagentes utilizados foram as seguintes: acido
cloronicotinico (Sigma Aldrich®; 99%): 6-cloro 3-metil piridina (Sigma Aldrich®; 97%);
permanganato de potéssio (Merck®; 99%); alcool etilico (Nuclear®; 95%): 4cido cloridrico
(CRO®; 37%); benzeno (Quimica Fina LTDA®; 99,7%); tiossemicarbazida (Sigma Aldrich®;
99%); éter etilico (Nuclear®; 96%); borohidreto de sédio (Sigma Aldrich®; 96%); acido
nitrico (Impex®; 65%); cido sulfdrico (Nuclear®; 98%):; cloreto de célcio anidro (Anidrol®;
96%); diclorometano (CRO®; 99%) e DMSO (Nuclear®; 99,5%).

A caracterizacdo dos compostos sintetizados quanto as analises de infravermelho,
ultravioleta-visivel, Ressonancia Magnética Nuclear de *H e *C foram realizadas no Centro
de Biotecnologia da Amazonia — CBA. Enquanto que as analises de espectrometria de massas
foram realizadas no Laboratério de cromatografia e espectrometria de massas situado no
Departamento de Quimica da Universidade Federal do Amazonas — UFAM.

As analises de ponto de fusdo dos produtos foram realizadas no Laboratério de
Pesquisa e Producéo do Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas —
IFAM.

Os espécimes utilizados nos experimentos foram identificados no Laboratério de
Maléaria e Dengue — INPA. Os bioensaios larvicidas e adulticidas utilizados para avaliar a
eficacia das substancias sintetizadas, foram realizados no Laboratdrio de Maléaria e Dengue -
INPA.

4.2 Localidades de coleta dos anofelinos

As larvas e os adultos de A. darlingi utilizados neste trabalho foram coletados em
pontos de ocorréncia na area periurbana de Manaus, situados na estrada do Puraquequara e no
ramal do Brasileirinho, ambos localizados na Zona Leste da cidade (Figura 8). Os pontos de
coletas selecionados estdo descritos na Tabela 1, bem como as respectivas coordenadas

geograficas.
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Figura 8: Imagem de satélite da zona leste da cidade de Manaus-AM, em destaque, os pontos de coleta dos alados (AL) e imaturos (IM): ALO02: Cristo Vive Ramal 11; ALO3:
Raifram; IMO1: Carldo; IM02: Ramal 9; IMO08: Portela.



Tabela 1: Pontos de coleta dos alados e imaturos com as respectivas coordenadas geograficas.

Pontos de coleta Localidade Latitude Longitude

Alado - ALO1 Cristo Vive KM 11 - Brasileirinho -03° 01'48.90000" -59°51'01.60000"

Alado - ALO2 Raifram Ramal 7 - Brasileirinho -03° 02' 08.70000" -59°52'16.80000"

Imaturo - IM01 Carldo - Puraquequara -03°02'46.33000" -59°52'53.90000"
Imaturo - IM02 Ramal 9 -03°03'33.90000" -59°52'23.20000"
Imaturo - IM03 Portela - Puraquequara -03° 03' 04.80000" -59°53'36.90000"

4.3 Sintese do acido cloronicotinico

A rota sintética do &cido cloronicotinico como mostra 0 Esquema 1, seguiu 0 método
sugerido por VVogel (1971) utilizando como reagente de partida, o 6-cloro 3-metil piridina. Em
um baldo volumétrico foram adicionados 5 mL de 6-cloro 3-metil piridina, juntamente com
50 mL de agua destilada sob agitacdo magnética. O baldo contendo a solucao foi imerso em
agua quente a uma temperatura constante de 70°C. Apdés a homogeneizacdo foram
adicionados a solucdo, 10 porcdes iguais de 14 mmol de permanganato de potassio.

I
_ + KMnO, + HO0 —— |
CI" N 70°c  CI °N
6-cloro 3-metilpiridina permanganato de potassio acido cloronicotinico
80%

Esquema 1: Rota sintética para preparacdo do acido cloronicotinico.

Cada porcdo foi adicionada somente quando a cor da porcdo anterior havia
desaparecido (de violeta para marrom-escuro), totalizando um periodo de quatro horas. A
solugéo foi mantida a 70°C durante as cinco primeiras adi¢oes e, a 85-90 °C durante as cinco

ultimas. Entretanto, ao adicionar a ultima porcéo de permanganato de potassio, a temperatura
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foi elevada para 95°C, permanecendo assim por um periodo de trés horas, sendo obtida uma
solucgéo de coloragdo marrom escuro.

A solucdo resultante foi filtrada com agua quente abundante, seguida de sucgdo a
vacuo. Apds a filtracdo foi obtida uma solucdo possivelmente contendo agua e acido
cloronicotinico, considerando que o cido é totalmente soltivel em dgua, como afirma Black et
al. (1948). O filtrado teve o pH ajustado para 3,2 com a adi¢do de 5 mL de acido cloridrico
(HCI) concentrado.

Em virtude da solubilidade do &cido cloronicotinico na agua, a remocao da agua
ocorreu através da destilacdo. Nesta etapa, foi adicionado 85 mL de benzeno a solucéo
resultante. Em seguida, o baldo contendo agua e acido cloronicotinico foi imerso em é&gua
guente a uma temperatura de 80 °C, por cerca de 12 horas (até quando nédo se recolheu mais
solvente). Ao final do aguecimento foi recolhida uma solugdo com aspecto oleoso e volume
final de 10 mL.

4.4 Sintese do composto 3-4cido piridinacarboxilico 6-cloro 2-carbotioamida hidrazina

A sintese do composto 3-&cido piridinacarboxilico 6-cloro 2-carbotioamida hidrazina
(1) seguiu os métodos descritos por Beraldo (2003) e Bastos (2004), com algumas alteraces.
O Esquema 2 apresenta a rota sintética de preparacdo do composto 1, na propor¢do 1:1.
Todavia, a rota sintética 1 utilizou o &cido cloronicotinico previamente sintetizado no
laboratério, enquanto que a rota sintética 2 ocorreu com o &cido cloronicotinico adquirido

comercialmente.

0 |
” HoN H
X OH \NH EtOH | S 'T'/
Cl N/ S 70°C “ N W/
NH, NH,

3-acido piridinacarboxilico 6-cloro 2-carbotioamidahidrazina

@

95%

Esquema 2: Rota sintética para prepara¢do do composto 1.

4.4.1 Rota sintética 1

A uma solucéo etandlica foram adicionados 4 mmol de tiossemicarbazida sob agitacao

magnética e aquecimento a 70 °C. Ap6s a diluigdo, foram adicionados 5 mL do &cido
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cloronicotinico sintetizado anteriormente. O processo ocorreu em um sistema de refluxo por
um periodo de oito horas e, apos esse tempo, a mistura de reacdo foi resfriada lentamente. O
solido obtido foi filtrado com alcool etilico e éter etilico com sucgéo a vacuo e seco em estufa
a uma temperatura de 60-70 °C, por cerca de 24 horas. Depois de seco foi isolado um p6 de

aspecto cristalino e coloragéo amarelo claro.

4.4.2 Rota sintética 2

Em um sistema de refluxo, adicionaram-se 3 mmol de tiossemicarbazida em meio
etandlico sob agitacdo magnética e aquecimento a temperatura de 75°C. Apo6s a dissolucdo,
foram adicionados 3 mmol de acido cloronicotinico (obtido comercialmente) e agitado por
aproximadamente 12 horas. Apos esse tempo, a solucdo foi resfriada lentamente e filtrada
com alcool etilico e éter etilico com succdo a vacuo. O precipitado formado foi seco em
estufa, a uma temperatura de 70-80°C, por cerca de 24 horas, resultando em um p6 de aspecto

amorfo e coloracdo amarelo claro.

4.5 Sintese do composto 3-hidroxipiridina 6-cloro 2-aminotiometil hidrazina

Na sintese do composto 3-hidroxipiridina 6-cloro 2-aminotiometil hidrazina (2)
seguiu-se a metodologia descrita por Esteves-Souza et al. (2004), que utilizou borohidreto de
sodio (NaBH,;) como reagente de redu¢do. Um baldo volumétrico contendo uma solucéo
etandlica de 0,4 mmol do composto 1, foi imerso em banho de gelo sob constante agitacao
magnética. A seguir foram adicionados lentamente, 2 mmol de NaBH, mantidos no sistema
de agitacdo por cerca de 30 minutos (Esquema 3).

Apoés esse tempo, a solugdo foi mantida em um sistema de refluxo e aquecida a
temperatura de 75-80°C por aproximadamente 8 horas. Ao final desta etapa, o solvente foi
evaporado e lentamente resfriado, ao atingir a temperatura ambiente foram adicionados 2 mL
de &gua destilada. A solucdo foi mantida em repouso por 12 horas, em seguida foi filtrada
com alcool etilico e éter etilico com succéo a vacuo, depois seco em estufa por um periodo de
24 horas a uma temperatura de 70-80°C, sendo isolado um pé de aspecto amorfo e coloracdo

esbranquigada.
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Esquema 3: Rota sintética da reacéo de reducdo do composto 1 para o composto 2.

4.6 Sintese do composto 5-nitrobenzoil 3-acido piridinacarboxilico 6-cloro 2-
carbotioamida hidrazina

Foram realizadas duas tentativas de obtencdo do composto 5-nitrobenzoil 3-acido
piridinacarboxilico 6-cloro 2-carbotioamida hidrazina (3), as duas rotas sintéticas seguiram o
procedimento de reacdo de nitracdo com &cido nitrico (HNO3) catalisada com &cido sulfurico
(H2S0,), de acordo com o método descrito por Vogel (1971) (Esquema 4).

(0] (|) 0)
* |
N AN
AN NH 0] | l\llH
| | + H, SO, + HNO, —> _ HN S
LN c” N
cl N =
NH,
NH,
3-acido  piridinacarboxilico  6-cloro acido sulfurico &cido nitrico 5-nitrobenzoil 3-acido piridinacarboxilico 6-cloro
2-carbotioamidahidrazina 2-carbotioamidahidrazina

(©)
Esquema 4: Sintese do composto 3.

4.6.1 Primeira rota proposta

Em um baldo volumétrico foram adicionados 17,5 mL de &cido nitrico concentrado
juntamente com 17,5 mL de éacido sulfurico concentrado, durante o processo de adi¢éo, a
mistura foi mantida em banho de gelo sob agitacdo magnética até a total dissolucdo. Ao
atingir baixas temperaturas (10°C), 0,3 mmol do composto 1 foram adicionados em pequenas
porcdes, 0 processo de agitagcdo seguiu por cerca de quatro horas.

Ao final desta etapa, o baldo contendo a solucdo foi mantido em um sistema de refluxo

imerso em agua quente a temperatura de 60°C, por cerca de 45 minutos. A solucao resultante
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foi resfriada lentamente para adi¢do de 4gua a temperatura ambiente. Em seguida foi retirado
0 sobrenadante, correspondente a mistura de acidos.

Com a retirada do sobrenadante adicionou-se 4,5 mmol de cloreto de célcio anidro,
com o objetivo de retirar a agua emulsionada na solugéo. O baldo contendo uma solucéo turva
foi imerso em &gua quente a 60 °C por 30 minutos, para tornd-la limpida. Apd6s o
aquecimento, a solucédo resultante foi filtrada com alcool etilico e éter etilico com sucgdo a
vacuo. O precipitado filtrado foi seco em estufa a uma temperatura de 70-80°C, por um

periodo de 24 horas, sendo isolado um p6 de aspecto amorfo e coloracéo branca.

4.6.2 Segunda rota proposta

Em um baldo volumétrico foram adicionados 17,5 mL de &cido nitrico concentrado
juntamente com 17,5 mL de acido sulfurico concentrado, durante o processo de adi¢do, a
mistura foi mantida em banho de gelo sob agitacdo magnética até a total dissolucdo. Ao
atingir baixas temperaturas (10°C), 0,3 mmol do composto 1 foram adicionados em pequenas
porcdes, 0 processo de agitacdo seguiu por cerca de quatro horas.

Apos esse tempo, a solugdo foi mantida em repouso por cerca de 10 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, verteu-se a solugdo contida no frasco em um Becker
contendo 500 mL de gelo picado.

Apds 12 horas de repouso, a solucéo foi filtrada com cerca de 30 mL de diclorometano
e agua gelada com succdo a vacuo. O precipitado formado foi seco em estufa a uma
temperatura de 70-80°C, por um periodo de 24 horas, sendo isolado um pé de aspecto amorfo
e coloragdo laranja.

A Figura 9 mostra as estruturas (nomenclatura atribuida de acordo com o SciFinder®)

dos trés possiveis produtos obtidos apos a sintese e o produto comercial imidacloprido.
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Figura 9: Estruturas e respectivas nomenclaturas dos trés produtos sintetizados e o produto comercial.

4.7 Caracterizacao dos compostos sintetizados

4.7.1 Determinagédo do ponto de fuséo

O ponto de fusdo de uma substancia corresponde ao intervalo de temperatura entre a
fase solida e a fase liquida. A partir da decomposicdo, o ponto de fusdo pode nao
corresponder a uma temperatura exata, mas a uma temperatura de transicdo da fase sélida para
liquida.

A determinacdo dos valores de ponto de fusdo para 0os compostos sintetizados foram
obtidos em um equipamento da marca GEHAKA modelo PF 1500 FARMA. As amostras
solidas previamente secas foram inseridas e compactadas em capilares de vidro com uma
coluna de amostra entre 2,5-3,5 cm de comprimento. Os capilares foram inseridos no aparelho

a uma taxa de subida de 1 °C/min com uma faixa de temperatura variando de 80 — 360 °C.
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4.7.2 Espectroscopia na regido do infravermelho

A espectroscopia de absorcdo no infravermelho tem por finalidade analisar a
quantidade de energia absorvida através das vibracdes moleculares em funcéo da frequéncia.
As vibragdes moleculares provocam absorcéo de energia, que permitem dizer que houve uma
alteracdo do momento de dipolo da molécula. A partir das bandas de absorcdo é possivel
identificar os principais grupos funcionais presentes na molécula (SILVERSTEIN, 2000).

As amostras foram analisadas em pastilhas de KBr preparadas com 1 mg de amostra e
100mg do sal, previamente secos em mufla. Para a leitura das amostras foi utilizado o
equipamento da marca ABBE modelo FTLA 2000 com leituras na regi&o de 4000 a 400 cm™.

4.7.3 Ressonancia magnética nuclear de *H e *C

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear corresponde a espectroscopia de
absorcdo que, sob condicGes apropriadas, uma amostra pode absorver radiacdo
eletromagnética na regido de radiofrequéncias, de acordo com as caracteristicas estruturais da
amostra. A absorcdo ocorre no nucleo da molécula que apresenta nimero de spin igual a %2,
sendo os mais utilizados o hidrogénio (*H) e o carbono (*3C). Com isso é possivel gerar um
grafico de frequéncia dos picos de absor¢do em funcdo da intensidade, o que possibilita
identificar a possivel estrutura da molécula (SILVERSTEIN, 2000).

Para as analises de RMN *H e RMN **C foram pesadas 25 mg de cada amostra e
dissolvidas em 600uL de solvente dimetilssulfoxido deuterado (DMSO-dg). Para a leitura das
amostras foi utilizado um espectrdmetro de ressonancia magnética nuclear modelo Unity
Inova 500 fabricante Varian. Os espectros foram obtidos na frequéncia de 500 MHz e 126

MHz em um espectrdmetro de RMN de 11,7 T, respectivamente.
4.7.4 Espectrometria de massas

Através do espectrometro de massas, moléculas na fase vapor sdo bombardeadas por
um feixe de elétrons de alta energia. O impacto dos elétrons € registrado como um espectro de
ions separados na base da razdo massa/carga (m/z). Um espectro de massas € um grafico que
contém as massas dos fragmentos positivos nas suas concentracfes relativas, tendo em vista

gue o pico mais intenso do espectro é chamado de pico base (SILVERSTEIN, 2000).
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Os espectros foram adquiridos através de um espectrdmetro de massas do tipo ion trap
LCQ Fleet ™ (Thermo Scientifc) equipado com uma fonte de eletrospray, operando nos
modos positivo e negativo, programado para monitorar a faixa de m/z 100-1000. As amostras
foram diluidas a 5 ppm em metanol grau HPLC e aplicadas por infusdo direta atraves da
bomba seringa do proprio equipamento. Foram utilizados os seguintes parametros de
operacdo: spray voltage: 5 kV; sheath gas: 10 arb; aux gas: 5 arb; sweep gas: 0 arb; capilary
temp: 200 °C; capilary voltage: 25 V ; tube lens: 110 V; syringe pump: 10 yuL min.

4.7.5 Espectroscopia do ultravioleta-visivel

A absorcdo molecular na regido do ultravioleta (UV) e do visivel esta relacionada ao
comprimento de onda (1) da radiagdo e a estrutura do composto. Os comprimentos de onda
s30 expressos em nanémetros (nm) que equivalem a 10 cm™®. A regido de interesse do UV esté
entre 200 e 400nm, enquanto que a do visivel esta entre 400 e 800nm. Ao absorver uma
guantidade de energia, os elétrons passam de um estado de baixa energia (estado
fundamental) para um estado de alta energia (estado excitado), originado a dissociacdo ou
ionizacdo da molécula. Os espectros séo registrados em solventes que nao absorvem energia
(SOLOMONS e FRYHLE, 2005).

Foram pesados cerca de 1 mg da amostra e dissolvido em 10mL de solvente
apropriado (agua ou metanol) e, em seguida, submetido a analise por espectrometria UV-
visivel, no equipamento da marca SHIMADZU UV-1650PC.

4.8  Manutencdo de anofelinos no laboratério

As larvas foram coletadas nas margens dos criadouros, com auxilio de conchas
entomoldgicas, sendo armazenadas em baldes plasticos e transportadas ao insetario do
laboratério de Maléaria e Dengue (INPA). Os imaturos foram mantidos no insetario a uma
temperatura de 26 £ 2° C e umidade relativa entre 70 — 80%, em bacias de poliestireno e

alimentadas com ragéo de peixe (Tetramim® e Goldfish®) na proporcéo 1:1 (Figura 10).
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Figura 10: Coleta de larvas no campo (A) e bacias de poliestireno contendo as larvas (B).

Os estadios larvais foram acompanhados até o estagio de pupa, onde completa seu
ciclo aquético até a emersdo do mosquito adulto. Os mosquitos adultos foram alimentados
com solucdo acucarada a 10%, e identificados de acordo com as chaves taxonémicas de
Gorham et al.(1967) e Consoli e Lourengo-de-Oliveira (1994). As espécies de A. darlingi
foram separadas de acordo com o sexo, sendo apenas as fémeas com idade de 3-4 dias

utilizadas nos testes de prova de garrafa (Figura 11).

Figura 11: Gaiola com mosquitos.

Os mosquitos adultos foram coletados pelo método de atragdo humana com protecao
(FORATTINI, 2002). Os espécimes alados foram coletados ao entardecer, com auxilio de
aspiradores entomoldgicos. Os mosquitos foram transferidos para copos parafinados com
capacidade de 500 mL, cobertos com filé e algoddo e mantidos em caixas de isopor cobertos
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com uma camada de papel umedecido, para manutencdo da umidade e posteriormente
transportados ao Laboratério de Maléaria e Dengue (INPA).

Os mosquitos foram identificados de acordo com as chaves taxonémicas de Gorham et
al.(1967) e Consoli e Lourenco-de-Oliveira (1994). Apos a identificacdo, os alados foram
alimentados com sangue de pato doméstico (Cairina moschata) para maturacdo dos ovos, e
colocados individualmente em copos revestidos com papel filtro umedecidos e cobertos com
tecido filo, para oviposicao (Figura 12).

Diariamente, os copos foram verificados de acordo com a oviposi¢cdo. Os 0ovos
depositados foram colocados em copos descartaveis contendo &gua e alimento para eclosao

das larvas, até atingirem o 3° estadio, a qual foram utilizadas nos bioensaios.

Figura 12: Copos plasticos contendo as desovas.

4.9 Avaliacéo da atividade larvicida

Os bioensaios larvicidas seguiram o protocolo de Dulmage et al.(1990). Foram
realizados bioensaios seletivos, com o objetivo de detectar toxicidade acima de 50% para 0s
compostos contra larvas de A. darlingi.

As concentracOes que apresentaram mortalidade igual ou superior a 50% foram

utilizadas nos bioensaios de dose para calculo da concentracao letal mediana (CLsp).

4.9.1 Bioensaios seletivos

Na realizacdo dos bioensaios seletivos, para cada composto sintetizado foram
preparadas as seguintes concentragdes: 15,6; 31,2; 62,5; 125; 250 e 500 ppm. As respectivas
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massas foram pesadas em balanca analitica (modelo BP210D e marca Sartorious®) e diluidas
a 400 pL em solvente DMSO.

Paralelamente, foram realizados bioensaios com o produto comercial imidacloprido
(1[6-cloro 3-metilpiridina] -N-nitro-2-imidazolidina) nas concentracdes de 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2;
3e4 ppm.

Inicialmente, foi preparada uma solucéo estoque na concentracdo de 10ppm, 0,5 uL de
ingrediente ativo dissolvido em 10 mL de agua destilada, considerando que o formulado
apresentou-se como uma suspensdo concentrada solivel em agua. Para as sucessivas
concentragOes, foram retiradas aliquotas da solu¢do mae e posteriormente diluidas.

Nos bioensaios seletivos foram utilizadas as larvas no inicio do 3° estadio, com trés
réplicas de cada concentracdo e trés réplicas constituindo o controle (DMSO e &gua
destilada).

Em cada copo descartavel com capacidade de 50 mL foram colocados 10 mL de &gua
destilada, 10 larvas de 3° estadio, alimento em p6 e 100 pL da concentracdo testada (Figura

13). As leituras de mortalidade foram realizadas nos intervalos de 24h e 48h.

Figura 13: Realizag&o dos bioensaios seletivos.

4.9.2 Bioensaios de dose

Na montagem dos bioensaios de dose, a partir das concentragdes utilizadas nos
bioensaios seletivos, foram separadas as concentragdes que apresentaram mortalidade igual ou
maior que 50%.

Os testes foram realizados nas concentracfes de 250; 500; 750 e 1000 ppm para 0S

compostos sintetizados, e 0,5; 0,2 e 0,1 ppm para o imidacloprido.
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Nos bioensaios de dose foram utilizados larvas de 3° estadio, cada concentracéo tinha
cinco réplicas e mais cinco réplica para o controle (Figura 14). Os experimentos foram
repetidos em trés dias alternados.

Para cada copo descartavel com capacidade de 150 mL, foram adicionados 50 mL de
agua destilada, 20 larvas de 3° estddio, alimento em pd e a respectiva dose da solucéo
avaliada (100 pL da concentragdo dos compostos sintetizados e 500 puL para o produto
comercial). As leituras de mortalidade foram realizadas nos intervalos de 24 e 48horas.

Figura 14: Bioensaios de dose.

4.10 Avaliagéo da atividade adulticida

A avaliacdo da atividade adulticida seguiu o protocolo de Brogdon e McAllister
(1998). Os testes de prova bioldgica de garrafa permitiram verificar a toxicidade dos
compostos contra mosquitos adultos, utilizando o modelo proposto pelo Center of Disease
Control (CDC).

4.10.1 Prova bioldgica de garrafa modelo - CDC

Para as provas biologicas foram utilizadas garrafas de vidro com tampas de rosca e
capacidade de 250 mL (marca Schott Duran®). As garrafas foram lavadas com sab&o neutro e
agua corrente, em seguida foram mergulhadas em bacias com agua limpa, por cerca de uma
hora. Apds esse tempo as garrafas, foram novamente lavadas com acetona e alcool etilico. Em
seguida, foram autoclavadas e secas em estufa a uma temperatura de 50°C por um periodo de
30 minutos.
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Ap0s essa etapa, as garrafas foram devidamente identificadas e etiquetadas conforme
as respectivas tampas para cada concentragdo impregnada. Adicionou-se em cada garrafa,
1mL da solucéo contendo o produto a ser testado, previamente dissolvido em acetona. Foram
avaliadas as dosagens de 25; 50; 75 e 100 ug para os produtos sintetizados, considerando a
acetona apenas um solvente veiculador nos testes. Para o imidacloprido, foram avaliadas as
seguintes dosagens: 0,025; 0,1; 0,2; 0,4 e 0,5ug.

Ao adicionar a solucdo nas garrafas, as mesmas foram tampadas e homogeneizadas
com movimentos na horizontal (superficie plana) e vertical, para completar o processo de
impregnacédo. O processo de homogeneizagdo continuou com as garrafas destampadas, até que
nédo se verificasse qualquer quantidade de solvente nas garrafas. Posicionadas na horizontal,
as garrafas foram mantidas destampadas e cobertas com papel toalha para protecdo e
secagem, por um periodo de 12 horas, até a realizacdo dos testes.

Em virtude dos testes terem ocorrido no periodo da manhd, os mosquitos foram
alimentados na noite anterior com solucdo acucarada a 10%, separados em grupos de 15
mosquitos em cada copo parafinado.

Os testes foram constituidos em trés réplicas de garrafas para cada dosagem, incluindo
o0 controle, contendo apenas o solvente. Em cada garrafa colocou-se 15 mosquitos fémeas
distribuidos em um tempo minimo de 1 minuto para cada garrafa. Assim, as garrafas foram
mantidas na horizontal sobre a bancada e avaliadas a cada 15 minutos decorrido o inicio do
experimento, totalizando o tempo final de 90 minutos.

Ao final do experimento, 0os mosquitos vivos foram transferidos para os respectivos
copos parafinados cobertos com tecido fil6, embebidos com solucdo agucarada e mantidos em
caixa de isopor com uma camada de papel umedecido. A mortalidade foi verificada apds 24

horas do inicio do teste (Figura 15).
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©
Figura 15: Impregnacéo das garrafas (A), distribuigdo dos mosquitos nas garrafas (B) e leitura de mortalidade

(©).

4.11 Analise de dados

O célculo das concentragdes letais medianas (CLsg), foi realizado por meio da anélise
de probit (FINNEY, 1971) com auxilio do programa POLO PC® (LeOra Software, 1987), a
partir dos dados obtidos com os bioensaios.

A eficiéncia dos compostos foi avaliada estatisticamente por meio de retas de
regressdao linear para todos os intervalos de leitura, utilizando os valores de mortalidade

esperada e obtida das concentracdes e probit gerados pela equagéo abaixo:

Y= (o+5) + B " log X

Onde: y: probit
a: coeficiente linear (parameter dose ppm)
B: coeficiente angular (sloper)

X: concentracéo
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Os dados de mortalidade no grupo controle foram corrigidos quando o nimero de

larvas mortas foi maior que 5% e menor que 20%, pela formula de Abbott (1925).

Formula = % de mortalidade no tratamento - % de mortalidade do controle
100% - % de mortalidade do controle
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Sintese do acido cloronicotinico

A reacdo de oxidacdo da a-picolina (6-cloro 3-metil piridina) com permanganato de
potassio (KMnQ,) para a formacéo do acido cloronicotinico, objetivou verificar a sequéncia
de sintese para a formacéo deste acido (Esquema 5).

Ao concluir o processo de reacdo foi possivel recolher uma solugdo de aspecto oleoso
e coloracdo amarelada, totalizando cerca de 10 mL do volume total. A partir dessa solugéo,
uma aliquota de 5 mL foi retirada para dar continuidade a sintese do composto 1, enquanto
que a outra porgdo seria caracterizada. No entanto, esta porcédo resultante da sintese do acido
foi deixada em repouso, por cerca de 24 horas, sendo constatado que a solucdo havia
evaporado.

Provavelmente esta evaporacdo ocorreu em funcdo de que esta solucdo ja continha
excesso de KMnQO, acumulado durante o processo de neutralizagdo com HCI. Ao aquecer a
solucdo no processo de destilagdo, ocorreu a formacdo de clorato de potéssio (KCIO3) como
impureza em meio acido. No final do processo de aquecimento, possivelmente ocorreu a
formacédo de cloro livre que depois de 24 horas evaporou, restando apenas alguns cristais na
parede do frasco no qual estava armazenada a solucdo.

Black et al. (1948) obteve o &cido nicotinico por meio da oxidacdo com KMnO,
entretanto, ap0s 0 processo de aquecimento e evaporacdo do benzeno, houve a formacdo de
um soélido que posteriormente foi seco e caracterizado como acido nicotinico. Sendo assim,
seguiu-se a mesma metodologia, com algumas modificacBes, visando obter o acido
cloronicotinico. Todavia, durante o processo ocorreu a formacao de cloreto de potéssio (KCI)
como impureza na solugéo, e ao ser realizado o processo de neutralizagdo do composto, houve

a formacédo de KCIOz;em excesso, ndo sendo possivel obter o acido cloronicotinico.
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CH |
Xy s H,0 on
| + KMnO, — = 4+ KCl
CIoN 70 °C Ci
80%

lApés a neutralizagdo com HCI

O]

OH
c|2T + Kclo, +

Cl

em excesso

Esquema 5: Processo de obtencdo de KCIO; em excesso e &cido cloronicotinico.

5.2 Sintese do composto 1
5.2.1 Rota sintética 1

Como mencionado anteriormente, ap0s o processo de sintese do composto acido
cloronicotinico, uma aliquota foi retirada para a preparacdo do composto 1. O precipitado
formado apresentou rendimento de 84,5% e ponto de fusdo 180,6 — 184,2°C. De acordo com
Wileasn e Suprunch (1968), o ponto de fusdo caracteristico das tiossemicarbazidas
apresentam-se proximo de 183°C. Entretanto, a faixa de temperatura de fusdo obtida para o
produto sintetizado indica que provavelmente ndo hd a presenca do anel aromaético na
molécula, mostrando que nao foi possivel a formacédo do acido cloronicotinico.

As principais bandas do espectro de infravermelho para a determinacdo das funcdes
organicas presentes na estrutura do produto, s&o mostradas na Tabela 2. Ibrahim et al. (1997)
descreveram que, a faixa de 3460 cm™ (simétricos) e 3275 cm™ (assimétricos), podem ser
atribuidas ao estiramento v (NH;) quando o estiramento v (NH) apresentar-se na faixa de
3100-3250 cm™ logo, no espectro apresentado na Figura 16, a absorcéo na regido de 3366,8
cm™ esté atribuida ao estiramento v (NH,) enquanto que a banda observada no espectro em
3178,5 cm™, corresponde ao estiramento v (NH).

A auséncia de bandas fortes na faixa intermediéria abaixo de 1300 cm™, indica a
regido de deformacgdo angular fora do plano das bandas de estiramento. A vibragdo v (C=S),

observada na regido de 800 cm™ no espectro, é menos intensa e localiza-se em frequéncias
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mais baixas, diferentemente das absor¢es associadas as carbonilas (1600 — 1700 cm™) que
sd0 mais polares e consideravelmente mais fortes. Sendo que os estiramentos v (C=S) sdo

mais susceptiveis a efeitos de acoplamento (SILVERSTEIN, 2000).

Tabela 2: Principais bandas de absor¢éo do espectro de infravermelho para o composto 1 (rota sintética 1).

Estiramentos Intensidade dos Experimental Literatura**
N picos* cm™ cm™)
NH, m 3366,8 3370
NH m 3178,5 3170
C=S f 800.0 830 - 780

*F=forte; m=média e f=fraca. **WILEASN e SUPRUNCH, 1968; IBRAHIM et al., 1997; SILVERSTEIN, 2000.
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Figura 16: Espectro de infravermelho para o composto 1 a partir da rota sintética 1.

59



De acordo com os dados obtidos no espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO), como
mostra a Figura 17, pode-se verificar a auséncia de picos caracteristicos de anéis arométicos
(regido entre 6 6 e 7 ppm), indicando a ndo formacéo do composto desejado.

Os sinais localizados na regido a direita do espectro indicam os atomos com 0s nucleos
menos blindados (menos protegidos) da molécula, enquanto que os sinais distribuidos do lado
esquerdo referem-se aos atomos mais blindados (mais protegidos) (SILVERSTEIN, 2000).

Conforme descritos na Tabela 3, os picos que aparecem em & 3,31 ppm e & 4,46 ppm
sdo representados por singletos agudos (caracteristicos de aminas), que indicam a presenca de
hidrogénios no grupo NH situados na posicdo 4. O mesmo grupo foi relatado por Leite et al.
(2004) na regido de 6 3,63 ppm representado por um singleto agudo.

Os singletos largos e de baixa intensidade caracterizados nas regides de 6 7,17 e 7,52
ppm, apresentam um desacoplamento de hidrogénios, representando os dois hidrogénios do
grupo NH; mais proximos do grupo (C=S), Arantes (2009) descreveu 0 mesmo grupo para as
regides de o 7,56 e 7,41. O singleto que aparece na regido de 6 8,59 ppm, representa o0 grupo
NH, também descrito por Arantes (2009) na regido de 6,86, em virtude da presenca de um

grupo metil, diferentemente do composto apresentado, mostrando um grupamento amino.

Tabela 3: Principais picos de absorgdo do espectro de RMN-"H para o composto 1 (rota sintética 1) em solvente
DMSO ds, 500MHz.

Deslocamento

Posicdo do hidrogénio na T S Numero de
. Multiplicidade guimico . N
molécula Hidrogénios
5 (ppm)
H-4 Singleto 3,31 1
H-4 Singleto 4,46 1
H-1 Singleto largo 7,17 1
H-1 Singleto largo 7,52 1
H-3 Singleto 8,59 1
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A Figura 19 mostra o espectro de RMN de *C (126 MHz, DMSO) que, de acordo com
os dados analisados a partir do RMN de *H, confirmam que ndo ocorre a presenca do 4cido
cloronicotinico na estrutura da molécula.

Além do sinal tipico do solvente na regido proximo de 6 40 ppm, 0 espectro apresenta
um Unico sinal na regido de & 180,6 ppm, atribuido ao grupo C=S da molécula
tiossemicarbazida. Todavia, Arantes (2009) afirma que sinais localizados proximos de 6 180,9
ppm podem apresentar configuracdo cis para as tiossemicarbazidas, enquanto que sinais
préximos de 6 184,0 ppm podem caracterizar configuracfes trans para as tiossemicarbazidas,
que muitas vezes pode ser explicado com a variacdo de temperatura do meio reacional.

Maciel et al. (1998) descreveram o deslocamento do sinal de C=S para a regido de 3
179,0 (o pico mais deslocado do espectro). Em virtude da molécula tornar-se mais protegida
nesta porcdo estrutural, provocando um deslocamento do sinal para o campo mais alto do
espectro, quando comparado & outros grupos como por exemplo, C=0 que apresentaram
diferencas na energia de transi¢do, quando observadas.

As andlises dos espectros da molécula indicam que a sintese do composto 1 por meio
da sintese do acido cloronicotinico, ndo ocorreu nas condi¢Ges do experimento, evidenciando
a presenca apenas da tiossemicarbazida utilizada como reagente de preparacdo do composto
(Figura 18).

|
H ™~ /\NHZ

3 1

Figura 18: Estrutura proposta para a tiossemicarbazida identificada a partir da rota sintética 1.
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5.2.2 Rota sintética 2

O processo de obtencdo do composto 1 através da rota sintética 2, por meio do acido
cloronicotinico comercial, ocorreu de forma simples proporcionando rendimentos de 90%. O
solido obtido apresentou aspecto cristalino, coloragdo esbranquicada e ponto de fusdo na faixa
de 210,3-211,6 °C.

Quando comparado ao produto obtido por meio da rota sintética 1, verificou-se um
aumento da faixa de temperatura de fusdo. Isto indica que as interacdes intermoleculares do
composto obtido na rota sintética 2 sdo mais intensas, requerendo maior energia para romper
essas interacdes, como descrito por Bastos (2004).

A Tabela 4 mostra as principais absorcdes no espectro de infravermelho apresentado
na Figura 20. O deslocamento da regido de 791,5-968,6 cm™ pode ser atribuido & deformacéo
no plano do anel piridinico. Casas et al. (2000) atribuiram a mesma deformac&o no plano do
anel piridinico a faixa de 606-576 cm™.

A banda 1605,7 cm™ pode ser atribuida ao estiramento de v (C=0), tendo em vista que
Pandeya et al. (2000) atribuiram a regido de 1640-1630 cm™ ao mesmo estiramento. A
absorcéo na regifo de 3355,1 cm™ est4 atribuida ao estiramento v (NH,), observa-se que
Ibrahim et al. (1997) atribuiram & faixa de 3460 cm™ (simétricos) e 3275 cm™ (assimétricos),
em virtude do estiramento v (NH) apresentar-se na faixa de 3100-3250 cm™, que no espectro

aparece na regido de 3178,5 cm™.

Tabela 4: Principais bandas de absorcdo do espectro de infravermelho para o composto 1 a partir da rota

sintética 2.
Estiramento Intensidade dos Experimental Literatura**
v picos* (Cm'l) (Cm'l)
C=0 F 1605,7 1640 — 1630
NH f 3178,1 3170
Anel piridinico f/m 791,5 - 968,6 606 - 576
3460
(simétrico)
NH, f 3355,1 3275

(assimétrico)

*F=forte; m=média e f=fraca. ** IBRAHIM et al., 1997 CASAS et al., 2000; PANDEYA et al., 2000.

64



60

426 5334, 0082

\\\\\h%ﬂm: -3
.ﬁ\\k\\.t.\\
L —————T01
 ——gzaoree 0o
__=B785499
0686157 3
S =—1051.875 &
ﬂlflj.rrr )
T =1130641
»Wmmmm.mm
_—-1302.648
5
—— ——=T413097 ﬁ
CTTT==1489.919 B
= ~1533.87 | =
T —1605.794 7
X\\\ |
/ #
/ _m
[ |
f 8
i &
H
f/
52905.099
2859.705
¢ I
g 3
T>3178.472
Nwm.wm.mm
3355.144
\ o
-3
\\.\. 3
\1.1\.1\..\\
L i ‘ :
- S . 3 .

Transmission / Wavenumber (cm-1)

Figura 20: Espectro de infravermelho para o composto 1 a partir da rota sintética 2.
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Conforme o espectro de RMN de *H (500 MHz, DMsO) mostrado na Figura 21, a
maioria dos sinais estdo situados acima de 6 7 ppm, 0 que caracteriza a presenca do anel
aromatico, como descreveram Dimmock et al. (2000).

Na Tabela 5 estdo listadas as atribuicdes e deslocamento quimico dos sinais de RMN
de 'H para o composto 1. Os hidrogénios referentes ao anel aromatico estao distribuidos em &
8,59; 6 8,01 e 6 6,48 ppm conforme as constantes de acoplamento. Pandeya et al. (2000)
relataram os hidrogénios do anel aroméatico com a presenga do bromo como um dos
substituintes no anel aromatico, na regiao de 6 7,2 — 7,4.

A presenca dos singletos em 6 8,87 e 9,37 ppm representam o0 grupo NH nas posicoes
3 e 4, Leite et al. (2004) atribuiram aos hidrogénios do grupo amino NH, as regides & 8,24 e

8,00 as respectivas posicOes descritas (8 e 9).

Tabela 5: Principais picos de absor¢do do espectro de RMN-"H para o composto 1 sintetizado a partir da rota
sintética 2 em solvente DMSO dg, 500MHz.

Posicédo do S Deslocamento Constante de ,
. Py Multiplicidade do P Numero de
hidrogénio na quimico acoplamento . o
fragmento molecular Hidrogénios

molécula o (ppm) J (H2)

Harom- - 2 Dubleto 8,59 0,5 1

Harom- - 4 Dubleto 8,01 8,25e0,5 1

Harom- - 5 Dubleto 6,48 8,25 1
H-4 Singleto 9,37 - 1
H-3 Singleto 8,87 - 1
H-2 Singleto 7,82 - 1
H-2 Singleto 7,53 - 1
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A Figura 22 apresenta o espectro de RMN de **C (126 MHz, DMSO) com 0s respectivos
sinais ligados aos hidrogénios, descritos anteriormente.

O sinal apresentado em 6 181,9 ppm refere-se ao carbono do grupo tionila (C=S), que
apresenta-se bastante deslocado no espectro, conforme relataram Maciel et al. (1998).

O sinal em & 167,3 ppm refere-se a carbonila, que possui elevada densidade eletronica
em torno do anel aromético, justificando assim um elevado deslocamento quimico no
espectro, embora ndo seja elevado tanto quanto C=S. Maciel et al. (1998) também
descreveram a carbonila, o sinal em 6 166,6 ppm.

Krumlinde et al. (2009) atribuiram ao anel aromético a regido de & 124,3 — 150,2,
porém neste espectro, a regido dos carbonos aromaticos foi atribuida de 6 104,6 - 159,9 ppm,
conforme listados na Tabela 6. A estrutura molecular do composto estd representada na

Figura 23 com os respectivos posicionamentos dos atomos e hidrogénio e carbono.

Tabela 6: Principais picos de absorcao do espectro de RMN-"C para o composto 1 formado a partir da rota
sintética 2 em solvente DMSO dg, 126 MHz.

Posicédo do carbono na Deslocamento quimico
molécula ® (ppm)
C-2 149,3
C-3 1219
C-4 138,0
C-5 104,6
C-6 159,9
C-1 167,3
C-7 181,9
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Figura 23: Estrutura molecular e posi¢do dos hidrogénios e carbonos do composto 1.

A Figura 24 mostra o espectro de massas do composto 1, que apresentou um provavel
ion molecular em m/z 211. Embora apresente discordancia do valor da massa calculada (230,5
g/mol), é possivel observar as fragmentacdes da molécula no modo negativo [M-H] para a
porcao alifatica da estrutura molecular.

A fragmentacdo em m/z 194 corresponde ao ion NH, que apresenta uma perda de
massa 17, um fragmento em m/z 150,1 referente a perda de [M-61] relativo ao ion CSNH,".
No espectro ndo é possivel visualizar a perda de [M-76] referente ao fragmento NHCSNH,',
mas possivelmente pode ser verificado com a fragmentacdo em m/z 118,2 com a perda de [M-
91] referente ao fragmento NHNHCSNH,. Em seguida, o fragmento m/z 91,3 que
corresponde ao fragmento CONHNHCSNH," a qual corresponde a perda de [M-119].
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Figura 24: Espectro de massas em MS* do ion quasi-molecular em m/z 211 [M-H] por ESI-IT-MS para o

composto 1 sintetizado a partir da rota sintética 2.

5.3 Sintese do composto 2

A preparacdo de iminas através da reacdo de reducdo por NaBH,, €é descrita na

literatura como um procedimento simples, econdmico que proporciona bons rendimentos

(ESTEVES-SOUZA et al., 2004).

O composto 2 foi obtido através da reacdo em meio alcodlico do composto 1 com

NaBH,, O precipitado formado apresentou rendimento de 95% e ponto de fuséo na faixa de

220,7 — 221,5 °C. A elevada faixa de temperatura quando comparada ao composto 1, pode

esta relacionada a formacéo de subprodutos ou ainda a presenca do grupo OH, apo6s a reducéo.

71



Haja vista, que ligacOes de hidrogénio necessitam de maior temperatura para 0 rompimento
das ligacGes intermoleculares.

A Tabela 7 mostra as principais atribui¢cbes das absorcdes registradas no espectro
vibracional do produto. A Figura 25 mostra o espectro de infravermelho para o composto. O
espectro apresenta uma banda larga na regido de 3312,7 cm™, referente 4 v (OH). De acordo
com Bastos (2004), as vibrag¢des associadas ao estiramento v (OH), apresentam-Se na regido
de 3481 — 3070 cm™ no espectro. Kovala-Demertzi et al. (1998) verificaram a presenca da
banda atribuida ao estiramento v (C=S), na regido entre 833 - 827 cm?, neste espectro
apresentado pode-se observar o deslocamento do mesmo estiramento na regido de 834,1 cm™.

A regido correspondente & faixa de 641,9 - 621,4 cm™ pode ser atribuida a deformacéo
no plano do anel piridinico, a mesma deformacéo no plano do anel piridinico foi atribuida por
Casas et al. (2000) na faixa de 606-576 cm™. No espectro é possivel observar bandas na
regido 1611,2 — 1701,2 cm™ atribuidas ao estiramento v (C-O), enquanto que Leite et al.

(2004) atribuiram o mesmo estiramento v (C-O) & faixa de 1625 cm™

Tabela 7: Principais bandas de absorcéo do espectro de infravermelho para o composto 2.

Estiramento Intensidade dos Experimental Literatura**
v picos* (Cm'l) (Cm'l)
OH m 3312,7 3481 - 3070
C=S m 834,1 833 - 827
Anel piridinico m 641,9 - 621,4 606 - 576
C-O m 1611,2 -1701,2 1625

*F=forte; m=média e f=fraca. ** CASAS et al., 2000; BASTOS, 2004; LEITE et al., 2004.
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Figura 25: Espectro de infravermelho para o composto 2.
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A Figura 26 mostra o espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO) para 0 composto 2. A
Tabela 8 apresenta as atribui¢cdes e deslocamento quimico dos sinais observados no espectro.

Observa-se um possivel excesso de reagentes na faixa intermediaria do espectro, o que
dificultou a identificacdo exata das posicdes dos hidrogénios na molécula. Os picos
apresentados nas regides de & 6,95; & 8,22 e 6 9,35 ppm estdo relacionados aos hidrogénios do
anel aromatico, conforme as constantes de acoplamento entre os hidrogénios. Ferraz (2008)
atribuiu a regido de aromaticos a faixa de 6 7,3 — 8,59. Ambas as atribui¢cdes possuem grupos
hidroxilas (OH), a diferenca ocorre na posi¢do da molécula de OH, sendo que neste espectro
apresentado encontra-se mais préximo do anel aromético, enquanto que nos dados da
literatura descritos acima, o grupo situa-se no extremo da molécula.

Silverstein (2000) atribui a regido correspondente aos grupos hidroxilas (OH), regides
em & 9,5 — 9,6 quando proximos de anel aromatico, neste espectro foi possivel observar a
presenca de um singleto largo na regido de & 9,8 ppm, caracteristico de grupos OH. Nota-se
gue no espectro de RMN de *H para o composto 1, ndo ocorre o pico para a mesma regi&o

citada, o que implica dizer que provavelmente ocorreu a reacdo de reducdo do composto.

Tabela 8: Principais picos de absorcdo do espectro de RMN-"H para o composto 2.

Posicdo do S Deslocamento  Constante de .
. PO Multiplicidade do c Numero de
hidrogénio na guimico acoplamento . N
. fragmento molecular Hidrogénios
molécula 6 (ppm) J (H2)
Harom. - 2 Dubleto 9,35 1 1
H arom - 4 Duplo Dubleto 8,22 85e1l5 1
H arom - 5 Dubleto 6,95 8,5 1
H-1 Singleto largo 9,8 - 1
H-1 Dubleto 7,70 0,5 1
H-4 Singleto 8,46 - 1
H-3 Singleto 7,72 - 1
H-2 Singleto 7,89 i 1
H-2 Singleto 7,87 i 1
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Conforme a Figura 27 é possivel observar o espectro de RMN-3C (126 MHz, DMSO)
para 0 composto 2. A Tabela 9 apresenta as atribuices e deslocamento quimico dos sinais
observados no espectro.

O sinal referente ao grupo C=S, descrito por Bastos (2004) préximo a regido de 6 180
ppm, no espectro obtido foi deslocado para & 117,9 ppm, o deslocamento do sinal
provavelmente ocorreu em virtude da sintese de reducdo, que deve ter reduzido também a
ligacdo dupla entre o carbono e o enxofre. A possivel estrutura molecular do composto

identificado encontra-se na Figura 28.

Tabela 9: Principais picos de absorcao do espectro de RMN-"3C para o composto 2.

Posicdo do carbono na Deslocamento quimico
molécula ® (ppm)
C-2 143,3
C-3 128,9
C-4 131,5
C-5 119,2
C-6 147.,6
C-1 164,6
C-7 117,9
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Figura 27: Espectro de RMN-"*C para o composto 2.
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Figura 28: Estrutura molecular e posi¢do dos hidrogénios e carbonos do composto 2.

A Figura 29 mostra o espectro de massas para 0 composto 2, que apresentou um
provavel ion molecular em m/z 213. Embora a massa do ion molecular apresente diferenca
com relacdo ao valor da massa calculada (232,5 g/mol), é possivel observar as fragmentacoes
da molécula no modo positivo [M-H]" para a por¢ao alifatica da estrutura molecular.

A fragmentacdo em m/z 196 relacionado a perda de massa 16 corresponde ao ion
NH,*, um fragmento em m/z 154 relativo ao ion CSNH," referente a perda de massa 60. A
fragmentacdo em m/z 138 corresponde a [M-60] relacionada ao fragmento NHCSNHo,
enquanto que a fragmentacdo em m/z 121 refere-se a perda de [M-90] caracterizando
NHNHCSNH,*. Em seguida, o fragmento m/z 94 que corresponde a estrutura alifatica da

molécula.
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Full ms2 213.00@cid25.00
[55.00-215.00]

NL: 6.42E2
Rochellypos#23-25 RT:
0.31-0.35 AV:3F: ITMS + c ESI
Full ms3 213.00@cid25.00
196.00@cid25.00
[50.00-215.00]

NL:2.23E1
Rochellypos#36-37 RT:
0.54-0.56 AV:2 F:ITMS + c ESI
Full ms4 213.00@cid25.00
196.00@cid25.00
138.00@cid25.00
[50.00-215.00]

Figura 29: Espectro de massas em MS* do fon quasi-molecular em m/z 213 [M-H]* por ESI-IT-MS para o

composto 2.

5.4 Sintese do composto 3

5.4.1 Rota sintética 1

O procedimento de sintese do composto 3 ocorreu por meio de reacdo de nitragdo em

duas fases, uma a frio e outra a quente. O objetivo era obter um composto com o radical NO,

no anel aromatico da molécula, para posterior analise de eficacia da atividade inseticida.

Ao final da etapa de sintese, o0 composto apresentou um aspecto leitoso,

provavelmente em virtude da adicdo de cloreto de célcio, sendo necessario 0 aquecimento

para eliminar esse aspecto leitoso. Entretanto, o procedimento resultou em uma solugdo

limpida com formac&o de precipitado. O produto obtido apresentou ponto de fuséo na faixa de
269,3-269,7°C e rendimento 81%.
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O espectro de infravermelho apresentado na Figura 30 mostra apenas uma absorcéo
forte atribuida ao estiramento v (C-N) alifatico na regido de 1143 cm™, o mesmo estiramento
foi descrito por Ibrahim et al. (1997) na regido de 1560-1350 cm™ no plano de deformacao
axial. Para o espectro, ndo foi possivel atribuir bandas para o anel aromatico ou mesmo para o
grupo NO;.

Entretanto, o espectro mostra que ndo foi possivel obter o composto nitrado, assim
como o espectro de RMN de 'H mostrado na Figura 31, que ndo apresentou picos
caracteristicos a estrutura molecular proposta pela rota sintética.

No entanto, a elevacdo da temperatura na fase de obtencdo de uma solucdo mais
limpida, apds adicdo de cloreto de célcio, pode ter aumentado o grau de nitracdo, dessa forma
obteve-se, possivelmente, uma quantidade maior de subprodutos na reacdo (SANTOS, 2004).
O que resultou em um produto de carater inorganico, com a auséncia de absorcoes
caracteristicas de compostos organicos. Diante desses resultados foi proposta a rota sintética

2, com algumas alteragOes para verificar a ocorréncia da formagao do composto nitrado.
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5.4.2 Rota sintética 2

Nesta segunda rota proposta, o composto 1 foi dissolvido e agitado lentamente na
mistura de H,SO, e HNO; previamente resfriada. A liberacdo de um gas castanho, que
possivelmente era 0 NO, pode ter levado a formacdo de isbmeros (orto, meta e para) em
quantidades significativas (VOGEL, 1971; FLEMING, 1991). Ao precipitado formado
obteve-se um rendimento de 13 % e ponto de fusdo 225,4 — 228,7 °C.

A Tabela 10 lista as principais atribuicbes do espectro de infravermelho para as
possiveis estruturas moleculares. A Figura 32 mostra o espectro de infravermelho para o
composto 3. De acordo com Silverstein (2000), os nitro compostos aromaticos absorvem nas
mesmas frequéncias dos nitro compostos alifaticos. Assim, a identificacdo das bandas
caracteristicas dos grupos funcionais presentes na molécula ndo se mostrou de forma exata.

As absorcdes atribuidas ao estiramento v (NO,), ligados diretamente aos aromaticos,
mostraram-se em duas bandas nas regides de 1589,9 e 1520,3 cm™, ambas situadas na regi&o
de deformacdo angular do espectro. Yang et al. (2001) relataram a presenca de grupos NO,
ligados diretamente ao anel aroméatico em duas bandas situadas nas regides de 1531 — 1330
cm™ (assimétrico e simétrico).

A banda 1684,7cm™ pode ser atribuida ao estiramento de v (C=0), Lalita et al. (1996)
e Crans (2000) atribuiram o mesmo estiramento & regido de 1703-1683 cm™. A banda
atribuida ao estiramento v (C=S), deslocou-se para a regido de 857,7 cm™, enquanto que

Kovala-Demertzi et al.(1998) verificaram o mesmo estiramento na regio entre 833-827 cm™.

Tabela 10: Principais bandas de absorcéo do espectro de infravermelho para o composto 3 (rota sintética 2).

Estiramentos Intensidade dos Experimental Literatura**
v picos* cm™) (cm™)
NO, m 1589,9 e 1520,3 1531 - 1330
C=S f 857,7 833 - 827
C=0 m 1684,7 1703 - 1683

*F=forte; m=média e f=fraca. ** LALITA et al., 1996; KOVALA-DEMERTZI et al., 1998; CRANS, 2000; YANG et al., 2001.
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O espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO) na Figura 33 mostra o espectro do
produto sintetizado, as provaveis posi¢des dos hidrogénios estdo descritas nas Tabelas 11, 12
e 13, em virtude da formacéo de isdmeros do produto sintetizado.

De acordo com Solomons e Fryhle (2005), a presenca de outros substituintes no anel
aromatico, influencia a ocorréncia do grupo NO; na posi¢do orto ou para do anel aromético,
além da posicdo meta. As respectivas posi¢des no anel podem esté relacionadas ao atomo de
cloro como substituinte do anel, que leva ao aumento da densidade eletrénica da regido,
favorecendo a posicdo orto, ou ainda o efeito de simetria do anel em virtude da presenca do
grupo NO, na posicéo para.

Na regido de & 7,90 e 7,73 é possivel observar dois dubletos que provavelmente séo
sinais duplicados correspondentes ao grupo NH, da molécula, em decorréncia dos dubletos
apresentarem mesmo valor para a constante de deslocamento quimico. Boechat et al. (2006)
descreveram o grupo NH, nas regides de ¢ 7,79 e 7,95.

O dubleto em 6 8,62 (6 8,63-8,61) apresenta-se equivalente ao sinal em ¢ 8,62 no
espectro. Maciel et al. (1998) relatam que a duplicacédo de sinais no espectro esta relacionada
a formacdo de isdbmeros da molécula. No entanto, a presenca de sinais duplicados esta

relacionada a possivel mistura de trés isbmeros do produto, como mostra a Figura 34.

Tabela 11: Principais picos de absorcao do espectro de RMN-'H para o composto 3 na posicdo orto em solvente
DMSO ds, 500MHz.

Posicédo do S Deslocamento Constante de .
. PO Multiplicidade do c Numero de
hidrogénio na quimico acoplamento . N
. fragmento molecular Hidrogénios
molécula 6 (ppm) J (Hz)
Harom- - 2 Dubleto 8,20 8,5 1
Harom. - 4 Dubleto 8,24 8,5 1
H-4 Singleto 9,21 - 1
H-3 Singleto 8,83 - 1
H-2 Dubleto 7,90 8,5 1
H-2 Dubleto 7,73 8 1
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Tabela 12: Principais picos de absorgdo do espectro de RMN-'H para o composto 3 na posic&o para em solvente

DMSO ds, 500MHz.

et Wuliplidadedo  DESSCATENo | Consinede imero e
molécula ragmento molecular 5 (ppm) J (H2) Hidrogénios
Harom. - 2 Dubleto 8,20 8,5 1
Harom. - 5 Dubleto 8,66 8,5 1

H-4 Singleto 9,11 - 1
H-3 Singleto 8,92 - 1
H-2 Dubleto 7,90 8,5 1
H-2 Dubleto 7,73 8 1

Tabela 13: Principais picos de absorgo do espectro de RMN-'H para o composto 3 na posicio meta em solvente

DMSO ds, 500MHz.

et Wuliplidadedo  DESSCATENo | COPSEde imero e
molécula ragmento molecular 5 (ppm) J (H2) Hidrogénios
Harom. - 4 Dubleto 8,31 8,5 1
Harom. - 5 Dubleto 8,55 8,5 1

H-4 Singleto 9,14 - 1
H-3 Singleto 8,92 - 1
H-2 Dubleto 8,11 8 1
H-2 Dubleto 7,90 8,5 1
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Figura 33: Espectro de RMN-'H dos isémeros do composto 3 (rota sintética 2).
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As Tabelas 14, 15 e 16 listam as principais atribuicdes do espectro de RMN **C (126
MHz, DMSO) para as possiveis estruturas. A Figura 34 apresenta o espectro do composto.

Entretanto, a0 comparar a estrutura do composto 1 com a estrutura do composto 3,
pode-se observar um deslocamento dos a&tomos de carbono, principalmente nas posicfes 4 e 5
do anel, o que pode esta relacionado a presenca do grupo NO, na molécula. Todavia, 0s
isbmeros do composto podem apresentar-se nas posi¢cGes orto, para ou meta substituidos,
conforme o deslocamento da molécula, como observados por Maciel et al. (1998) e Fleming
(1991). A Figura 35 apresenta as possiveis estruturas para 0 composto sintetizado.

Hsiao et al. (2004) atribuiram ao carbono ligado ao NO, as regides em & 141,7 e
140,6, no espectro apresentado para 0s compostos, 0 pico em 6 140,9 ppm refere-se a tionila,

que deslocou-se no espectro de absorcdo em decorréncia da possivel redu¢do em meio acido.

Tabela 14: Principais picos de absorcéo do espectro de RMN-**C para o composto 3 (rota sintética 2) na posicdo
orto em solvente DMS dg, 126 MHz.

Posicédo do carbono na Deslocamento quimico
molécula ® (ppm)
C-2 150,1
C-3 122,5
C-4 138,7
C-5 140,9
C-6 147,6
C-1 165,7
C-7 154,0
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Tabelal5: Principais picos de absorcao do espectro de RMN-"C para o composto 3 (rota sintética 2) na posi¢&o
para em solvente DMS dg, 126 MHz.

Posicao do carbono na

Deslocamento quimico

molécula o (ppm)
C-2 150,3
C-3 128,7
C-4 140,9
C-5 118,8
C-6 147.,6
C-1 165,0
C-7 154,0

Tabela 16: Principais picos de absorgéo do espectro de RMN-"C para o composto 3 (rota sintética 2) na posicao
meta em solvente DMS dg, 126 MHz.

Posicado do carbono na

Deslocamento quimico

molécula o (ppm)
C-2 140,9
C-3 125,0
C-14 128,7
C-5 118,6
C-6 147,6
C-1 165,1
C-7 154,0
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Figura 35: Possiveis estruturas moleculares para os isdmeros do composto 3 nas posi¢des orto (A), para (B) e
meta (C).

A Figura 36 apresenta o espectro de massas do composto 3, que mostra um provavel
ion molecular em m/z 179, com uma fragmentacdo de m/z 118 correspondente a por¢do
C=SNH; que apresentou uma perda de [M-61]. O pico em m/z 133 pode esta relacionado a
fragmentacdo de NO,, com perda de [M-46]. O ion molecular mostrou-se incoerente ao
calculo de massa correspondente a estrutura (275,5g/mol). Entretanto, o espectro apresentou
apenas as fragmentacdes descritas, referente a estrutura proposta. Provavelmente a formacéo
de subprodutos na sintese tenha dificultado a identificacdo das fragmentac6es relacionada a

estrutura molecular.
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Figura 36: Espectro de massas em MS* do fon quasi-molecular em m/z 179 [M-H] por ESI-IT-MS para o
composto 3.

Os neonicotindides surgiram nos Ultimos anos como uma nova classe quimica de
inseticidas sintéticos. Desde entdo varios derivados da classe tem surgido com o objetivo de
contribuir com a variedade de produtos comercializados até entdo, principalmente em virtude
do amplo espectro de acdo nos diferentes modelos bioldgicos, quando avaliados
(YAMAMOTO et al., 1998; SU, 2012).

Na literatura, ndo h& muitos estudos a respeito da sintese de novos derivados de
neonicotindides, principalmente quando associados a outras moléculas que apresentem
comprovada atividade biologica, como por exemplo, as tiossemicarbazonas, que apresentam

um amplo perfil biologico, como afirmam Beraldo (2004) e Bastos (2004).
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Contudo, neste trabalho foram sintetizados alguns compostos derivados de
neonicotindides associados as tiossemicarbazidas, e posteriormente analisados quanto a
atividade larvicida e adulticida, adotando como modelo bioldgico, A. darlingi, considerado o
principal vetor da malaria na Amazonia.

Entretanto, a sequéncia de sintese dos compostos iniciou-se por meio do precursor das
moléculas, o &cido cloronicotinico. A sintese ocorreu por meio da reacdo de oxidacdo com
KMnO,, com a finalidade de acompanhar as etapas de obtencdo do acido, avaliar melhores
rendimentos e baixo custo para sintese dos produtos.

Porém, a obtencdo do &cido cloronicotinico ndo foi possivel, como pbde ser verificado
apos a sintese do composto 1 a partir da rota sintética 1. As andlises espectroscopicas de
identificacdo da estrutura comprovaram a auséncia do anel aromatico, caracteristico do acido
cloronicotinico. Observando apenas a estrutura da tiossemicarbazida, utilizada como reagente
na sintese.

Embora a sintese do &cido cloronicotinico tenha ocorrido de forma semelhante ao
processo de sintese descrito por Black et al. (1948), provavelmente a reacdo nao ocorreu de
forma satisfatéria em virtude do KMnQO, em excesso no meio, que apds 0 processo de
neutralizacdo e posterior aquecimento, tenha provocado a formagdo de KCIO;3 e
desprendimento do cloro livre, ap6s evaporagdo da solucéo.

No entanto, o processo de sintese do composto 1 a partir do &cido cloronicotinico
adquirido comercialmente, apresentou rendimentos de 90 %. A reacdo de adicdo e posterior
eliminacdo resultaram na estrutura molecular proposta inicialmente, indicando a presenca da
carbonila na molécula em estudo, como descrito nas analises espectroscopicas. Entretanto, a
analise de espectrometria de massa apresentou valores de ion molecular incoerentes com o
valor calculado da massa, mas condizentes com as respectivas fragmentacdes da molécula.

A reacdo de reducdo do composto 1 por meio do NaBH,, proporcionou rendimentos de
95 % para o composto 2. De acordo com os dados obtidos através das analises de RMN de *H
e 13C, foi possivel observar a presenca do grupo hidroxila, ausente no composto anterior,
juntamente com a espectrometria de massas que apresentou a respectiva fragmentacdo do
grupamento hidroxila. Embora os espectros apresentem relativa impureza nos compostos.

A obtencdo do composto 3 por meio da rota sintética 1, ndo ocorreu de modo eficaz,
em virtude da presencga do cloreto de célcio na reacdo, que contribuiu com a alteracdo da
natureza do composto sintetizado, ou seja, através do método seguido obteve-se um produto

com caracteristicas inorganicas, em razdo da auséncia de bandas caracteristica de compostos
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organicos no espectro de infravermelho, além da auséncia de picos no espectro de RMN de
H.

Diante disso, foi realizada outra rota sintética parcialmente similar, sendo obtido o
composto 3, com baixos rendimentos em torno de 13 %. Os estudos do produto obtido através
da técnica de RMN sugeriram a possivel presenca de isbmeros da molécula, como foi possivel
observar nos espectros, em razdo da capacidade de compostos nitroderivados apresentarem
misturas de isbmeros, em virtude da formacao do eixo de simetria do anel aromatico, como
descreveu Fleming (1991). A presenca dos substituintes do anel aromatico proporcionaram as
provaveis posicdes orto, meta e para no anel aromatico para o grupo NO.

Através da espectrometria de massa, 0s dados apresentaram apenas duas
fragmentacdes relacionadas a uma porcao da estrutura alifatica e outra possivelmente para o
grupo NO,, dificultando a identificacdo da estrutura molecular. Assim, a identificacdo exata
do composto ndo pdde ser confirmada, sugerindo novos métodos de purificagdo, por exemplo
cromatografia liquida, com o objetivo de identificar o grau de pureza dos produtos
sintetizados, em seguida os produtos devem ser submentidos a novos bioensaios (larvicidas e
adulticidas) a fim de identificar a atividade biolégica dos compostos com o maior grau de
pureza.

Os produtos sintetizados constituem de moléculas inéditas, ainda ndo descritas na
literatura até 0 momento. Razdo pelo qual, 0os compostos ainda necessitem de novas analises
de caracterizacdo por técnicas de correlacdo de carbono e hidrogénio, para identificacdo exata
dos constituintes moleculares ali presentes e analises cromatogréaficas para determinar o grau
de pureza das amostras, que dentre os dados observados, ha a presenca de subprodutos na

molécula.

5.5 Avaliacdo da atividade larvicida
5.5.1 Bioensaios seletivos

Para detectar a toxicidade dos compostos sintetizados 1, 2 e 3, além do imidacloprido,
foram realizados bioensaios seletivos com larvas de terceiro estddio de A. darlingi,
constituindo um total de 30 larvas em cada concentracdo avaliada, totalizando 870 larvas. Os
resultados obtidos serviram como base para posterior aplicacdo nos bioensaios de dose e

calculo das concentracOes letais medianas CLso.
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Os valores percentuais da mortalidade das larvas, nas concentragdes dos diferentes
compostos foram avaliados em intervalos de 24 e 48h, representados na Tabela 17. O
composto 1 apresentou mortalidade de 53% na concentracdo de 1000 ppm apos 24 horas,
enguanto que as concentracfes de 15,6 a 500 ppm néo apresentaram mortalidade das larvas
em 24 horas de exposicgéo.

No intervalo de 48 horas de exposicao, os testes apresentaram atividade toxica 63,3%
nas concentracdes de 250 ppm e 500ppm, e de 73% na concentracdo de 1000 ppm.

O composto 2 apresentou dados de mortalidade para as larvas no intervalo de 24
horas, com 53,3% de mortalidade na concentragéo de 250 ppm, 83,3% para 500ppm e 90%
para a concentragdo de 1000 ppm. Para o intervalo de 48 horas, observou-se mortalidade
acima de 70% para as concentracdes avaliadas acima de 125 ppm.

Os dados de mortalidade das larvas observados para o composto 3, apresentaram
resultados satisfatorios para as concentra¢fes acima de 250 ppm, no intervalo de 24 horas.
Observou-se que para o intervalo de 48 horas, ocorreu mortalidade acima de 56,6% nas
concentracdes acima de 125 ppm.

A suspensdo concentrada de imidacloprido foi bastante efetiva nas concentracGes
testadas, para os diferentes intervalos de leitura. As concentragdes avaliadas foram menores
em relagdo aos compostos sintetizados, considerando a mortalidade de 100% de 1 a 4 ppm nas
primeiras 24 horas de exposicao.

95



Tabela 17: Percentual de mortalidade das larvas observada nos bioensaios seletivos para os diferentes compostos.

Concentragdo em ppm

Compostos sintetizados controle 1000 500 250 125 62,5 31,2 15,6
24h  48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h  48h
composto 1 0 0 53 73 0 63,3 0 63,3 0 33,3 0 20 0 13,3 0 6,6

composto 2 0 0 90 933 833 933 533 766 30 733 66 333 0 6,6 0 0

composto 3 0 0 83,3 96,6 73,3 90 63,3 76,6 40 56,6 10 26,6 6,6 23,3 0 20

controle 4 3 2 1 0,5 0,2 0,1

Produto comercial

24h  48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h  48h
imidacloprido 0 0 100 100 100 100 100 100 100 100 90 100 73,3 86,6 60 70




5.5.2 Bioensaios de dose

A partir dos percentuais de mortalidade observados nos bioensaios seletivos, para 0s
diferentes compostos, foi possivel selecionar dois dentre os trés compostos sintetizados e 0
imidacloprido para a realizagdo dos bioensaios de dose. As concentragGes variaram entre 250
e 1000ppm para os sintéticos, e 0,1 e 0,5 ppm para o imidacloprido. Com um total de 4.200
larvas distribuidas em 300 larvas para cada concentracéo e controle, sendo que os testes foram
realizados em dias alternados.

Conforme a Tabela 18, pode-se visualizar os resultados obtidos para os trés produtos
utilizados na avaliacdo das concentracOes letais, verificando o tempo de exposicdo, a
concentracao letal CLso, valor de g (0,95), qui-quadrado (x%), intervalo de confianca para 5%
de probabilidade (IC) e a equacéo de regressao gerando os valores de probit, que corresponde
a uma funcéo linear de dose.

Os resultados apresentados pelo programa POLO-PC para o composto 2 no intervalo
de 24 horas, indicam que os dados se ajustaram ao modelo de probit, com valor de qui-
quadrado (3°) = 8,5 ndo apresentando diferenca significativa, embora os dados n&o tenham
apresentado significancia no intervalo de confianga g < 0,5, ou seja, os dados ndo foram
suficientes para o célculo da CLso. No intervalo de 48 horas, os dados ndo se ajustaram ao
modelo de probit, com x* = 25 com diferenca significativa, o programa utilizou a
heterogeneidade como fator de correcdo dos dados.

A anélise dos dados para 0 composto 3 nos intervalos de 24 e 48 horas, indicam que 0s
dados se ajustaram ao modelo de probit, com valor de %° < 1,15 ndo apresentando diferencas
significativas e intervalo de confianca g < 0,5. Os dados para imidacloprido indicam ajuste ao
modelo de probit, com valor de ¥ < 0,4 sem diferencas significativas e intervalo de confianca
0<0,5.

Tabela 18: Célculo CLs, para os diferentes compostos.

2

Produto Leitura CL50 (ppm) g X Equacéo de regresséao
IC 95% y = (a+5)+blogx
24h n.s 11,2 8,5 y=(-3,49 + 5) +0,73 "log x
Composto 2 48h 503 137 25  y=(-6,58+5)+2,43"log x
24h n.s. 0,29 1,15 y=(-5,05 + 5) +1,24 log x
Composto 3
48h n.s 0,34 0,4 y=(-2,76 + 5) +0,65 log x
o . 24h 0.15 (0,14-0,17) 0,02 0,4 y=(1,74 + 5) +2,18 'log x
imidacloprido
48h 0,07 (0,06-0,08) 0,03 0,3 y=(2,72 + 5) +2,44 "log X

97



A mortalidade das larvas em todas as concentracdes testadas estdo dispostas nos
gréaficos da Figura 37 (A,B e C). Para os trés compostos observa-se diferencas entre os dados
de mortalidade.

Para o composto 2 a mortalidade observada no intervalo de 24 horas foi menor quando
observadas no intervalo de 48 horas, sendo maior nas concentragdes mais elevadas de 750 e
1000 ppm, no intervalo de 48 horas. Enquanto que o composto 3 apresentou baixos valores de
mortalidade quando comparado ao composto 2.

Em comparacao ao imidacloprido, a mortalidade das larvas foi observada para todas as
concentragdes testadas, ndo havendo diferencas significativas entre os intervalos de leitura. O
produto mostrou-se altamente efetivo com valores de inibigdo satisfatorios (84-98%) contra as

larvas de A. darlingi.
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Figura 37: Representagdo grafica da mortalidade das larvas para o composto 2 (A), composto 3 (B) e imidacloprido (C) nas diferentes concetragdes.
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Embora os compostos tenham apresentado diferentes taxas de mortalidade nas
concentragdes avaliadas, as larvas utilizadas nos bioensaios tanto para 0s produtos
sintetizados como para o produto comercial, mostraram reducdo dos movimentos natatorios
durante as primeiras 24 horas do inicio dos testes para os produtos sintetizados, e de 12 horas
para o produto comercial.

As Figuras 38 (A, B e C) mostram os aspectos morfologicos observados nas larvas
ap6s a mortalidade nos diferentes compostos. E possivel observar um alongamento da regio
entre a cabeca e o torax, apresentando dificuldades de sustentacdo da regido cefalica para
locomogéo.

A maioria das larvas permaneciam no fundo do recipiente, apds a interrupcdo de todos
0s movimentos as larvas apresentavam-se na superficie da &gua com a cabeca voltada para o
fundo. Tendo em vista, que para o imidacloprido esses aspectos foram visiveis nas primeiras
12 horas para a concentracdo de 0,5 ppm, para os compostos 2 3 ap0s 24 - 48 horas de
exposicdo nas diferentes concetraces avaliadas. A mudanca de coloracdo das larvas foi

observada apenas para o imidacloprido.

(A) (B)

©

Figura 38: Aspecto morfologico das larvas apds exposicdo do composto 2 (A), composto 3 (B) e imidacloprido
(©).
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Como os neonicotindides tém-se destacado pela elevada atividade inseticida em
diferentes modelos bioldgicos, outros produtos derivados desta classe ou mesmo 0s produtos
ja comercializados, vém sendo avaliado quanto a atividade inseticida contra diferentes
espeécies que apresentam capacidade vetorial (KAGABU et al., 1992; RAO et al., 2008).

Os compostos sintetizados nesse estudo, ainda ndo descritos na literatura, foram
avaliados quanto a atividade larvicida em A. darlingi, em comparacdo aos bioensaios
larvicidas realizados para o produto comercial imidacloprido, a qual ndo ha registros na
literatura de testes do produto comercial com a espécie citada.

De acordo com os dados obtidos para os bioensaios larvicidas, as larvas de terceiro
estadio mostraram-se susceptiveis aos produtos nas diferentes concentragdes, exceto para o
composto 1 que ndo apresentou atividade larvicida a niveis satisfatorios.

Por meio da analise estatistica, foi possivel calcular CLsy 503 ppm apenas para o0
composto 2, no intervalo de 48 horas. Embora o composto 3 tenha apresentado atividade
larvicida, novos bioensaios com diferentes concentracBes sdo necessarios para o célculo de
CLso, no intervalo de confianca estabelecido. Para os testes realizados com o produto
comercial imidacloprido, os dados obtidos sugerem uma CLsy, de 0,15 e 0,07 ppm, nos
intervalos de 24 e 48 horas, respectivamente.

A maior susceptibilidade das larvas aos compostos 2 e 3, pode ser explicado em razdo
da presenca do grupo hidroxila (OH) na molécula, em decorréncia da ligacdo de hidrogénio
que, ao interagir com os especificos receptores acetilcolinesterase das larvas, provocam forte
interacdo eletrostatica entre si, consequentemente promovendo o efeito de paralisia e morte.
Assim como 0 outro composto que apresentou o substituinte molecular NO,, grupos
derivados de compostos nitro contribuem para maior atividade inseticida por meio da
interacdo com receptores bioldgicos, bem como as diferentes configuraces que o produto
pode apresentar, como relataram Yshaara et al. (2007); Hong-Fei et al. (2010) e Casida
(2011).

5.6 Avaliacdo da atividade adulticida

Os compostos 2 e 3 foram selecionados para avaliagdo da atividade adulticida,
conforme os dados obtidos nos bioensaios larvicidas.
Inicialmente foram realizadas analises de ultravioleta na regido do visivel (UV-vis.),

para verificar se 0s compostos degradavam ap0s a impregnacgdo das garrafas. Os compostos
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foram dissolvidos em acetona (solvente utilizado nos testes adulticidas) durante os intervalos
de 0; 6; 8 e 12 horas, posteriormente analisados quanto as absor¢fes no UV-vis. Muller
(2009) verificou a degradacdo de compostos organicos por meio de analises de UV-vis. no
comprimento de onda maximo A 280, considerando o tempo total de 4 horas com leituras a
cada 30 minutos.

A absorbancia dos compostos avaliados quanto a degradacdo, utilizaram os
comprimentos de onda maximo A 252 e A 237 nm para 0S compostos 2 e 3, respectivamente.
Na Tabela 19 observam-se as principais absor¢des do UV-vis para os produtos.

Para o composto 2 foi possivel verificar o decréscimo na variacdo de absorbancia,
indicando que possivelmente o solvente se coordenou com o composto modificando a
estrutura e alterando a posicdo das bandas. Enquanto que para o composto 3, foi observado
um acréscimo na variacdo de absorbancia, indicando que a estrutura do composto nao foi
alterada, quando avaliado o comprimento de onda mais elevado, em virtude da maior

absorcéo de energia no espectro.

Tabela 19: Absorbéancia dos compostos 2 e 3 nas frequéncias de 252 e 237nm, respectivamente.

Composto 2 Composto 3
Periodo  Absorbancia Freguéncia Periodo Absorbancia Frequéncia
horas A Nanbmetro horas A nanémetro
0 1,601 251,5 0 0,863 237
6 1,481 252 6 0,974 237
8 1,478 252 8 0,917 237
12 1,43 252 12 0,987 236,5

Porém, mesmo o composto 2 apresentando relativa degradacgdo de parte da molécula, o
produto foi avaliado quanto a atividade adulticida.

A atividade adulticida dos compostos 2 e 3 contra fémeas adultas de A. darlingi foram
avaliada nas dosagens de 25, 50, 75 e 100ug. Os resultados mostraram que, 0s dois compostos
ndo apresentaram susceptibilidade no intervalo de 90 minutos de exposicdo as garrafas
impregnadas, e mesmo apds 24 horas de exposi¢do ndo houve mortalidade.

A atividade adulticida do imidacloprido foi avaliada nas dosagens de 0,025; 0,1; 0,2;
0,4 e 0,5ug. Estes valores foram selecionados de acordo com a dose recomendada pelo
fabricante para moscas brancas (Bemisia tabaci), pertencente a ordem Diptera. Assim, para

cada 100.000.000 cm? recomenda-se a aplicacdo de 160 g de ingrediente ativo (800 mL da
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suspensdo concentrada). Considerando que a area interna da garrafa corresponde a 264,4 cm?,
a dose do produto equivale a aproximadamente 0,4 pug.

De acordo com o gréafico apresentado na Figura 39, nas doses mais elevadas de 0,4 e
0,5 g, o imidacloprido apresentou mortalidade de 100% no intervalo de 30 minutos. Para a
dose mais baixa (0,025pg), observa-se mortalidade de 100% dos adultos a partir de 75
minutos de exposicdo as garrafas impregnadas. No entanto, foi registrado para todas as

concentragdes avaliadas, o efeito “knockdown’ nos mosquitos.
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Figura 39: Percentual de mortalidade dos mosquitos adultos para o imidacloprido.

Os resultados obtidos para os compostos 2 e 3 indicam que o0s produtos nao
apresentaram atividade adulticida nas dosagens avaliadas no experimento, necessitando de
novos testes com concentragdes mais elevadas. Além disso, as caracteristicas fisicas e
quimicas contribuem para a modulacdo do sitio ativo nos receptores biolégicos, levando em
consideracdo que os produtos sintetizados apresentaram relativa dificuldade de solubilizagéo
em solvente acetona, em decorréncia da provavel formacao de subprodutos nas reagoes.

Entretanto, os resultados preliminares obtidos para a mortalidade de A. darlingi, para o
produto comercial, indicam o potencial adulticida do produto comercial imidacloprido, até
entdo utilizado no combate a insetos e pragas da agricultura (ELBERT et al., 2008; JESCHKE
2010). Além do mais, a variacdo dos substituintes da cadeia contribui para as interacdes
moleculares do produto com o sitio ativo dos receptores. Tendo em vista que o imidacloprido

possui em seu farmacéforo uma estrutura de nitroguanidina, que confere elevada atividade
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inseticida seguida de grupos nitroiminas e cianoiminas, como afimam Kagabu (2008) e Kanne
et al. (2005).
6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos com a sintese dos compostos, além de suas respectivas analises
espectroscopicas, permitiram verificar que ndo foi possivel obter o &cido cloronicotinico
como produto intermediario do processo de sintese, por meio da reacdo de oxidacdo com
permanganato de potassio. Entretanto, as analises sugerem a formagdo de trés compostos
denominados: 3-&cido piridinacarboxilico 6-cloro 2-carbotioamida hidrazina (1); 3-
hidroxipiridina 6-cloro 2-aminotiometil hidrazina (2) e possiveis isbmeros de 5-nitrobenzoil
3-4cido piridinacarboxilico 6-cloro 2-carbotioamida hidrazina (3) nas posi¢fes orto, meta e
para do anel aromético. Entretanto, serd necessario realizar analises cromatogréficas a fim de
determinar o grau de pureza das amostras, para novos testes bioldgicos.

Nos bioensaios seletivos, as larvas de terceiro estadio de A. darlingi mostraram-se
susceptiveis aos compostos 2 e 3, nas concentracdes acima de 250 ppm. Para o imidacloprido,
as larvas foram altamente susceptiveis em concentra¢cbes mais baixas (0,5 — 4 ppm), com
percentual de mortalidade variando de 90-100%.

Contudo, foi possivel definir a CLso para 0 composto 2 - 503 ppm, no intervalo de 48
horas, e CLso de 0,17 e 0,07 ppm, respectivamente nos intervalos de 24 e 48 horas, para o
produto comercial imidacloprido. Conforme os dados, ha necessidade de sintetizar mais
produtos e realizar novos bioensaios para definir os valores de CLso no intervalo de 24 horas
para 0 composto 2 e, em ambos os intervalos para 0 composto 3. Nos experimentos com 0s
bioensaios de dose, que demandam maior nimero de repeticdes, maiores quantidades de
produtos sintetizados serdo necessarios.

Nos testes de prova de garrafa, modelo CDC, ndo ocorreu mortalidade dos adultos nas
concentracdes avaliadas para os produtos sintetizados. Enquanto que para o imidacloprido,
registrou-se mortalidade de 100 % dos mosquitos nas concentragcdes de 0,4 e 0,5 pg, no
intervalo de 30 minutos. Estes resultados s@o indicativos de que o imidacloprido constitui um
inseticida em potencial no combate aos mosquitos. Contudo, sera necessario sintetizar mais
produtos e realizar novos testes para concentragcbes mais elevadas, para entdo definir os
valores de CLsg, dos compostos sintetizados.

Neste trabalho buscou-se a sintese de novos produtos derivados de neonicotindides,
com atividade inseticida, em razdo da inexisténcia de estudos desta classe para serem

utilizados em programas de saude publica. Vale ressaltar que os produtos sintetizados
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constituem moléculas inéditas, ainda ndo descritas na literatura. O objetivo maior deste estudo
foi a busca de novas moléculas bioativas que apresentem atividade inseticida, ao modelo
biolégico descrito, com aplicacdo em atividades de controle de insetos vetores de doencas

tropicais.
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