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RESUMO

Neste trabalho foram sintetizados derivados do mentol e da mentona entre estes, nove ésteres,
uma tiossemicarbazona e duas hidrazonas. Todos caracterizados por ressonancia magnética
nuclear (RMN 'H), cromatografia gasosa acoplada ao espectrdmetro de massas (CG-EM) e
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Considerando que
mentol e mentona sdo os constituintes majoritarios presentes em muitos 6leos essenciais de
plantas com atividade larvicida comprovada, principalmente no género Mentha, o trabalho
teve como objetivo central avaliar o potencial larvicida dos derivados obtidos frente as larvas
do mosquito Aedes aegypti, principal vetor responsdvel pela transmissdao de doencas como
Febre Chikungunya, Zika e Dengue. Os compostos foram avaliados quanto a atividade
larvicida usando larvas de 3° estdgio do mosquito Aedes aegypti, em diferentes concentracdes
(4 -10—-20 —40 - 100) ppm dos bioprodutos. Os compostos MDODEC, MBENZ, MBENZ
4-OCHs3, MBENZ 4-Cl, MAC, MCINAM, MCINAM 4-OCH3, MENTIO E MENTISO,
obtiveram pontencil larvicida com valores de CLso menor que 100 ppm, destacando-se
MDODEC E MENTIO com valores de CLso de 8 e 22ppm, respectivamente, proximos ao do
larvicida temefos, 4 ppm. As amostras também foram avaliadas quanto a sua atividade
ansiolitica, modificando a atividade lomotora e comportamental do zebrafish, atuando via
GABA. Todos os compostos foram testados quanto a acdo inibitéria da enzima
Acetilcolinesterase (AChE), apresentando halos de inibi¢cdo proximos e, em alguns casos,

maior que o padrdo Eserina.

Palavras-chave: (-)-mentol; derivados do (-)-mentol; atividade larvicida; atividade

acetilcolinesterasica, atividade ansiolitica.



ABSTRACT

In this work, menthol and menthone derivatives were synthesized, including nine esters, one
thiosemicarbazone and two hydrazones. All characterized by nuclear magnetic resonance (‘H
NMR), gas chromatography coupled to mass spectrometer (GC-MS) and Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR). Aiming to evaluate its larvicidal potential against the larvae of
the Aedes aegypti mosquito, the main vector responsible for the transmission of diseases such
as Chikungunya Fever, Zika and Dengue. Considering that menthol and menthone are the
major constituents present in many essential oils of plants, mainly of the genus Mentha, with
proven larvicidal activity. The compounds were evaluated for larvicidal activity using 3rd
stage larvae of the Aedes aegypti mosquito, at different concentrations (4 — 10 — 20 — 40 —
100) ppm of bioproducts. The compounds MDODEC, MBENZ, MBENZ 4-OCH3, MBENZ
4-Cl, MAC, MCINAM, MCINAM 4-OCH3, MENTIO AND MENTISO, obtained larvicidal
pontencil with LC50 values lower than 100 ppm, with emphasis on MDODEC AND
MENTIO with values of CL50 close to that of the larvicide fearfos. The samples were also
evaluated for their anxiolytic activity, modifying the zebrafish's locomotor and behavioral
activity, acting via GABA. All compounds were tested for the inhibitory action of the enzyme
Acetylcholinesterase (AChE), showing inhibition halos close to and, in some cases, greater

than the Eserine standard.

Keywords: (-)-menthol; (-)-menthol derivatives; larvicidal activity; acetylcholinesterase activity,

anxiolytic activity.
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1. INTRODUCAO

A obtencdo de novos intermedidrios quimicos como precursores para a sintese de
compostos constitui uma importante etapa no processo de descoberta e desenvolvimento de
produtos com diferentes aplicacdes nas industrias quimica e farmacéutica. Uma das principais
estratégias para a obtencdo de substincias biologicamente ativas, por exemplo, consiste na
modificagdo molecular em estruturas de substincias biologicamente ativas. Nesse contexto,
usar compostos derivados de fontes naturais como modelos para a sintese de estruturas
andlogas com atividade bioldgica desempenha um papel importante na criagdo de novos e
promissores produtos terapéuticos. As alteracdes moleculares frequentemente enriquecem as
atividades bioldgicas e podem também reduzir potenciais efeitos colaterais.

Mentol e mentona sdo monoterpenos presentes em muitos 6leos essenciais de plantas,
principalmente do género Mentha, com atividade larvicida comprovada. Estas caracteristicas
tornam ambos, moléculas alvo de modificacdes estruturais para a producdo de substincias
com propriedades terapéuticas.

O presente trabalho aborda, em primeira mao, a sintese de ésteres derivados do mentol
em reacdes com 4cidos carboxilicos aromaéticos, dcidos graxos e dcidos cindmicos e, de
tiosemicarbazonas e hidrazonas derivados da mentona, em reacdes com tiosemicarbazidas e
com hidrazinas, respectivamente. Todos os produtos foram submetidos avaliacdo larvicida,
ansiolitica e quanto ao potencial inibitério da enzima acetilcolinesterase (AChE), com
resultados gerais bastante satisfatorios.

As plantas contém enzimas com diferentes propriedades que permitem utilizd-las em
varios tipos de reacoes biocataliticas (BIROLLI et al., 2015). A utilizacdo de enzimas como
biocatalisadores vem crescendo nos ultimos anos nas mais diversas areas do conhecimento,
com aplicacdes nas industrias quimica, farmacéutica, cosmética e de alimentos. O estudo das
enzimas sob o ponto de vista reacional quimico, permite um melhor entendimento de seu
comportamento, norteando as vdrias aplicacOes de novas enzimas como proteases, acilases,
oxirredutases, amilase, glicosidase, celulases e lipases (BARON, 2008). As reagdes de
biocatdlise surgiram como uma alternativa eficaz para a chamada quimica verde, através das
quais muitos processos industriais poderdo ocorrer de forma a minimizar os impactos

ambientais (SOUZA, 2012; VIEIRA et al., 2010). Particularmente, biocatalise é uma
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importante op¢do para a sintese de intermedidrios quirais enantiomericamente puros para a
inddstria farmacéutica e outros produtos comerciais.

A intensa busca por compostos com atividade farmacoldgica, na qual a grande maioria
sd0 compostos quirais apresentam pelo menos um centro estereogénico, € fortemente
dificultada através de reacdes via quimica convencional. Como a atividade bioldgica desses
compostos depende de sua pureza enantiomérica, as reacdes estereosseletivas merecem
destaque na sintese de moléculas com acdo agrotéxica e de fragrancias, sobretudo, com
atividade farmacoldgica. Nessa perspectiva, uma segunda parte do trabalho, neste campo de
pesquisas, teve como objetivo investigar as sementes de Sinapis alba L. (mostarda amarela),
buscando a redugdo da (-)-mentona em (-)-mentol. Foi obtido o dlcool (-)-mentol com
excelente excesso enantiomérico (DE SOUSA et al., 2019). A caracterizacio deste produto foi
realizada por cromatografia em camada delgada.

Com base no trabalho de Almeida (ALMEIDA et al., 2019), foram realizados testes
para verificar a possivel atividade larvicida de determinada substancia. Além disso, também
foi avaliada a acdo inibitéria da enzima Acetilcolinesterase (AChE), com o intuito de
correlacionar a atividade larvicida com a inibicdo dessa enzima. Os resultados obtidos
revelaram a presenca de halos, iguais ou até maiores do que aqueles observados no padrao
Eserina. Destacando-se o derivado MDODEC que revelou halos de inibicao maiores do que o

padrdo Eserina, demonstrando um potencial promissor para atividade larvicida.Parte inferior do
formulario

Com bases no resultado de a¢do larvicida obtido anteriormente, realizou-se um estudo
para investigar a atividade citotoxica do derivado do mentol MDODEC, utilizando os peixes
da espécie zebra fish (Danio rerio). Essa espécie € muito utilizada em estudos toxicolégicos
devido sua semelhanca ao ser humano e sua sensibilidade a agentes quimicos. Os peixes
foram expostos ao MDODEC por 96 horas e ndo foi observado efeito adverso.

O mentol, com propriedades refrescantes e calmantes, motivou a utilizagdo do “peixe
zebra” como modelo animal para avaliar algum efeito farmacoldgico do derivado acima,
sendo observado a atividade ansiolitica através do canal GABAérgico.

Finalmente, todos os derivados foram caracterizados através das técnicas
espectrscopicas de infravermelho (IV), ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN
'H), ressonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN %) e por espectrometria de massa
(CG-EM).

No presente trabalho, também foi feito um estudo para monitorar a eficicia do

composto MDODEC frente as larvas do mosquito da espécie Aedes Aegypti. A dL50 (dose



19

letal para 50% dos individuos) foi de 8ppm, ou seja, demonstrando alta eficicia no controle da
populacdo dessa espécie, controlando uma possivel infestacdo. Essa descoberta pode ter
impacto positivo no desenvolvimento de estratégias eficientes de combate a infestagcdes e

contribuir para a satde publica.
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2. CONSIDERACOES GERAIS

2.1 MENTOL E MENTONA

O mentol e a mentona (Figura 1) sdo dois monoterpenos componentes encontrados no
6leo essencial de plantas do género Mentha Piperita (KAWASAKI et al., 2013;
STRINGARO; COLONE; ANGIOLELLA, 2018), espécie pertencente a familia Lamiaceae,
umas das mais importantes na producdo de dleo essencial. Seu principal constituinte ativo é o
(-)-mentol, sendo consumido em sua forma pura ou presente em 6leo essencial, em torno de

30 000 toneladas por ano (CURRIN et al., 2018).

Figura 1 - Estrutura quimica do (-)-Mentol e (-)-Mentona.

OH - o

(-)-Mentol (-)-Mentona

Fonte: Elaborada pelo autor.

O grande destaque para este composto estd relacionado a suas agdes farmacoldgicas,
como atividade analgésica (RODRIGUES et al., 2019), antifingica (KHALEDI; TAHERLI;
TARIGHI, 2015), anti-inflamatéria (LUO et al., 2019), antimicrobiana (KOT et al., 2018),
inseticida (RADHIKA SAMARASEKERA, INDIRA S WEERASINGHE, 2008) e larvicida
(PANDEY et al., 2013), como também, ao seu emprego em vdarios setores das industrias
cosmética (ABUALHASAN et al.,, 2017), farmacéutica (KAWASAKI et al.,, 2013),
alimenticia (KUMAR; SINGH; CHHOKAR, 2011), cigarros (JACCARD et al., 2019) e
agroquimica.

No tocante a drea agroquimica, no trabalho de Khaledi (KHALEDI; TAHERI;
TARIGHI, 2015) o 6leo essencial de Mentha pipperita, em que os constituintes principais sao

o (-)-mentol e a (-)-mentona, foi testado em sementes de feijdo que apresentam o crescimento
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de fungos patégenos de Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia Solani. Utilizando-se
concentracdo de 2000 ppm do 6leo essencial resultou em efeito inibitério de 100% no
crescimento de M. phaseolina e de R. Solani.

No tocante a drea agroquimica, no trabalho de Khaledi (KHALEDI; TAHERI;
TARIGHI, 2015), o 6leo essencial de Mentha pipperita, em que os constituintes principais
sdo o (-)-mentol e a (-)-mentona, foi testado em sementes de feijao que apresentam o
crescimento de fungos patégenos Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia Solani. Utilizando
concentracdo de 2000 ppm do dleo essencial resultou em efeito inibitério de 100% no
crescimento de ambos os fungos.

A atividade larvicida do mentol e de outros monoterpenos foi estudada por Pandey
(PANDEY et al., 2013). Além dos monoterpenos originais, seus derivados acetilados foram
testados, obtendo-se resultados melhores que os respectivos monoterpenos puros, mas com
valores inferiores ao padrdo utilizado como larvicida. Devido ao nimero crescente de casos
de dengue no Brasil e no mundo, busca-se uma alternativa de combate ao vetor responsével a
transmissao dessas doengas. Os Oleos essenciais e extratos de plantas, em que os componentes
marjoritrios sdo o mentol e a mentona, mostraram boa atividade contra as larvas do vetor
Aedes aegypti.

Com base nesses resultados, a obtengdo de novos compostos oriundos de fontes
naturais encorajam a preparacdo de seus derivados para avaliar a eficdcia contra as larvas do
Aedes aegypti. Desta maneira, serdo obtidos derivados do (-)-mentol, que ¢ o principio ativo
do oOleo essencial da Mentha piperita. Alguns derivados do mentol ja sdo relatados na

literatura, mas ainda ndo foram avaliados quanto a sua eficdcia larvicida.

2.2 DENGUE

O mosquito Aedes aegypti € o principal vetor responsavel pela transmissao de algumas
doencgas virais, como a Febre Chikungunya, Zika e Dengue, que tém causado milhares de
mortes nos ultimos anos em todo o mundo (Figura 1) (CHARAN et al, 2013;
SUNDARARAJAN; RANJITHA KUMARI, 2017; TIBAYRENC; AYALA, 2014). Assim,
surgiu a necessidade urgente da criagdo de programas de controle, entre eles, a obtengdo de

novas substincias que possam combater as formas de transmissdo do mosquito da dengue
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(BOSCO SIQUEIRA et al.,, 2005; CHAN, 2012; DUANE J. GUBLER; EONG OOI;
SUBHASH VASUDEVAN; JEREMY FARRAR, 2014). Um dos modos de combate ao
mosquito pode ser realizado mediante a aplicagdo de larvicidas em recipientes de 4gua e do
uso de inseticidas para combater os mosquitos em sua forma adulta (ESMERALDO, 2016;
GUPTA; REDDY, 2013; KONISHI, 2011).

O mosquito Aedes aegypti é o principal vetor responsavel pela transmissao de algumas
doengas virais, como a Febre Chikungunya, Zika e Dengue, que t€ém causado milhares de
mortes nos ultimos anos (Figura 2) (CHARAN et al., 2013; SUNDARARAJAN; RANJITHA
KUMARI, 2017; TIBAYRENC; AYALA, 2014).

Figura 2 - Mosquito Aedes aegypti.

Esta espécie de mosquito mede menos de 1 cm e ¢ facilmente identificada pelas
manchas brancas presentes no corpo, cabeca e pernas. Foi disseminada por todo o continente
americano, pelo proprio homem, através do transporte dos ovos, das larvas e até mesmo do
mosquito adulto em navios, avides e veiculos terrestres. O Aedes aegypti tem seu
desenvolvimento através de metamorfose completa (holometabolismo), que compreende uma
fase aquatica representada por: ovo, larva (dividida em quatro estagios) e pupa e a fase aérea

representada pelo mosquito adulto (Figura 3) (ESMERALDO, 2016).
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Figura 3 - Ciclo de reproduciao do mosquito Aedes aegypti.

e AEDES
mesne AEGYPTI )

Ministério da Sadde

Fonte: Ministério da saude.

O Aedes aegypti habita em regides com climas tropicais, subtropicais € temperados,
Figura 4 (KNECHT et al., 2018). Entre as doencas transmitidas, a dengue é a mais grave, e
por isso, gera mais preocupacao na saide publica dos paises de clima tropical e subtropical
(BENELLLI, 2015; DUPONT-ROUZEYROL et al., 2012). A dengue ¢ uma doenca com varios
sintomas, onde os principais sdo febre, dor de cabeca, vOmito, dor nas articulacdes, dor
muscular e erupcdo cutinea (BRADY; HAY, 2020; DIAGNOSIS, 2009; WEAVER et al.,
2016; WHITEHORN; VAN; SIMMONS, 2014).
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Figura 4 - Areas que apresentam o virus da dengue.
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Fonte: Brady 2019.

O agente causador da dengue é um virus de RNA de fita simples, pertencente ao
género Flavivirus, presente também em doengas emergentes que tem causado preocupacao
aos sistemas de saude como, a febre amarela, a febre do nilo, a febre Chikungunya e a Zika
(CHOUIN-CARNEIRO et al., 2016; GOULD; SOLOMON, 2008; JAMES et al., 2018). O
virus da dengue (DENV) existe em pelo menos quatro tipos de sorotipos distintos: Den-1,
Den-2, Den-3 e Den-4. (ESMERALDO, 2016; PAHO, 2017) Vale destacar que a infec¢io por
um sorotipo resulta em imunidade ao longo da vida a esse sorotipo (BRADY; HAY, 2020;
JAMES et al., 2018).

Um dos primeiros relatos sobre epidemia de dengue ocorreu em 992, ocorrendo em
cidades especificas na China (BENNETT et al., 2010; BRADY; HAY, 2020; GUBLER,
2011; JAMES et al., 2018). Outros casos relatos entre 1779 e 1916 em localidades variadas
como India, Caribe e Estados Unidos remete as rotas de navegacio como fator primordial
para a pandemia do virus DENV nesse periodo. A expansdo da dengue ocorreu nos anos 90,
quando o virus da dengue migrou para dreas rurais, tornando o virus onipresente em paises
tropicais e subtropicais (BRADY et al., 2012; EMA et al., 2011; KHODAVERDILOO et al.,
2016; LOW et al., 2015; OOI; GOH; GUBLER, 2006; SIRISENA; NOORDEEN, 2014). O
surto de doengas virais tem ampliado seus territérios, ocorrendo em territorios desabituais
para o virus DENV, sendo observados na América do Norte, Flérida em 2009 (Estados
Unidos) e na Europa, Madeira em 2012 (Portugal) (BRADY; HAY, 2020; GRUBAUGH et
al.,, 2017; HUMPHREY et al., 2019; MARCHAND et al., 2013; RADKE et al., 2012;
REITER et al., 2003). Os surtos desse mosquito, t€ém despertado a atencdo das agéncias de

saude para o controle desse mosquito e combater suas doengas habituais.
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Devido ao grande nimero de casos de dengue surge a necessidade dos governos
dessas regides criarem programas de controle a dengue, iniciando-se com a elaboragcdo de
novos compostos que possam combater as formas de transmissdo do virus da dengue
(BOSCO SIQUEIRA et al.,, 2005; CHAN, 2012; DUANE J. GUBLER; EONG OOI,
SUBHASH VASUDEVAN; JEREMY FARRAR, 2014).

Sem métodos eficientes de prevencdo das doengas causadas pelo vetor Aedes aegypti,
surge a necessidade de controlar sua proliferagdo. O combate do mosquito pode ser realizado
através da eliminacao dos criadouros, da aplicacdao de larvicidas em recipientes de dgua e do
uso de inseticidas para combater os mosquitos em sua forma adulta (ESMERALDO, 2016;
GUPTA; REDDY, 2013; KONISHI, 2011).

Desde 1960, compostos organofosforados, como o temephos, o malathion e o
fenitrothion, t€m sido usados no controle da reprodugdo e proliferacio do mosquito Aedes
aegypti. Entretanto, foi observado que as larvas do mosquito tém adquirido resisténcia a esses
compostos, surgindo consequentemente, a necessidade de novos larvicidas eficientes (DORIA
et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2011). Segundo Knecht (KNECHT et al., 2018) os inseticidas
podem causar efeitos toxicos diretos (causa mortalidade) e/ou indiretos (efeitos sub-letais). O
segundo efeito pode provocar alteragcdes comportamentais (como evasdo) e bioldgicas (como
alteracoes na fertilidade) dos insetos sobreviventes apds o contato com uma dose sub-letal do
inseticida. A exposicdo das larvas a doses sub-letais do temefos parece ter induzido
resisténcia a essas larvas (LEE, 2000).

Tradicionalmente, o uso de compostos quimicos sintéticos agridem o meio ambiente,
promovendo a contaminacio do solo, 4gua e ar (DORIA et al., 2017). Estes sintéticos podem
ser substituidos por compostos oriundos de fontes naturais, por exemplo, os 6leos fixos. O
trabalho realizado por Santos (SANTOS et al., 2017) relata a pesquisa feita com 6leo fixo de
sementes de Syagrus coronata, Palmeira Licuri, e sua atividade contra larvas do Aedes
aegypti, com doses de CL50 de 21,07 ppm. Os resultados apontam que a atividade larvicida
foi promovida pela acdo dos dcidos decandico e dodecandico.

O trabalho realizado por Oliveira (OLIVEIRA et al., 2011), relata o uso de cardol,
cardanol e dcido anarcddico extraidos da castanha de caju, onde os trés apresentaram
atividade larvicida contra as larvas do Aedes aegypti, com valores de CL50 = 10,22 para o
cardol, 12,40 para o 4acido anacardico e 14,45 para o cardanol. Os resultados também foram
promissores para a inibicdo de enzimas acetilcolinesterase no teste de TLC semelhante ao

carbachol, usado como padrao.
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Outra pesquisa realizada na tentativa de se obter substancias naturais que possam
combater as larvas do Aedes aegypti, foi realizado por Duarte (DUARTE et al., 2015), que
extraiu o O6leo essencial de Alecrim (Rosmarinus officinalis L.), usado na forma de
nanoemulsido com tamanho médio de 200nm, resultou em mortalidade larval de 80% em 24
horas e 90% em 48 horas, com concentracdo final de 250 ppm.

Outra alternativa para obtencao de compostos de origem vegetal eficientes na morte de
larvas sdo extratos brutos obtidos com benzeno, hexano, acetato de etila, cloroférmio e
metanol de Terminalia chebula (Combretaceae) planta medicinal origindria do continente
asidtico. O extratos metandlico demonstrou as maiores taxas de mortalidade de larvas de
Anopheles stephensi, Culex Quinquefasciatus e Aedes aegypti, com CL50 de 87,13, 111,98 e
93,24 ppm, respectivamente (VENI; PUSHPANATHAN; MOHANRAJ, 2017).

Alguns trabalhos utilizando o o6leo essencial da Mentha piperita em que os
componentes marjoritarios sdo o mentol e a mentona, tém demonstrado atividades biologicas
interessantes. A partir dessa perspectiva, o presente estudo realizou a sintese de derivados do

mentol e da mentona com o objetivo de avaliar sua atividade larvicida contra larvas do Aedes

aegypti.
2.3  ACETILCOLINESTERASE

A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima que atua no sistema nervoso central
responsdvel pela hidrélise da acetilcolina (ACh), um neurotransmissor causador da
transmissao sindptica colinérgica. Este neurotransmissor € hidrolisado em acetilcoenzima A e
colina, e assim, permitem que o neurdnio colinérgico retorne ao seu estado de repouso apos
ser ativado (Esquema 1) (AWASTHI et al., 2018; JANKOWSKA et al., 2019; ORHAN et al.,
2008).

Esquema 1 - Sintese e hidrdlise da Acetilcolina.

o) Colina 0
)J\ @ Acetilcolinesterase )J\ ®
N(CHs) N(CHs)s
o N = CoA oo NS
ACh

AChE
Acetilcoenzima A Colina

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Alguns farmacos podem inibir a acdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) e por isso
sdo chamados de anticolinesterdsicos ou colinérgicos indiretos. A inativacdo da AChE evita a
hidrdlise da acetilcolina em acetilcoenzima A e colina, que assim, permanece ativa por um
periodo maior na fenda sindptica e evita a restauracdo do neurdnio ao estado inicial antes da
ativacdo. Se o inibidor da AChE (IAChE) apresenta a¢c@o no sistema nervoso central, pode ser
usado no tratamento da deméncia associada as doencas de Alzheimer e Parkinson
(TREVISAN et al., 2003).

O trabalho investigado por Almeida (ALMEIDA et al., 2019), mostrou que derivados
do cardol e cardanol apresentaram atividade larvicida em larvas do Aedes aegypti. Os
resultados apontam que os derivados atuam na inibicdo da AchE, produzindo varios efeitos

neurotoxicos e colapso do sistema nervoso central, levando a morte da larva.

2.4 ACAO LARVICIDA

Em todo o mundo, aproximadamente 3.500 espécies de mosquitos foram registradas
(HARBACH; HOWARD, 2007). Contudo, apenas uma pequena parcela dessas espécies é
responsavel por carregar e transmitir patégenos aos seres humanos (MULDERIJ-JANSEN et
al., 2022). As doencas arbovirais (virais transmitidas por artrOpodes) representam mais de
17% das doengas infecciosas em todo o mundo, afetando milhdes de pessoas (ALMEIDA,
2023). Entre essas doencas, a infeccdo pelo virus da dengue tem sido particularmente
preocupante, visto que a incidéncia global aumentou 30 vezes nas ultimas décadas. Na
América Latina e na regido do Caribe (ALC), a infeccao pelo virus da dengue tornou-se um
sério problema de saide publica, com um aumento significativo tanto na morbidade quanto na
mortalidade (PANDIYAN; MATHEW; MUNUSAMY, 2019; TAPIA-CONYER;
BETANCOURT-CRAVIOTO; MENDEZ-GALVAN, 2012).

Além do virus da dengue, os virus chikungunya e zika também tém sido motivo de
grande apreensdo. Ambos se disseminaram rapidamente pela regido da ALC nos ultimos oito
anos, ocasionando epidemias e altos niveis de morbidade. Essas enfermidades adicionais
colocaram uma carga adicional nos sistemas de satde da regido (MULDERIJ-JANSEN et al.,

2022; SILVA-FILHA et al., 2021).
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Na América Latina e na regido do Caribe, o Aedes aegypti € reconhecido como o
principal mosquito vetor dos virus da dengue, chikungunya e zika (POWELL, 2018; WEEKS
et al., 2021). Entretanto, outro vetor preocupante é o Aedes albopictus, também conhecido
como mosquito tigre asidtico, que demonstrou ser um transmissor competente dos mesmos
virus mencionados anteriormente. A presenca desse mosquito ¢ de grande importancia
médica, devido ao seu comportamento agressivo de picar os humanos durante o dia, sua
capacidade de adaptacdo a climas mais frios e sua habilidade de habitar recipientes artificiais
e naturais proximos as dreas habitadas por pessoas, o que leva a transmissao de doengas em
novas regides geograficas (ALMEIDA, 2023; MULDERIJ-JANSEN et al., 2022).

A transmissdo do virus por Aedes aegypti pode ser reduzida ou prevenida com manejo
ambiental e pelo uso de inseticidas sintéticos pertencentes ao grupo dos organofosforados e
piretroides, como o Temefos (Figura 5) e Pyriproxyfen (Figura 6), respectivamente (LIMA et
al., 2006). No entanto, o uso frequente desses inseticidas pode resultar em fitotoxicidade,
intoxicacdo humana e surgimento de insetos resistentes (KABIR et al., 2013; KUMAR et al.,
2014; PANDEY et al., 2013). Nesse contexto, pesquisadores t€ém trabalhado para desenvolver
estratégias alternativas de controle do Aedes aegypti, como o uso de fitolarvicidas compostos
por dleos essenciais de plantas ou seus compostos (FUIIWARA et al., 2017; GRZYBOWSKI
et al., 2013; LIMA et al., 2014; NOUR et al., 2009).

Figura 5 - Estrutura quimica Temefos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 6 - Estrutura quimica do Pyriproxyfen
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Como muitos pesticidas sdo projetados para causar efeitos adversos no sistema
nervoso de espécies de pragas, esses produtos quimicos sdo suspeitos de contribuir para
efeitos neurocomportamentais em humanos (AUDOUZE; TABOUREAU; GRANDIJEAN,
2018; BIORLING-POULSEN; ANDERSEN; GRANDJEAN, 2008).

Os esforgos para controlar o Aedes aegypti tém enfrentado muitos desafios que tém
prejudicado o progresso nessa drea. Entre eles, destaca-se a falta de infraestrutura nos paises
em desenvolvimento, o que tem dificultado a implementacdo de medidas efetivas de controle
do mosquito (SCHULTE et al., 2021).

Outro obstéculo significativo é o desenvolvimento de resisténcia multipla a inseticidas
sintéticos amplamente utilizados, como organofosforados, piretroides e carbamatos. Essa
resisténcia tem comprometido a eficicia dos produtos quimicos tradicionais no combate ao
Aedes aegypti, tornando essencial a busca por abordagens alternativas (MOYES et al., 2021).

Um dessas abordagens promissoras é a investigacio de compostos alternativos,
especialmente metabdlitos secunddrios derivados de plantas. Esses compostos tém se
mostrado como candidatos potenciais para o controle do vetor do mosquito, oferecendo uma
abordagem mais sustentdvel e menos prejudicial ao meio ambiente e a outros organismos
vivos (DE CARVALHO et al., 2019).

Diante desse cendrio desafiador, € imperativo intensificar os estudos de pesquisa para
identificar novas estratégias de combate ao Aedes aegypti, buscando solugdes inovadoras e
ecologicamente responsdveis. A colaboracdo entre instituicoes de pesquisa, autoridades de
saide e comunidades locais € essencial para enfrentar essa questido de saide publica de forma
efetiva e proteger a populagcdo contra doengas transmitidas por mosquitos. Com esforcos
definidos e investimentos em pesquisa, podemos esperar avancos flutuantes no controle do
Aedes aegypti e no enfrentamento das doencas associadas a esse vetor (AUDOUZE;

TABOUREAU; GRANDJEAN, 2018; SCHULTE et al., 2021).

2.5 ATIVIDADE ANSIOLITICA

A ansiedade é um transtorno mental recorrente me pessoas com epilepsia, ocorrendo

em 25% dos pacientes que apresentam essa comorbidade (FERREIRA et al., 2021). Os casos
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de eplepsia estdo fortemente relacionados a transtornos de ansiedade (HE et al., 2015;
MAHMOD et al., 2016; PACHER; KECSKEMETI, 2005; SALPEKAR et al., 2020). Para o
desenvolvimento de drogas anticonvulsivantes, conhecido como rastreamento de drogas
antiepilépticas (DAEs) € mais recentemente usadas O peixe-zebra como modelo de analise,
pois oferece a possibilidade de modelar convulsdes farmacoldgicas e genéticas em peixes
durante os estigios larval e adulto (GAWEL et al., 2020; JAMES et al., 2018) e possui um
repertério comportamental amplamente conservado, incluindo o comportamento ansiolitico
(BLASER; ROSEMBERG, 2012). Estudos tém demonstrado que o modelo
quimioconvulsivante pentilenotetrazol (PTZ) induz convulsdes de forma dependente da
concentracdo (GANDY et al., 2015; KANNER, 2016).

Os tratamentos para ansiedade frequentemente envolvem o uso de medicamentos,
sendo os benzodiazepinicos uma classe comumente utilizada. Medicamentos como diazepam,
alprazolam, clonazepam e lorazepam (Figura 7) atuam nos receptores do &cido y-
aminobutirico (GABA) para produzir efeitos terapéuticos. principal neurotransmissor
inibitorio do cérebro, e se ligam aos receptores GABAA onde potencializam a a¢do inibitdria
do GABA (MAGALHAES et al, 2017). No entanto, é importante ressaltar que os
benzodiazepinicos também apresentam efeitos sedativos, hipnéticos e relaxantes musculares

(SILVA MENDES et al., 2022).
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Figura 7 - Estrutura quimicas de fairmacos ansioliticos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os benzodiazepinicos sdo conhecidos por sua capacidade de promover relaxamento,
induzir sono e aliviar a tensdo muscular. Essas propriedades podem ser benéficas no
tratamento da ansiedade e das convulsdes, pois ajudam a reduzir a hiperexcitabilidade
neuronal associada a essas condi¢des (BUXERAUD, 2019; SILVA MENDES et al., 2022).

No entanto, € necessdrio considerar o0s possiveis efeitos colaterais dos
benzodiazepinicos, como sonoléncia excessiva, comprometimento cognitivo e dependéncia. O

uso prolongado desses medicamentos também pode levar a tolerancia, exigindo doses mais

OH
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altas para obter o mesmo efeito terapéutico (FERREIRA et al., 2020; NOWAKOWSKA,
2007).

Portanto, embora os benzodiazepinicos sejam eficazes no tratamento da ansiedade e
das convulsoes, € essencial monitorar seu uso cuidadosamente, ajustando as doses conforme
necessdrio e considerando alternativas terapéuticas quando apropriado, a fim de minimizar os
potenciais efeitos colaterais e promover uma abordagem de tratamento abrangente e
individualizada (DA SILVA et al., 2021; FERREIRA et al., 2020).

Portanto, avancos recentes na descoberta e desenvolvimento de biomoléculas
antiepilépticas e ansioliticas (DA SILVA et al., 2021; SILVA MENDES et al., 2022) foram
realizados com uma visdo das relagdes estrutura-atividade por meio do docking molecular
(JHA et al., 2020). Assim, novos tipos de drogas com potencial anticonvulsivante, ansiolitico
e efeitos colaterais minimos sao de necessidade imediata.

Muitas drogas recentes utilizadas no tratamento da ansiedade apresentam anéis
heterociclicos em suas estruturas, como diazepam, lorazepam e clonazepam. Cerca de 62%
das drogas para essa finalidade apresentam essa estrutura (SILVA MENDES et al., 2022).
Como o mentol e seus derivados apresentaramm muitas atividades farmacoldgicas relatadas
na literatura, buscou-se estudar o efeito dessa droga frente a atividade ansiolitica, utilizando o
zebrafish como modelo. Essas descobertas podem contribuir para o desenvolvimento de novas
terapias anticonvulsivantes e ajudar a melhorar a qualidade de vida das pessoas que vivem
com epilepsia.

Com o objetivo de compreender a relacdo entre o éster de mentol sintetizado e a
modulagdo da atividade ansiolitica através da neurotransmissio GABAérgica, este estudo teve
como foco investigar o impacto do MDODEC como ansiolitico. Para elucidar as possiveis

interagdes diretas dessas moléculas com os receptores GABAA.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Sintetizar e caracterizar novos compostos bioativos através de via quimica
convencional e via quimioenzimdtica, utilizando como substratos o mentol € a mentona,

respectivamente.

3.2 ESPECIFICOS

v’ Sintetizar ésteres do (-)-mentol;

v Sintetizar tiossemicarbazonas e hidrazonas derivados da mentona;

v’ Realizar testes de atividades bioldgicas de todos os derivados obtidos no presente

trabalho: Larvicida, inibi¢cdo da enzima acetilcolinesterase e ansiolitica.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 METODO DE SEPARACAO E ANALISES

As andlises necessdrias para obtencdo dos espectros e cromatogramas, incluindo
técnicas de cromatografia gasosa (CG-EM), ressondncia magnética nuclear (RMN) e
espectrometria na regido do infravermelho foram realizadas na Central Analitica do

Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.

4.1.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Na cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada cromatoplacas de silica
gel (Kieselgel 60 Fass4, 2-25 pm, Merck) com suporte de papel de aluminio. Os compostos
foram detectados por exposi¢cdo a luz ultravioleta nos comprimentos de onda em 254 e 365
nm em aparelho de marca Vilbert Loumart e por borrifagdo com solu¢do de vanilina/acido
perclérico (HCIO4) 0,75 M/etanol seguido de aquecimento em soprador térmico por cerca de
1 minuto; As cromatografias em colunas utilizaram gel de silica 60 A (Vetec) para coluna
flash e gel de silica 60 (Vetec) com granulometria de 70-230 mesh para coluna gravitacional;
A determinacdo dos tempos de retencdo dos substratos e seus respectivos produtos foi

efetuada em cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometria de massas (CG/EM).

4.1.2 Cromatografia de Adsorcio em Coluna (CC)

Os produtos reacionais, apds extragdo, foram purificados em coluna cromatografica
utilizando como adsorvente gel de silica 60 (® = 0,025-0,020mm), cédigo 45 337, de
procedéncia VETEC. O comprimento e didmetro das colunas variaram de acordo com a

quantidade de amostra a ser purificada e de silica utilizadas. Como eluente foram usados
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hexano e acetato de etila de qualidade PA da marca Synth, puros ou em misturas bindrias na

propor¢do 9:1, respectivamente.

4.1.3 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM)

As andlises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM)
foram efetuadas em aparelho Shimadzu GC/MS, modelo QP2010SE Plus (Figura 8) usando
coluna capilar Rtx®-5MS (95% dimetilpolisiloxano e 5% difenil) de 30 m, 0,25 mm de
diametro interno e 0,1 um de espessura do filme da fase fixa; as temperaturas do injetor e do
detector foram 240 e 280 °C, respectivamente; condi¢des da coluna: 60 °C para 80 °C a 5 °C
min-1, permanecendo por 3 minutos; entdo de 80 °C min-1 até 280 °C a 30 °C min-1
permanecendo nesta temperatura por 10 minutos, usando He como géds de arraste com vazao
de 1,0 mL min-1. A anélise com o detector de massa foi no modo scan com tempo de andlise
em 23,67 min.; o registro dos espectros de massa foi na faixa de 35 a 500 Daltons por impacto
de elétrons (EMIE) com energia de ionizagdo de 70 eV (voltagem de 1,5 KV), analisador do
tipo quadrupolo e fonte de fons a 240 °C.

Figura 8 - Fotografia do CG-EM modelo QP2010 da SHIMADZU.
—_— T _j_v_

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.1.4 Ressoancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)

Outra técnica utilizada para determinagdo do teor de conversao das biotransformacoes
realizadas foi a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Os espectros de RMN 'H foram
obtidos no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressondncia Magnética Nuclear da
Universidade Federal de Ceara (CENAUREMN/UFC), utilizando-se Espectrometros da
Bruker, modelo Avance DPX —300 e modelo Avance DRX-500, que operam na freqiiéncia de
300 e 500 MHz para hidrogénio, respectivamente. A dissolu¢do das amostras analisadas foi

realizada utilizando cloroférmio deuterado (CDCI3) como solvente.

4.1.5 Espectroscopia de Infravermelho (IV)

A espectrometria na regido do infravermelho (IV) foi utilizada para caracterizacdo dos
alcodis e acetatos obtidos por via quimica. Os espectros de IV foram obtidos utilizando
espectrometro Perkin Elmer, modelo (SPECTRUM 100) FT-IR. Nas andlises foi utilizado

filme de KBr para substancias liquidas e soliveis em cloroférmio.

4.2 SINTESE DOS DERIVADOS DO MENTOL

A sintese dos derivados ocorre via reacao de Steglich, como apresentado:
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Figura 9 - Mecanismo para a formacgdo de ésteres derivados do (-)-mentol
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.1 Benzoato de mentila (MBENZ)

3 mmol (366 mg) de acido benzdico foi dissolvido em 10 mL de diclorometano,
juntamente com 3 mmol de DCC (618 mg) e quantidade catalitica de DMAP, sob agitacio e a
temperatura ambiente. Apds 30 minutos, foi adicionado 1,5 mmol (234 mg) de mentol. A
reacdo ocorreu por 24 horas. Apds esse periodo foi realizada a CCD da reagdo, utilizando
como eluente uma mistura bindria de hexano/acetato de etila 90:10, onde foi constatado a
formacdo do produto com colora¢do azulada. Em seguida, a mistura reacional foi filtrada a
vacuo e posteriormente realizada uma extracdo reativa utilizando soluc@o de bicarbonato de
sodio 5% (m/v)(3x10mL), seguido por solucdo de acido cloridrico 5% (v/v) (3x10mL) e dgua
destilada (3x10mL). Logo apds, a fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro e

concentrada sob pressdo reduzida em evaporador rotativo.
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Figura 10 - Estrutura quimica do MBENZ

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.2 4-metoxi-benzoato de mentila (MBENZ 4-OCH3s)

3 mmol (457 mg) de &cido 4-metdxi-benzdico foi dissolvido em 10 mL de
diclorometano, juntamente com 3 mmol de DCC (618 mg) e quantidade catalitica de DMAP,
sob agitacdo e a temperatura ambiente. Apos 30 minutos, foi adicionado 1,5 mmol (234 mg)
de mentol. A reacdo ocorreu por 24 horas. Apds esse periodo foi realizada a CCD da reacao,
utilizando como eluente uma mistura binaria de hexano/acetato de etila 90:10, onde foi
constatado a formag¢ao do produto com coloracao azulada. Em seguida, a mistura reacional foi
filtrada a vacuo e posteriormente realizada uma extracdo reativa utilizando solucdo de
bicarbonato de s6dio 5% (m/v)(3x10mL), seguido por solucdo de éacido cloridrico 5% (v/v)
(3x10mL) e dgua destilada (3x10mL). Logo apds, a fase organica foi seca com sulfato de

sddio anidro e concentrada sob pressao reduzida em evaporador rotativo.

Figura 11 — Estrutura quimica do MBENZ 4-OCH3

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2.3 4-nitro-benzoato de mentila (MBENZ 4-NO3)

3 mmol (501 mg) de d4cido 4-nitro-benzdico foi dissolvido em 10 mL de
diclorometano, juntamente com 3 mmol de DCC (618 mg) e quantidade catalitica de DMAP,
sob agitacdo e a temperatura ambiente. Ap6s 30 minutos, foi adicionado 1,5 mmol (234 mg)
de mentol. A reagdo ocorreu por 24 horas. Apos esse periodo foi realizada a CCD da reacao,
utilizando como eluente uma mistura binaria de hexano/acetato de etila 90:10, onde foi
constatado a formag¢do do produto com coloracao azulada. Em seguida, a mistura reacional foi
filtrada a vdcuo e posteriormente realizada uma extracdo reativa utilizando solucdo de
bicarbonato de s6dio 5% (m/v)(3x10mL), seguido por solug¢do de acido cloridrico 5% (v/v)
(3x10mL) e agua destilada (3x10mL). Logo apds, a fase organica foi seca com sulfato de

sodio anidro e concentrada sob pressao reduzida em evaporador rotativo.

Figura 12 - Estrutura quimica do MBENZ 4-NO>

NO,

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.4 4-cloro-benzoato de mentila (MBENZ 4-Cl)

3 mmol (470 mg) de 4cido 4-cloro-benzdico foi dissolvido em 10 mL de
diclorometano, juntamente com 3 mmol de DCC (618 mg) e quantidade catalitica de DMAP,
sob agitacdo e a temperatura ambiente. Apds 30 minutos, foi adicionado 1,5 mmol (234 mg)
de mentol. A reag@o ocorreu por 24 horas. Apos esse periodo foi realizada a CCD da reacao,

utilizando como eluente uma mistura bindria de hexano/acetato de etila 90:10, onde foi
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constatado a formag¢do do produto com coloracdo azulada. Em seguida, a mistura reacional foi
filtrada a vacuo e posteriormente realizada uma extracdo reativa utilizando solucdo de
bicarbonato de sédio 5% (m/v)(3x10mL), seguido por solu¢do de 4cido cloridrico 5% (v/v)
(3x10mL) e dgua destilada (3x10mL). Logo apds, a fase organica foi seca com sulfato de

sddio anidro e concentrada sob pressao reduzida em evaporador rotativo.

Figura 13 - Estrutura quimica do MBENZ 4-C1

Cl

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.5 Dodecanoato de mentila (MDODEC)

3 mmol (601 mg) de dcido dodecandico foi dissolvido em 10 mL de diclorometano,
juntamente com 3 mmol de DCC (618 mg) e quantidade catalitica de DMAP, sob agitacio e a
temperatura ambiente. Apds 30 minutos, foi adicionado 1,5 mmol (234 mg) de mentol. A
reacdo ocorreu por 24 horas. Apds esse periodo foi realizada a CCD da reacdo, utilizando
como eluente uma mistura bindria de hexano/acetato de etila 90:10, onde foi constatado a
formacdo do produto com colora¢do azulada. Em seguida, a mistura reacional foi filtrada a
vacuo e posteriormente realizada uma extracdo reativa utilizando solu¢@o de bicarbonato de
sodio 5% (m/v)(3x10mL), seguido por solu¢do de acido cloridrico 5% (v/v) (3x10mL) e 4gua
destilada (3x10mL). Logo apds, a fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e

concentrada sob pressdo reduzida em evaporador rotativo.
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Figura 14 - Esrutura quimica do MDODEC
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.6 Octadecanoato de mentila (MEST)

3 mmol (854 mg) de 4cido octadecandico (dcido estedrico) foi dissolvido em 10 mL de
diclorometano, juntamente com 3 mmol de DCC (618 mg) e quantidade catalitica de DMAP,
sob agitacdo e a temperatura ambiente. Apos 30 minutos, foi adicionado 1,5 mmol (234 mg)
de mentol. A reacdo ocorreu por 24 horas. Apds esse periodo foi realizada a CCD da reacao,
utilizando como eluente uma mistura binaria de hexano/acetato de etila 90:10, onde foi
constatado a formag¢ao do produto com coloracao azulada. Em seguida, a mistura reacional foi
filtrada a vacuo e posteriormente realizada uma extracdo reativa utilizando solucdo de
bicarbonato de s6dio 5% (m/v)(3x10mL), seguido por solug¢do de acido cloridrico 5% (v/v)
(3x10mL) e dgua destilada (3x10mL). Logo apds, a fase organica foi seca com sulfato de

sddio anidro e concentrada sob pressao reduzida em evaporador rotativo.

Figura 15 - Estrutura quimica do MEST

16

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2.7 Acetato de mentila (MAC)

6 mmol (570 puL) de anidrido acético foi dissolvido em 10 mL de diclorometano,
juntamente com 2 mmol de trietilamina (EtsN) (280 puL) e quantidade catalitica de DMAP,
sob agitacdo e a temperatura ambiente. Apds 30 minutos, foi adicionado 2 mmol (312 mg) de
mentol. A reacdo ocorreu por 24 horas. Apds esse periodo foi realizada a CCD da reacao,
utilizando como eluente uma mistura binaria de hexano/acetato de etila 90:10, onde foi
constatado a formag¢ao do produto com coloracdo azulada. Foi evaporado o solvente da reacdo

sob pressdo reduzida em evaporador rotativo.

Figura 16 - Estrutura quimica do MAC
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.8 Cinamato de mentila (MCINAM)

3 mmol (444 mg) de 4acido 4-metdxi-trans-cinamico foi dissolvido em 10 mL de
diclorometano, juntamente com 3 mmol de DCC (618 mg) e quantidade catalitica de DMAP,
sob agitacdo e a temperatura ambiente. Ap6s 30 minutos, foi adicionado 1,5 mmol (234 mg)
de mentol. A reacdo ocorreu por 24 horas. Apds esse periodo foi realizada a CCD da reacao,
utilizando como eluente uma mistura binaria de hexano/acetato de etila 90:10, onde foi
constatado a formagao do produto com coloracao azulada. Em seguida, a mistura reacional foi
filtrada a vacuo e posteriormente realizada uma extracdo reativa utilizando solucdo de

bicarbonato de s6dio 5% (m/v)(3x10mL), seguido por solu¢do de acido cloridrico 5% (v/v)
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(3x10mL) e dgua destilada (3x10mL). Logo apds, a fase organica foi seca com sulfato de

sddio anidro e concentrada sob pressao reduzida em evaporador rotativo.

Figura 17 - Estrutura quimica do MCINAM

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.9 4-metoxi-cinamato de mentila (MCINAM 4-OCH3)

3 mmol (534 mg) de acido 4-metdxi-trans-cinamico foi dissolvido em 10 mL de
diclorometano, juntamente com 3 mmol de DCC (618 mg) e quantidade catalitica de DMAP,
sob agitacdo e a temperatura ambiente. Apos 30 minutos, foi adicionado 1,5 mmol (234 mg)
de mentol. A reacdo ocorreu por 24 horas. Apds esse periodo foi realizada a CCD da reacao,
utilizando como eluente uma mistura binaria de hexano/acetato de etila 90:10, onde foi
constatado a formagdo do produto com coloracao azulada. Em seguida, a mistura reacional foi
filtrada a vacuo e posteriormente realizada uma extracdo reativa utilizando solucdo de
bicarbonato de sédio 5% (m/v)(3x10mL), seguido por solug¢do de 4cido cloridrico 5% (v/v)
(3x10mL) e dgua destilada (3x10mL). Logo apds, a fase organica foi seca com sulfato de

sddio anidro e concentrada sob pressao reduzida em evaporador rotativo.
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Figura 18 - Estrutura quimica do MCINAM 4-OCHj3;

OCH,

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.10 (E) -2-((2S, 5R)-2-isopropil-5-metilciclo-hexilideno) hidrazinacarbotioamida
(MENTIO)

1 mmol (154 mg/173 pL) de mentona foi dissolvido em 5 mL de metanol e gotas de
acido acético, sob agitacdo e a temperatura ambiente. Apés 30 minutos, foi adicionado 2
mmol (182 mg) de tiossemicarbazida. A reagdo ocorreu por 24 horas. Apds esse periodo foi
realizada a CCD da reacgdo, utilizando como eluente diclorometano, onde foi constatado a
formacdo do produto com coloracdo amarela. Em seguida, a mistura reacional foi purificada
por coluna cromatogréifica com silica. Logo apds, a fase organica foi seca com sulfato de

sddio anidro e concentrada sob pressao reduzida em evaporador rotativo.

Figura 19 - Estrutura quimica do MENTIO

Fonte: Elaborado pelo autor.



45

4.2.11 (E)-N'-((2S, SR)-2-isopropil-5-metilciclo-hexilideno) benzo-hidrazida
(MENTISO)

1 mmol (154 mg/173 pL) de mentona foi dissolvido em 5 mL de metanol e gotas de
acido acético, sob agitacdo e a temperatura ambiente. Ap6s 30 minutos, foi adicionado 2
mmol (274 mg) de isoniazida. A reagdo ocorreu por 24 horas. Apds esse periodo foi realizada
a CCD da reagdo, utilizando como eluente diclorometano, onde foi constatado a formagao do
produto com coloracdo amarela. Em seguida, a mistura reacional foi purificada por coluna
cromatogrifica com silica. Logo apds, a fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e

concentrada sob pressdo reduzida em evaporador rotativo.

Figura 20 - Estrutura quimica do MENTISO

/

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.12 (E)-1-(2,4-dinitrofenil)-2-((2S,5R)-2-isopropil-5-metilciclo-hexilideno) hidrazina
(MHID 2,4-DINITRO)

1 mmol (154 mg/173 puL) de mentona foi dissolvido em 5 mL de metanol e gotas de
acido acético, sob agitacdo e a temperatura ambiente. Apés 30 minutos, foi adicionado 2

mmol (396 mg) de 2,4-dinitrofenil-hidrazina. A reacdo ocorreu por 24 horas. Apds esse
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periodo foi realizada a CCD da reacgdo, utilizando como eluente diclorometano, onde foi
constatado a formacdo do produto com coloracdo vermelha. Em seguida, a mistura reacional
foi particionada com 4gua, filtrada a vicuo e posteriormente realizada coluna cromatografica
com silica. Logo apds, a fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e concentrada sob

pressdo reduzida em evaporador rotativo.

Figura 21 - Estrutura quimica do MHID 2,4-DINITRO

NO,

ZT

NO,

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 ENSAIOS DA ATIVIDADE LARVICIDA

Os ensaios de atividade larvicida foram realizados no Nucleo de Controle de Vetores e
Endemias (NUVET), Orgdo da Secretaria de Sdude do Estado do Ceard. Para avaliar a
atividade dos derivados do (-)-mentol e (-)-mentona, bioensaios de dose - resposta foram
realizados, em triplicata, no intervalo de concentracoes (2, 4, 10, 20, 40, 100) ppm a fim de se
estabelecer as concentragdes letais necessdrias para causar mortalidade a metade das larvas
expostas aos bioprodutos (CL50).

Inicialmente solugdes estoques de cada bioproduto foram preparadas utilizando 20 mg
solubilizados em 10 mL de DMSO e a quantidade desejada para cada concentracio foi obtida
destas solu¢cdes com auxilio de uma pipeta analitica e entdo solubilizadas em DMSO
(dimetilsuféxido) até volume final de 0,5 mL. Cada amostra foi transferida para copos
descartaveis de 100 mL, completando com 49,5 mL de 4dgua destilada totalizando o volume de

50 mL.



47

Em cada copo adicionou-se 30 larvas do 3° estdgio de Aedes aegypti (cepa Rokefeller)
eclodidas em dgua potdvel em temperatura entre 25 — 27 °C e umidade entre 50 - 70%. Trinta
larvas de terceiro estdgio foram transferidas para um copo de 50 mL contendo 19,7 mL de
dgua. Antes de inserir os larvicidas na &dgua, eles foram diluidos em 0,3 mL de
dimetilsulf6xido (DMSO), resultando em concentra¢des de 4, 10, 20, 40 e 100 ppm. Um
controle usando 1,5% de DMSO / H2O foi testado em paralelo. A mortalidade foi registrada
ap6s 24 horas e o nimero de larvas mortas foi utilizado para calcular a concentracdo letal
mediana (CLsp). Ambos os compostos organotiofosfatos exibiram atividade larvicida
promissora. Foram realizadas triplicatas para compostos com efeito larvicida. O valor de CLso

foi determinado usando o software de analise estatistica BioStat 2009.

4.4 ATIVIDADE ANSIOLITICA

4.4.1 Materiais

Os reagentes e farmacos utilizados foram acetato de etila e n-hexano (Vetec
Quimica®), Diazepam (DZP) (Neo Quimica®), Flumazenil (Sandoz®) e Dimetilsulfoxido
(DMSO) (Dynamic®). Zebrafish adulto (Danio rerio) (60-90 dias de idade, peso de 0,4 + 0,1
g e comprimento de 3,5 = 0,5 cm), selvagens e de ambos os sexos, foram obtidos da Bio Pet

Comercio de Produtos Veterinarios LTDA (Fortaleza, Brasil).

4.4.2 Ensaios da atividade ansiolitica

Os peixes foram mantidos em um aquario de vidro (10 L, 30 cm x 15 cm x 20 cm)
contendo 4gua desclorada ProtecPlusR em pH 7,0, filtros submersos € uma bomba de ar. A
temperatura foi mantida em 25 oC e o ciclo circadiano foi fixado em 14:10 horas claro/escuro.

A alimentacao foi oferecida, a vontade, 24 horas apds o experimento. Apds 0s experimentos,
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os peixes foram sacrificados por imersao em dgua gelada (2-4 °C) por 10 min. até a perda dos
movimentos operculares.

Os testes com o zebrafish foram realizados no Laboratério de Quimica de Produtos
Naturais da UECE - Campus Itaperi, coordenado pela Profa. Dra. Jane Eire Silva Alencar de
Menezes. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comite de Etica no

Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara (CEUA-UECE nimero 04983945/2021).

4.4.3 Teste de campo aberto

Os animais (n = 6/grupo) foram tratados intraperitonealmente (i.p.) com 20 pL dos
derivados sintetizados nas doses de 4, 20 e 40 mg/Kg, veiculo DMSO (3%) e DZP (40
mg/Kg). Em seguida, foram submetidos ao teste de campo aberto para avaliar alteracoes na
coordenacao motora, seja por sedacdo e/ou relaxamento muscular (MAGALHAES et al.,
2017). Ap6s 30 minutos de tratamento, os peixes foram colocados individualmente em placas
de Petri, contendo a mesma 4agua do aquario e divididas em quatro quadrantes. A atividade
locomotora foi analisada contando o nimero de cruzamentos de linha durante 5 minutos. Os
animais que nao receberam tratamentos (Naive) foram considerados como linha de base

(100% de atividade locomotora).

4.4.4 Teste claro/escuro

O teste claro/escuro foi realizado para investigar o comportamento ansiolitico dos
compostos (Figura 35). O estudo foi baseado na metodologia proposta por GEBAUER et al.
(2011). Os animais (n = 6/grupo) foram tratados intraperitonealmente (i.p.) com 20 pL dos
derivados sintetizados a 4, 20 e 40 mg/Kg, veiculo DMSO (3%) e DZP (40 mg/kg). Um
aquario de vidro (30x15x20 cm) foi dividido em duas zonas, clara e escura, e preenchido com
agua da torneira (pré-tratada com anticloro) até atingir 3 cm de altura. Apos 30 minutos de

tratamento, os peixes foram colocados individualmente na zona clara e o comportamento
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ansiolitico foi observado atraves do tempo de permanéncia na zona clara durante 5 minutos.

Um grupo ndo tratado (Naive) foi avaliado.

4.4.5 Participacao do sistema GABAérgico

A participacdo do sistema GABAérgico foi avaliada através do teste claro/escuro,
conforme metodologia proposta por BENNEH ef al. (2017). Inicialmente, os animais (n =
6/grupo) foram tratados i.p. com flumazenil (4mg/Kg; 20 pL), um antagonista do GABA.
Ap6s 15 min, os peixes foram tratados i.p. com os derivados sintetizados, na dose efetiva mais
baixa (4 mg/Kg, 20 uL) e DZP (4 mg/Kg; 20 uL). Como grupo controle, outros peixes (n =
6/grupo) foram tratados i.p. com DMSO (3%; 20 pL), e um grupo nao tratado (Naive) foi
incluido. Apés 30 minutos de tratamento, os animais foram adicionados individualmente a
zona clara do aqudrio. O efeito ansiolitico foi quantificado como a porcentagem de

permanéncia na zona clara (%PZC) durante 5 minutos.

4.5 TOXICIDADE AGUDA (96 HORAS)

O teste de toxicidade aguda (CLs0-96h) foi realizado de acordo com as diretrizes da
Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OCDE) (ARELLANO-
AGUIAR et al., 2015; AMALI et al., 2019). Os animais (n = 6/grupo) foram tratados
intraperitonealmente (i.p.) (Figura 22) com os compostos derivados sintetizados (20 pL) nas
doses 4, 20 e 40 mg/Kg. DMSO 3% foi usado como controle negativo (20 pL; i.p.). A
mortalidade, em cada concentragdo, foi registrada apds 24, 48, 72 e 96 horas. O niimero de
peixes mortos foi submetido a andlise estatistica, estimando-se a dose letal para matar 50%
(CLs0) pelo método Trimmed Spearman-Karber com intervalos de confianca de 95%. Os
tratamentos via intraperitoneal (i.p.) foram realizados com seringas de insulina (0,5 mL;

UltraFine® BD) com agulha de calibre 30G.
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Figura 22 - Injecao, via intraperitoneal (i.p.), das amostras no zebrafish.
- s Y i

Fonte: Proprio autor.

4.6 ENSAIO PARA INIBICAO DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

Este ensaio € baseado no procedimento descrito por Ellman et al.(1961), adaptado para
CCD por Rhee et al. (2001). E considerado um método colorimétrico e que pode ser utilizado
de forma qualitativa e quantitativa, mas nesse trabalho foi utilizada somente a forma
qualitativa. E um método répido e sensivel para a selecio de amostras com agio
anticolinesterasica. A metodologia consiste em retirar uma aliquota de Sul do 6leo essencial
na concentracdo 10 mg/mL e 1mg/mL para compostos puro e aplicar em uma cromatoplaca
(DC-Alufolien, Silicagel 60 F254, 0,2 mm Merck). Apds a completa evaporacio do solvente,
foi borrifado uma mistura (1:1) de iodeto de acetilcolina (ATCI) Immol.L-1 com o reagente
de Ellman (4dcido 5,5’ — Ditiobis- (2 —nitrobenzéico, DTNB, 1 mmol.L-1), deixando em
repouso por 3 minutos para a secagem da placa. Em seguida foi borrifado a enzima
acetilcolinesterase (3 U/ml). Apdés 10 minutos, ocorre o surgimento de uma coloracao
amarela, porém, onde hé inibicdo da enzima, observa-se a formacdo de um halo branco em
torno dos “spots” onde foram aplicadas as amostras. Em 20-30 minutos a coloragdo
desaparece. Como controle positivo, foi utilizada a solucao do padrdo de sal Eserina 1mg/mL.
Esse ensaio foi realizado no Laboratério de Produtos Naturais e Biotecnologia da UFC -

Campus do Pici, coordenado pela Profa. Dra. Maria Teresa Salles Trevisan.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PARTE I: SINTESE E CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS

Inicialmente o trabalho foi direcionado para a obten¢do dos derivados do (-)-mentol
(ésteres) efetuando transformagdes quimicas em reagdes com dcidos carboxilicos arométicos e
graxos, em presenca de dicicloexilcarboimida (DCC) e dimetilaminopiridina (DMAP).
Depois, foi obtido o éster do mentol por reagdo com o anidrido acético, porém, sob acdo de
trietilamina (Et;N) e dimetilaminopiridina (DMAP). A seguir, prosseguiu com a obtencao de
tiosemicarbazonas e de hidrazonas em reacdes com tiosemicarbazidas e com hidrazinas,
respectivamente, também, em presenca de DCC e de DMAP. Finalmente, foi obtido o dlcool
[(-)-mentol)] a partir da mentona em reacdo enzimatica, utilizando as sementes de mostarda
(Sinapis alba L.) como catalisador vegetal na forma integral. Todos os derivados foram

avaliados com relacio ao potencial larvicida frente ao mosquito da dengue (A. aegypti).

5.1.1 Sintese dos derivados do (-)-mentol

A obtengdo dos ésteres derivados do mentol, em primeia mao, foi realizada por
reacdes com 4cidos carboxilicos arométicos (benzdico, 4-metéxibenzoico, 4-cloro-benzdico e
4-nitro-benzdico) em presenga de DCC/DMAP, utilizando o CH2Cl, como solvente (Esquema

2).
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Esquema 2 - Esquema reacional dos ésteres derivados do (-)-mentol através de esterificacdo
com 4cidos carboxilicos aromaticos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observando os resultados da Tabela 1 e tendo como base o 4c. benzdico, pode-se dizer
que, os rendimentos sdo consistentes com 0s grupos substituintes na posi¢do para, pois, foi
menor (65%) com o grupo 4-OMe (doador de elétrons) e maior (79%) com o grupo 4-NO2
(retirador de elétrons), ou seja, desativando e ativando, respectivamente, o respectivo acido

para reagdes de substituicdao nucleofilica.

Tabela 1 - Rendimento das reacdes de esterificacdo do mentol com &cidos carboxilicos
aromaticos.

Acidos Rendimento SIGLA
1. Acido benzéico 68 MBENZ
2. Acido 4-meté6xibenzéico 65 MBENZ 4-OCH3
3. Acido 4-nitro-benzéico 79 MBENZ 4-NO2
4. Acido 4-cloro-benzéico 70 MBENZ 4-Cl

A seguir, foram obtidos dois derivados com dacidos graxos (4cidos dodecandico e
estedrico) também, em presenca de DC e DMAP (Esquema 3), com rendimentos (Tabela 2)
um pouco menor que com os dcidos aromdticos. O rendimento em cada caso, considerando

apenas estes dois, foi menor com o dcido de maior cadeia (DA SILVA et al., 2017).
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Esquema 3 - Esquema reacional dos ésteres derivados do (-)-mentol através de esterificacdo
com dcidos carboxilicos de cadeia aberta.

i
HO R (0]
DCC, DMAP )L Rs5 = (CHy)1oCH3
OH : o R Rg=(CH;)1sCH;

Fonte: Elaborado pelo autor.

Um outro éster foi conseguido pela reacdo do mentol com o anidrido acético usando
como reagentes catalisadores Et3N (trietilamina) e DMAP (Esquema 4). Neste caso, devido a
maior reatividade do anidrido, como também, sua menor cadeia alifatica, o rendimento de

reacdo (82%) foi, relativamente, bem maior (Tabela 2).

Esquema 4 - Esquema reacional do éster derivado do (-)-mentol através de esterificagdo com

anidrido acético.
o o)
)J\O)J\ 0
EtN, DMAP )-K
OH - o)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 2 - Rendimento das reacdes de esterificacdo do mentol com &4cidos carboxilicos de
cadeia aberta.

Acidos/Anidrido Rendimento SIGLA
5. Acido dodecanéico 60 MDODEC
6. Acido estedrico 54 MEST
7. Anidrido acético 82 MAC

Empregando a mesma estratégia utilizada para as esterificacbes com os &4cidos
carboxilicos citados acima, mais dois ésteres foram preparados por reacdo com os acidos

cindmico e para-metoxicinamico (Esquema 5), uma metodologia diferente daquela usada por
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Singh (SINGH et al., 2012) na elaboragdo de ésteres do acido cinamico. O rendimento nas
reacoes foi baixo (Tabela 3), o que seria justificado pela forte conjugacao nas estruturas dos
acidos, sobretudo no para substituido pelo grupo metoxila (doador de elétrons). A
determinagdo da atividade antimicrobiana revelou a importancia da insaturacdo no sistema

conjugado.

Esquema 5 - Esquema reacional dos ésteres derivados do (-)-mentol através de esterificagao
com 4cidos carboxilicos.
o)

HO &

DCC, DMAP
OH ; o 7

R Rg=0CH,

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 3 - Rendimento das reacOes de esterificacio do mentol com dacido cindmico e 4-
metoxi-cindmico.

Acidos Rendimento SIGLA
8. Acido cindmico 53 MCINAM
9. Acido 4-met6xi-cinAmico 45 MCINAM 4-OCH3

Fonte: o préprio autor.

5.1.2 Caracterizacao dos derivados do (-)-mentol

A caracterizagdo e pureza dos compostos produzidos foram verificadas através de
espectroscopia no infravermelho (IR), cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de

massas (CG-EM) e ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H).
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5.1.2.1 Caracterizagdo do benzoato de mentila (MBENZ).
O espectro na regido do infravermelho (Figura 23) da substincia 1 (benzoato de

mentila) mostrou como destaques, as bandas intensas em 1742 e 1250 cm’!, caracteristicas de

éster (estiramentos C=0 e C-O, respectivamente).

Figura 23 - Espectro de infravermelho do benzoato de mentila (MBENZ).
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Fonte: o préprio autor.

No espectro de massa (Figura 24) do derivado ndo foi registrado o pico do ion
molecular ([M* 260]), porém, sdao observados picos importantes que identificam {ons
resultando de fragmentagdes cladssicas. Assim, o pico em m/z 138 (85%) pode ser explicado
por um rearranjo de McLafertty vindo do ion molecular (m/z 260 — C7HsO>) e o pico em m/z

105 (100%) resultando de uma fragmentacgdo alfa a partir do ion molecular.
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_ Figura 24 - Espectro de massa do benzoato de mentila (MBENZ).
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de RMN 'H (Figura 25) exibiu os sinais esperados, com destaque para:
dubleto em &4 0,81 (6,0 Hz, 3H, CH3), dubleto em 64 0,94 [6,0 Hz, 6H, (CH3)2)], tripleto de
dubleto em 61 4,95 (9,0 e 3,0 Hz, 1H, HC-O), todos devidos a parte alifatica do composto (os
demais hidrogénios do anel mentila, originaram os multipletos compreendidos entre 1,00 e
2,35 ppm); dubleto em 64 8,06 (9,0 Hz, 2H orto a C=0), tripleto em 6 7,58 (9,0 Hz, 1H
para C=0) e tripleto em &4 7,53 (9,0 Hz, 2H meta a C=0), devidos hidrogénios do anel

aromético conjugado a carbonila.

Figura 25 - Espectro de RMN 'H do Benzoato de mentila (MBENZ).
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Fonte: o préprio autor.
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5.1.2.2 Caracterizagdo do 4-metoxibenzoato de mentila (MBENZ 4-OCH3)

O espectro no infravermelho (Figura 26) do 4-met6xibenzoato de mentila, além das
bandas em 1742 e 1250 cm’!, caracteristicas de éster (estiramentos C=0 e C-O,

respectivamente), registrou as absor¢des em 1600, 1500 e 1450 cm™' préprias do sistema

aromadtico (estiramentos das ligacdes C=C do anel).

Figura 26 - Espectro de infravermelho do 4-metdxibenzoato de mentila (MBENZ 4-OCH3).
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de massa (Figura 27) do derivado mostrou o pico do fon molecular ((M*

290]) e picos importantes em m/z 152 (M-138), m/z 135 [CsH702]" e m/z 95 [C7H11]*.

Figura 27 - Espectro de massa do 4-met6xibenzoato de mentila (MBENZ 4-OCH3).
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Fonte: o préprio autor.



58

O espectro de RMN 'H (Figura 28), por sua vez, em adi¢io ao sinal do grupo metoxila
(s, 3H, 61 3,86), mostrou os mesmos sinais observados para MBENZ, com relagdo a parte
alifatica: 64 0,80 (d, 6,0 Hz, 3H, CH3), 0,91 (sl, 6H, (CHs)2)], 3,86 (s, 3H, OCH3), 4,91 (m,
1H, HC-O) (os demais hidrogénios do anel mentila, originaram os multipletos compreendidos
entre 1,00 e 2,35 ppm); no tocante ao sistema aromadtico p-substituido, os dois sinais em 6w

6,92 (d, 9,0 Hz, 2H orto a H3CO) e 7,80 (d, 9,0 Hz, 2H orto a C=0).

Figura 28 - Espectro de RMN 1H do 4-metdéxibenzoato de mentila (MBENZ 4-OCH3).
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Fonte: o préprio autor.

5.1.2.3 Caracterizagdo do 4-nitrobenzoato de mentila (MBENZ 4-NO-)

O espectro no 1V (Figura 29) do 4-nitrobenzoato de mentila (MBENZ 4-NO3) exibiu,
praticamente, o mesmo padrdo que os espectros dos derivados anteriores. Assim, foram
registradas  como destaques as bandas em 1740 cm™ (estiramento C=0), 1600 e 1500 cm’!

(estiramento C=C do anel aromético) e 1250 cm™! (estiramento da ligacio C-O).
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Figura 29 - Espectro de infravermelho do 4-nitrobenzoato de mentila (MBENZ 4-NO,).
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Fonte: o préprio autor.

No espectro de massa (Figura 30) do derivado ndo foi registrado o pico do ion
molecular ([M* 304]), porém, sdao observados picos importantes que identificam {ons

resultando de fragmentagGes esperadas, tais como, picos em m/z 138 (100%) [CioHis]* e 95

[C7H11]", entre outros.

Figura 30 - Espectro de massa do 4-nitrobenzoato de mentila (MBENZ 4-NO).
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Fonte: o préprio autor.

No espectro de RMN 'H (Figura 31) de MBENZ 4-NO,, as absorcdes na parte

alifatica do produto foram, praticamente, as mesmas verificadas no correspondente espectro
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de MBENZ 4-OCH3, ou sejam: 64 0,80 (6,0 Hz, 3H, CH3), dubleto em &4 0,94 [6,0 Hz, 6H,
(CHa3)2)], tripleto de dubleto em 61 4,97 (9,0 e 3,0 Hz, 1H, HC-O), todos devidos a parte
alifatica do composto (os demais hidrogénios do anel mentila, originaram os multipletos
compreendidos entre 1,00 e 2,35 ppm). Com respeito a parte aromética, os dois dubletos
tipicos de anel p-substituido, como no MBENZ 4-OCH3, porém, com deslocamentos
quimicos em campo mais baixo relativamente aos dubletos do derivado acima, justificado
pela presenca do grupo nitro, que desblinda fortemente por anisotropia € mesomeria: 6y 8,20

(d, 9,0 Hz, 2H orto a C=0) e 8,30 (d, 9,0 Hz, 2H orto ao NO3).

Figura 31 - Espectro de RMN 'H do 4-nitrobenzoato de mentila (MBENZ 4-NO,).
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5.1.2.4 Caracterizagdo do 4-clorobenzoato de mentila (MBENZ 4-Cl)

O espectro no IV (Figura 32) de MBENZ 4-Cl, apresentou como bandas principais,
praticamente, as mesmas que nos casos anteriores, quais sejam: 1740 cm™! (estiramento C=0),

1600, 1500 e 1450 cm™ (estiramento C=C do anel aromitico) e 1250 cm™ (estiramento C-O).

Figura 32 - Espectro de infravermelho do 4-clorobenzoato de mentila (MBENZ 4-Cl).
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Fonte: o préprio autor.
No espectro de massa (Figura 33), embora com baixa intensidade, foi registrado o pico

do fon molecular ([M* 294]). Em adi¢do, picos em m/z 139 [C;H4O*’Cl/C7H4O*'Cl, 3:1]" e
m/z 111 [CeH4*>Cl/CeH4*'Cl, 3:1]".

~ Figura 33 - Espectro de massas do 4-clorobenzoato de mentila (MBENZ 4-Cl).
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Fonte: o préprio autor.
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No espectro de RMN 'H (Figura 34), como esperado, 0 mesmo padrio em relacdo aos
derivados anteriores no tocante ao sistema mentila: dubleto em 64 0,79 (6,9 Hz, 3H, CHa),
dubleto em &4 0,93 [6,5 Hz, 6H, (CH3)2)], tripleto de dubleto em 64 4,93 (11,0 e 4,5 Hz, 1H,
HC-0), todos devidos a parte alifitica do composto (os demais hidrogénios do anel mentila,
originaram os multipletos compreendidos entre 1,00 e 2,25 ppm); dubleto em &4 7,41 (8,6 Hz,
2H orto ao Cl) e dubleto em &4 7,97 (8,6 Hz, 2H orto a C=0), originados pelo anel aromético

para substituido.
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Fonte: o préprio autor.

5.1.2.5 Caracterizagdo do dodecanoato de mentila (MODEC)

O espectro no IV (Figura 35) do MODEC registra absor¢des que caracterizam um

composto de natureza genuinamente alifatica. Assim, destaca bandas fortes em 2925 e 2850
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cm’!' que identificam estiramentos simétrico e assimétrico de varias ligagdes C-H (cadeia
CiiH23 + anel mentila), juntamente com as bandas em 1460 e 1385 cm’! devidas as

deformacdes angulares de grupos metileno e metila, respectivamente. Em destaque, a

absorcio intense em 1740 cm™! de estiramento do grupo C=0 de éster.

Figura 35 - Espectro de infravermelho do dodecanoato de mentila (MODEC).
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Fonte: o préprio autor.

No espectro de massa (Figura 36) do derivado ndo foi registrado o pico do ion
molecular ([M* 338]), porém, sdo observados picos importantes que identificam {ons
resultando de fragmentacdes cldssicas. Assim, o pico em m/z 138 (100%) pode ser explicado
por um rearranjo de McLafertty vindo do fon molecular (m/z 338 — C12H2402) e o pico em m/z

95 (90%) resultando de uma fragmentacdo alilica a partir do m/z 138 (138 — C3Hy).



Figura 36 - Espectro de massa do dodecanoato de mentila (MODEC).
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de RMN 'H (Figura 37), de modo geral, exibiu um padrao caracteristico de

substancia de natureza alifatica, com destaque para as absor¢des em: 6y 0,76 (d, 7,0 Hz, 3H,

HsC), 0,92 [m, 9H, (HsC)2 + HsCl, 1,36 [m, 18H, (H2C)s], 2,26 (t, 7,4 Hz, 2H, H2C alfa & C=0) e

4,68 (td, 10,8 e 4,3 Hz, 1H, HC-0O).

Fonte: o préprio autor.
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5.1.2.6 Caracterizagdo do octadecanoato de mentila (MEST)

O espectro no IV (Figura 38) do octadecanoato de mentila (MEST) registra absor¢des
que caracterizam um composto de natureza genuinamente alifatica. Assim, destaca bandas
fortes em 2925 e 2850 cm™! que identificam estiramentos simétrico e assimétrico de vdrias
ligagdes C-H (cadeia Ci7H3s + anel mentila), juntamente com as bandas em 1460 e 1385 cm™
devidas as deformagdes angulares de grupos metileno e metila, respectivamente. Em

destaque, a absorcdo intensa em 1740 cm™ de estiramento do grupo C=0 de éster.

Figura 38 - Espectro de infravermelho do octadecanoato de mentila (MEST).
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Fonte: o préprio autor.

No espectro de massa (Figura 39) do derivado ndo foi registrado o pico do ion
molecular ([M* 422]), porém, foram observados picos esperados, tais como, o pico em m/z
284 [CisH3602]" e m/z 138 (100%) que podem ser explicados por fragmentag¢do tipo

McLafertty a partir do pico do fon molecular.
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Figura 39 - Espectro de massa do octadecanoato de mentila (MEST).
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de RMN 'H (Figura 40), de modo geral, exibiu um padrdo caracteristico de
substancia de natureza alifatica, com destaque para as absor¢des em: 6y 0,76 (d, 7,0 Hz, 3H,
HsC), 0,95 [m, 9H, (H3C)2 + HsCl, 1,26 [m, 30H, (H2C)1s], 2,28 (t, 7,4 Hz, 2H, H.C alfa 4 C=0) e
4,68 (td, 10,8 e 4,0 Hz, 1H, HC-0).

Figura 40 - Espectro de RMN 'H do octadecanoato de mentlla (MEST).
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5.1.2.7 Caracterizagdo do acetato de mentila (MAC)

O espectro de infravermelho (Figura 41) do derivado acetato de mentila (MAC),
apresentou como destaque, duas bandas intensas em 1745 cm™! e 1240 cm! caracteristicas dos

estiramentos C= O e C — O em acetatos, respectivamente.

Figura 41 - Espectro de infravermelho do acetato de mentila (MAC).
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de massa (Figura 42), embora com pico do ion molecular ([M]"198), muito
pequeno, exibiu picos coerentes com fragmentagdes esperadas. Assim o pico em m/z 138
(69%) seria resultante da perda de acido acético (M - 60) via mecanismo Mc Lafferty a partir
do ion molecular. Este fragmento, por sua vez, permite explicar o ion responsavel pelo pico

base m/z 95 (100%) (m/z 138 — C3H7) e ainda o pico em m/z 123 (40%) (m/z 138 — CH3).
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Figura 42 - Espectro de massas do acetato de mentila (MAC).

100
o 138
60+
404 e 81 i
20: 27 39| 55 67 109
T T R D 2 - v -

10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490

Fonte: o préprio autor.

No espectro de RMN de 'H (Figura 43), a parte os sinais multipletos e o sinal bem resolvido
em 6x 4,67 (td 9,0 e 3,0 Hz, 1H, CH-O) relacionados aos hidrogénios do anel mentila,
destacam-se os sinais em: &y 0,76 (d, 6,0 Hz, 3H, CH3), 0,90 (d, 6,0 Hz, 6H, (CH3)2), 2,03 (s,
3H, H3C-C=0) e 4,67 (td, 9,0 e 3,0 Hz, 1H, CH-O), todos em acordo com a estrutura do

acetato de mentila.

Figura 43 - Espectro de RMN 'H do acetato de mentila (MAC).
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Fonte: o préprio autor.
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5.1.2.8 Caracterizagdo do cinamato de mentila (MCINAM)

O espectro IV (Figura 44) mostrou absor¢des em 1724 cm ' (C=0 de éster
conjugado), 1634 cm ! (- C = C — de olefina conjugada) e 1260 cm ! (C— O de éster), entre

outras.

Figura 44 - Espectro de infravermelho do cinamato de mentila (MCINAM).
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Fonte: o préprio autor.

No espectro de massa (Figura 45) do derivado foi registrado o pico do ion molecular

([M* 286]), além de picos importantes, tais como m/z 138 (85%) [CioHis]*, 131 (100%)
[CoH70]1* € 95 [C7Hi1]".

Figura 45 - Espectro de massas do cinamato de mentila (MCINAM).
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Fonte: o préprio autor.
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O espectro de RMN 'H (Figura 46) registrou sinais em g 0,77 (d, 6,0 Hz, 3H,
CH3), 0,91 (m, 6H, (CH3)2, 1,03 a 2,09 (multipletos) e 4,83 (td, 9,0 e 4,0 Hz, 1H, CH-O),
todos devidos aos hidrogénios da parte alifdtica (sistema mentila). Por outro lado, o grupo
cinamoil foi indicado pelos sinais em campo baixo de ou 6,41 a 7,70 para 7 hidrogénios. Os
sinais de 5 hidrogénios em 6u 7,38 (m, 3H para e meta a C=C da olefina) e 7,52 (m, 2H, orto
a C=C) foram correlacionados ao anel aromético do sistema cinamoil. Uma configuragdo

trans para a parte cinamoil foi concordante com os sinais dos hidrogénios olefinicos em ¢ H

6,43 (d, 15 Hz, H-a) e 7,67 (d, 15 Hz, H-p).

Figura 46 - Espectro de RMN 'H do cinamato de mentila (MCINAM).
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Fonte: o préprio autor.

5.1.2.9 Caracterizagdo do 4-metoxicinamato de mentila (MCINAM 4-OCH3)

O espectro IV (Figura 47) mostrou absor¢coes em 1712 cm -1 (C=0O de éster
conjugado), 1631 cm -1 (- C = C — de olefina conjugada), 1590, 1500 (-C=C- de anel

aromatico), 1250 (C-0O de éster) e 830 cm -1 (deformagdo angular H-C= de anel aromatico).
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Figura 47 - Espectro de infravermelho do 4-metoxicinamato de mentila (MCINAM 4-OCH3s).
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Fonte: o préprio autor.

No espectro de massa (Figura 48) além do pico do fon molecular ((M* 316]), sdo
observados picos importantes que identificam ions resultando de fragmentacdes cldssicas.
Assim, o pico em m/z 178 (100%) pode ser explicado por um rearranjo de McLafertty (M —
CioHig); m/z 161 (M — Ci10H190) por fragmentagdo o a carbonila e o pico em m/z 95 (90%)
resultando de uma fragmentacao alilica a partir do m/z 138 [138 (CioHis ) — C3H7)].

Figura 48 - Espectro de massa do do 4-metéxicinamato de mentila (MCINAM 4-OCH3).
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de RMN 'H (Figura 49) de MCINAM 4-OCHj registrou sinais em & H 0,79
(d, 6,0 Hz, 3H, CH3), 0,92 [m, 6H, (CH3)2)], 1,40 a 2,10 (multipletos) e 4,81 (td, 9,0 e 3,0 Hz,
1H, HC-O), todos referentes aos hidrogénios do sistema mentila. Os 4 hidrogénios do anel

aromdtico p-substituido exibiram sinais com o padrao caracteristico: dois dubletos, sendo um
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em 0 H 6.89 (9,0 Hz, 2H orto a C=C olefinica) e outro em 6 H 7,47 (9,0 Hz, 2H meta ao
grupo OCH3). Uma configuracio trans para a parte cinamoil foi concordante com os sinais

dos hidrogénios olefinicos em 6u 6,29 (d, 15 Hz, H-a)) e 7,62 (d, 15 Hz, H-B).

Figura 49 - Espectro de RMN 'H do do 4-metéxicinamato de mentila (MCINAM 4-OCH3).
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Fonte: o préprio autor.

5.1.3 Sintese dos derivados da (-)-mentona

A obtencdo da tiossemicarbazona derivada da mentona foi realizada utilizando a
metodologia proposta por Mol et al (2016) (Esquema 6), enquanto as hidrazonas, seguiram a

metodologia de Souza (SOUZA et al., 2016), com modificacgoes.
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Esquema 6 - Esquema reacional dos derivados da (-)-mentona através de reagdo com
tiossemicarbazida e hidrazinas.
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O mecanismo reacional previsto para essas reagcdes estd proposto abaixo:

Esquema 7 - Mecanismo para a formagao de ésteres derivados do (-)-mentol
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Os rendimentos das reacdes foram bons e podem ser justificados, em parte, pela boa
reatividade dos reagentes (tiosemicarbazidas e hidrazinas). Os resultados sdo mostrados na

Tabela 4.

Tabela 4 - Rendimento das reacdes de esterificacio do mentol com &cidos carboxilicos.

Hidrazinas Rendimento SIGLA
10. Tiossemicarbazida 78 MENTIO
11. Isoniazida 75 MENTISO
12. 2,4-dinitrofenilhidrazina 80 MHID 2,4-DINITRO

Fonte: o préprio autor.
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5.1.3.1 Caracterizagdo do (E) -2- ((2S, 5R) -2-isopropil-5-metilciclo-hexilideno)
hidrazinacarbotioamida (MENTIO).

O espectro infravermelho (Figura 50) exibiu bandas compativeis com a presenca de
NH (3350 cm ') e NH» (3240 e 3230 cm ). Em adicdo, fortes absor¢des em 1580 e 1500 cm
"I que foram atribuidas as ligagdes C=N e C=S, respectivamente. Todas essas absor¢des sdo

coadundveis com os grupos funcionais presentes no derivado.

Figura 50 - Espectro de infravermelho do (E) -2 - ((2S, 5R) -2-isopropil-5-metilciclo-
hexilideno) hidrazinacarbotioamida (MENTIO).
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de massa (Figura 51), por sua vez, embora nao tenha exibido o pico do ion
molecular (M* 227), permitiu visualizer alguns picos originados por fragmentos concordantes

com a estrutura, tais como: m/z 210 [C11HisN2S] *, 168 [CioH20Nz2] *, 167 [CioH19N2] *, 153
[CioHi19N] *, 69 [CsHo] * e 41 [C3H5] *.
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Figura 51 - Espectro de massa do (E) -2 - ((2S, 5R) -2-isopropil-5-metilciclo-hexilideno)
hidrazinacarbotioamida (MENTIO).
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de RMN 'H (Figura 52) registrou sinais que foram correlacionados
conforme se segue: oy 0,91 [m, 6H, (CHs)2], 0,99 (d, 6,0 Hz, 3H, CH3), 1,20 a 2,30
(multipletos, 7H do anel mentila + 1H, H-C do grupo isopropil), 2,62 (dl, 12 Hz, 1H, H-C-
C=N no anel mentila), 6,52 [sl e 7,19 (sl), HaN] e 8,83 (sl, H-N).

Figura 52 - Espectro de RMN 'H do (E) -2 - ((2S, 5R) -2-1sopropil-5-metilciclo-hexilideno)
hidrazinacarbotioamida (MENTIO).
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Fonte: o préprio autor.
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5.1.3.2 Caracterizagdo do (E)-N'-((2S, 5R)-2-isopropil-5-metilciclo-hexilideno) benzo-
hidrazida (MENTISO).

O espectro infravermelho (Figura 53) exibiu bandas compativeis com a presenca de

NH (3350 cm '), C=0 (1650 cm '), C=N (1600 cm '), C=C-Ar (1500 cm ') e H-Ar (690 e
750 cm ).

Figura 53 - Espectro de infravermelho do (E)-N'-((2S, 5R)-2-isopropil-5-metilciclo-
hexilideno) benzo-hidrazida (MENTISO).
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de massa (Figura 54) mostrou o pico do fon molecular em m/z 273 e,

como destaques, picos em m/z 106 [CsH4CO] * e m/z 78 [CsHaN] ™.



78

Figura 54 - Espectro de massa do (E)-N'-((2S, 5R)-2-isopropil-5-metilciclo-hexilideno)

benzo-hidrazida (MENTISO).
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de RMN 'H (Figura 55), & parte os sinais devidos aos hidrogénios dos

sistema mentila (0,75 a 2,85 ppm), mostrou sinais em on 7,80 (sl, 2H, 2H-2), 8,70 (sl, 2H, 2H-

3)e 9,50 (s, 1H, H-N).

Figura 55 - Espectro de RMN '"H do (E)-N'-((2S, 5R)-2 1sopropil-5-metilciclo-hexilideno)

benzo-hidrazida (MENTISO).
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Fonte: o préprio autor.
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5.1.3.3 Caracterizagdo do (E)-1-(2,4-dinitrofenil)-2-((2S,5R)-2-isopropil-5-metilciclo-
hexilideno) hidrazina (MHID 2,4-DINITRO).

O espectro infravermelho (
Figura 56) exibiu bandas compativeis com a presenca de NH (3350 cm '), H-Ar

(estiramento em 3015 cm '), C=C do anel aromadtico (1600, 1580 e 1500 cm '), entre outras.

Figura 56 - Espectro de infravermelho do (E)-1-(2,4-dinitrofenil)-2-((2S,5R)-2-isopropil-5-
metilciclo-hexilideno) hidrazina (MHID 2,4-DINITRO).
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de massa (Figura 57) mostrou o pico do fon molecular em m/z 334 e picos

em m/z 291 [M-43] * e m/z 83 [CsHoN] *, entre outros menos intensos.
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Figura 57 - Espectro de massa do (E)-1-(2,4-dinitrofenil)-2-((2S,5R)-2-isopropil-5-metilciclo-
hexilideno) hidrazina (MHID 2,4-DINITRO).
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de RMN 'H (Figura 58) registrou sinais que foram correlacionados ao

sistema mentila: dy 0,91 a 2,35 (17 hidrogénios) e 2,75 (dl 12Hz, 1H, H-C-C=N). O espectro

no tocante a parte aromatica, mostrou sinais coerentes com o esperado, ou seja: 7,93 (d, 9Hz,

H-6), 8,30 (dd, 3 e 9Hz, H-5) € 9,12 (sl, H-3).

Figura 58 - Espectro de RMN 'H do (E)-1-(2,4-dinitrofenil)-2-((2S,5R)-2-isopropil-5-
metilciclo-hexilideno) hidrazina (MHID 2,4-DINITRO).
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5.2 PARTE 2: ATIVIDADES DE INIBICAO DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE,
LARVICIDA E ANSIOLITICA

5.2.1 Avaliacdo da inibicdo da enzima acetilcolinesterase dos derivados do mentol e da

mentona.

O desenvolvimento de novos biolarvicidas concentra-se em maior eficiéncia ¢ menos
toxicidade, reduzindo assim a dependéncia de pesticidas caros e toxicos. Alguns larvicidas
inibem a acdo da Acetilcolinesterase (AChE), uma enzima localizada principalmente no
sistema nervoso central de todo o reino animal, incluindo insetos, e amplamente distribuida
nas membranas excitaveis dos nervos e musculos. A AChE trabalha na sinapse neural e, uma
vez inibida, ndo serd mais capaz de hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina (ACh) em 4cido
acético e colina (Esquema 7), levando a uma série de efeitos neurotdxicos, colapso do sistema

nervoso central e consequentemente morte do inseto.

Esquema 7 - Reacdo da acetilcolina com a enzima acetilcolinesterase.
0

~N0. (1 ey @
)J\o/\/N\ + AChE =—= 0/\/N\"'_Au‘h = o AcEnz + IIO/\/ ~
(3)11420
0

)L + AChE
OH

Fonte: Oliveira, 2019.

O teste de inibicdo da AChE usou a eserina, um medicamento com atividade
anticolinesterase, como controle positivo. A inativacdo da enzima, que pode ocorrer com 0s
derivados do mentol e da mentona, leva ao acamulo de acetilcolina, causando uma série de
efeitos neuroldgicos. A formagdo de um halo branco (método Ellman) ao redor das manchas
nas placas de TLC € uma indica¢do de inibicdo da AChE. O diametro dos halos (cm) foi

comparado com o padrdo positivo de Eserina (Tabela 5).
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Tabela 5 - Tamanho dos halos para o teste acetilcolinesterase dos derivados do (-)-mentol e da
(-)-mentona.

Tamanho do halo

Amostras Resultado (mm)
MENTOL positivo 8
MBENZ positivo 5
MBENZ 4-OCH3 positivo 8
MBENZ 4-NO2 positivo 4
MBENZ 4-Cl1 positivo 10
MAC negativo o
MDODEC positivo 8
MEST positivo 6
MCINAM positivo 10
MCINAN 4-OCHs negativo ¥
MENTIO positivo 10
MENTISO positivo 7
MHID 2,4-DINITRO negativo ok
Padrao Eserina positivo 9

** Nao apresentou formagao da “halo” de inibi¢ao

Conforme mostrado na Tabela 7, muitos derivados apresentaram resultados de
inibicdo da enzima similar ou superar ao padrdo utilizado. Destaca-se os derivados MBENZ
4-Cl, MCINAM e MENTIO que resultaram em valores maiores ao padrdo, que poderdo ser
estudados posteriormente quanto a sua interacio com a membrana celular. A inibicdo da

enzima AChE é um indicativo da atividade larvicida, conforme afirma Oliveira (2019).
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5.2.2 Avaliacao atividade larvicida dos derivados do (-)-mentol e da (-)-mentona.

O Aedes aegypti se reproduz em dgua parada, depositando seus ovos, que ao entrarem
em contato com 0 meio aquoso eclodem, reiniciando o ciclo. O estdgio larval ¢ um alvo
atraente devido a facil absorcao de compostos dissolvidos no meio aquoso (GUZMAN et al.,
2016). Os inseticidas comerciais ao serem colocados na dgua, podem colocar em risco a satde
humana e animal, devido a sua toxicidade. Assim, faz-se necessario o uso de inseticidas
derivados de fontes naturais, uma vez que apresentam baixa totoxicidade.

A busca por novas substancias que possam ser usadas no controle quimico alternativo
contra o Aedes aegypti, estimula o uso de produtos oriundos de fontes naturais com potencial
larvicida. Estes compostos possuem vantagens para a aplicacdo contra vetores de muitas
doengas, dentre as quais podemos destacar a diminui¢do de resisténcia por parte dos insetos,
serem biodegradaveis, menos toxicos, sem efeitos colaterais contra outras espécies e
complexidade de sua composi¢ao (ESMERALDO, 2016).

Muitas plantas do género Menta possuem uma diversidade de compostos presentes
em seus Oleos essenciais ou extratos metabodlicos estudados quanto a sua atividade larvicida
contra o Aedes aegypti. Os compostos marjoritdrios da maioria dessas plantas, apresentam
mentol e mentona. A partir desta andlise, foi realizada a sintese de derivados destes
compostos para avaliacdo de sua possivel atividade bioldgica. Os resultados obtidos nos

ensaios larvicidas estdo dispostos na Tabela 6.
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Tabela 6 - CLL50 da atividade larvicida dos derivados do (-)-mentol e da (-)-mentona.

COMPOSTOS CL50ppm)
1. MENTOL 78,4

2. TEMEFOS 3,8

3. PIRIPROXYFEN 0,01

4. MBENZ 37+0,62
5. MBENZ 4-OCH3 78 +£0,43
6. MBENZ 4-NO2 98 £ 0,15
7. MBENZ 4-Cl 43 +0,37
8. MAC 75 +£0,30
9. MDODEC 8 +0,45
10. MEST > 100
11. MCINAM 47 £0,62
12. MCINAM 4-OCH3 63 +0,12
13. MENTIO 22 +0,35
14. MENTISO 65 + 0,35
15. MHID 2,4-DINITRO > 100

Fonte: o préprio autor.

A Tabela 6 apresenta os valores de CL50 ideais para causar efeito toxico sobre as
larvas do Aedes aegypti. A avaliacdo da atividade larvicida exercida pelos produtos estudados
mostrou bons resultados em que a maioria dos compostos revelou concentragdo abaixo de 100
ppm. Podendo-se destacar o MDODEC, que apresentou valor de CL50 igual a 8 ppm.

A atividade toxica para as larvas revelada para os bioprodutos MDODEC, MBENZ,
MBENZ 4-C1 E MCINAM, MCINAM 4-OCH; derivados do mentol, tiveram valores
melhores que do mentol puro analisado no trabalho de Liu (2015), 77,97 ppm. Assim como os
derivados obtidos da mentona, MENTIO e MENTISO, também apontaram resultados
satisfatorios de CL50, 22,08 e 65,00, respectivamente.

Compostos de fontes naturais apresentam uma ampla gama de propriedades
bioldgicas, incluindo a larvicida (DEVI; BORA, 2017) e amostras apresentando valores de
CL50 < 100 ppm sao consideradas ativas e constituem-se em fortes candidatas ao combate do

mosquito.
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Esses resultados podem ser compreendidos a partir de estudos encontrados na
literatura (BHARATE et al., 2010) que compararam as lipofilicidades de compostos tioato (-
P=S) e seu metabdlico ativo, oxon (-P=0), e relacionaram-nas com a atividade larvicida
apresentada por ambos. Foi observado que os compostos parathion (fosforotioato) e paraoxon
(fosfato) apresentaram distintos valores de coeficiente de particdo (Log Pw/o), 3,0 e 1,6,
respectivamente.

Apesar de ndo apresentar atividade na forma de tioato, a maior lipofilicidade do
paration facilita sua penetracdo na célula em comparacdo com o paraoxon. Uma vez dentro da
célula, o fosforotioato é facilmente oxidado pelo citocromo P450 (CYP) em fosfato, composto
de alta atividade inibidora da AChE, provocando os efeitos neurotxicos observados pelo
acimulo do neurotransmissor acetilcolina (Figura 59) (VERHEYEN; STOKS, 2019). Isso
explica a excelente atividade larvicida do composto MDODEC e a diminuicao da atividade do

MENTIO, uma vez que apresenta menor lipofilicidade (Figura 59).

Fosforotioato Fosfato

N

| 03 Q |
| X /F;’—X — ):1_)( |
R/ hz CYP | g h CYP R’ |‘:{2

1 2

Maior lipofilicidade Menor lipofilicidade
LogP,,,.=3,0 LogP,,.=1,6

Fonte: VERHEYEN; STOKS, 2019.

Outra classe de compostos utilizados atualmente no combate ao Aedes aegypti, sao os
piridinicos, como o piriproxifen, disponiveis comercialmente. Em vista disso, na busca de
compostos com atividade larvicida de potencial promissor, sintetizou-se derivados da
mentona que apresentassem cadeias arométicas. De forma geral, o MENTISO E MHID 2 4-
DINITRO ndo apresentaram atividade satisfatoria, ou seja, tiveram resultado de sua
concentracdo letal (CL50) pior do que o MENTIO (Tabela 1). Esperava-se que esse composto
apresentasse 0 mesmo comportamento similar aos larvicidas comerciais, parathion e

piriproxifen, inibindo o desenvolvimento do mosquito mantendo-o na fase larval.
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5.2.2.1 Alteragcées morfologicas

A andlise da morfologia externa das larvas resultantes dos ensaios larvicidas foi
realizada com o objetivo de verificar a acdo ativa dos bioprodutos sobre estas. Apds serem
retiradas dos recipientes de origem, as larvas mortas foram cuidadosamente dispostas em
laminas de vidro, identificadas e levadas para leitura em um microscopio (Microscope

micrometer 300X). As fotos obtidas estdo representadas na Figura 60.

Figura 60 - Fotos de larvas do 3° estdgio do Aedes aegypti apds a acdo dos bioprodutos:
MDODEC (a) e MENTIO (b), usando microscépio.

b

a) MDODEC b) MENTIO

Fonte: o préprio autor.

Foram realizadas micrografias (MEV) em equipamento JEOL JSM-6390LV Scanning
Electron Microscope, pertencente ao laboratério LIVEDIH, coordenado pela professora

Jacenir Mallett, localizado no Pavilhdo Carlos Chagas, Fio Cruz, Rio de Janeiro, Figura 61.
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Figura 61 - Micrografias de larvas do 3° estdgio do Aedes aegypti apds a acdo dos
bioprodutos: MDODEC (a) e MENTIO (b).

a) MDODEC b) MENTIO

Fonte: o préprio autor.

A Figura 61a e Figura 61b apresentam a morfologia externa das larvas expostas aos
derivados MDODEC e MENTIO. Através das figuras, € possivel perceber que as estruturas
das larvas foram preservadas: cabeca, tordx e abdomen. Mas foram observadas alteragdes em
algumas partes, como na Figura 61a em que se percebe o abdomen comprimido, enquanto na
Figura 61b um corpo afinado.

As principais alteracdes foram: perda de cerdas, reducdo na espessura do
exoesqueleto, observado principalmente para as larvas expostas ao MENTIO (Figura 62b), e
compressdo do abddomen para as larvas expostas ao MDODEC (Figura 62a). Vale ressaltar
que o derivado MENTIO paralisou as larvas apdés 1 h de contato, levando ao endurecimento e
contracdo do exoesqueleto em 24 h. Os resultados obtidos a partir da andlise morfologica
externa mostram que a exposi¢do aos compostos influenciou diretamente na modificacdo da
estrutura das larvas (como a perda de cerdas importantes na captagdo de oxigénio para a
sobrevivéncia) e deformagdo corporal sao algumas das modificagdes que consequentemente

culminaram para a morte das larvas.
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Figura 62 - Micrografias ampliadas de larvas do 3° estdgio do Aedes aegypti apds a acdao dos
bioprodutos: MDODEC (a) e MENTIO (b).

MDODEC MENTIO

Fonte: o préprio autor.
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5.2.3 Analise de ansiedade em zebrafish

A ansiedade € um transtorno mental caracterizado por preocupac¢do ou medo
excessivo, resultando em inquietacdo, fadiga, falta de concentracgdo, irritabilidade e
insonia (SANTOMAURO et al., 2021; SILVA et al., 2021). Segundo a Organizagdo
Mundial da Sadde (OMS), em 2017, cerca de 3,6% da populagdo mundial sofreu desse
transtorno, € o Brasil representou 32,33% de todos os problemas relacionados a
ansiedade no continente americano. Em 2020, o mundo enfrentou o surgimento da
pandemia do COVID-19, que levou a muitas perguntas sobre seus efeitos a longo prazo
nos problemas de saide mental. Estima-se agora que 76,2 milhdes de casos em todo o
mundo tenham uma prevaléncia de 4.800 casos por 100.000 habitantes
(SANTOMAURO et al., 2021). As estratégias impostas para reduzir a disseminacdo do
Sars-Cov-2 interferiram diretamente no acesso ao tratamento e medicamentos
adequados para os transtornos mentais.

O tratamento da ansiedade atualmente € baseado na ingestdo didria de
benzodiazepinicos (BZD), um agonista do dacido gama-aminobutirico (g-GABA)
(FERREIRA et al., 2019). O complexo proteico GABAA ¢é um ligante enddgeno de g-
GABA, o principal neurotransmissor inibitério no sistema nervoso central. O BZD se
liga as subunidades alfa (a) e gama (g) do receptor GABAA, bloqueando uma
conformacdo que tem maior afinidade ao GABA, levando a efeitos sedativos e
ansioliticos mais rdpidos e fortes (J UNIOR et al., 2018; BUXERAUD; FAURE, 2019).

Os BZDs, ansioliticos sintéticos ou ndo, como alprazolam, bromazepam,
clonazepam e diazepam (DZP), sdo usados para sedacdo e anestesia geral, no entanto,
essa classe de medicamentos estd relacionada a alta variabilidade na resposta individual
e efeitos colaterais duradouros, 0 que aumenta as preocupagdes com o uso didrio
(CORNETT et al., 2018). Assim, a descoberta de novas drogas sintéticas ou naturais
com propriedades BZD e, menor toxicidade, é primordial para futuros tratamentos de
ansiedade (SILVA et al., 2021).

Uma andlise amplamente utilizada em roedores e atualmente adaptada para
peixes, com o objetivo de avaliar ansiedade, € o teste claro/escuro (Figura 63). Este teste
baseia-se no paradigma da aversdo inata do zebrafish a dreas iluminadas, similar aos

roedores e camundongos (MAXIMINO et al., 2010). Dessa forma, os animais sdo
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tratados com a droga e adicionados na zona clara do aquério. O efeito ansiolitico é
quantificado com base na porcentagem de permanéncia na zona clara (%PZC), durante

5 minutos.

Figura 63 - Ilustracdo do aqudrio onde € realizado o teste claro/escuro.

Zebrafish tratado com droga
via intraperitoneal (i.p)

Placas de Petri
marcadas em quadrantes

Fonte: o préprio autor.

O efeito ansiolitico dos derivados do (-)-mentol foram avaliados quanto sua
eficiencia ansiolitica, e que esses compostos tém efeito sedativo mediado pelo receptor
GABAA. Estd cientificamente comprovado que medicamentos a base de extratos
vegetais sdo eficazes no tratamento de transtornos de ansiedade (BEZERRA et al.,
2020; SILVA et al., 2020; SILVA et al., 2021). Desta forma, o mentol e seus derivados
surgem como uma alternativa visto sua grande variedade de aplica¢des. (KAWASAKI
et al., 2013; STRINGARO; COLONE; ANGIOLELLA, 2018).

Na literatura hd diversos trabalhos relacionados com o6leos essenciais como
principal constituinte sendo o (-)-mentol, como o que o 6leo essencial mentha pipperita
foi testado para combater o crescimento dos fungos Macrophomina phaseolina e
Rhizoctonia solani presentes nas sementes do feijdo, utilizando cerca de 2000 ppm de
concentracdo do Oleo essencial resultando em um efeito inibitério de 100% no
crescimento dos fungos (KHALEDI; TAHERI; TARIGHI, 2015).

A obtencdo de novos compostos, oriundos de uma fonte natural, poderdo ser
testados e avaliada sua eficdcia ansiolitica. Foi obtido derivado do (-)-mentol com acido
dodecandico (MDODEC). Para avaliagdo citotdxica e ansiolitica foi utilizado o

Zebrafish (Danio rerio), esta espécie ganhou destaque em neurociéncia comportamental
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e pesquisa em psicofarmacologia, pois s@o peixes que preferem o escuro e a incidéncia
do farmaco com propriedades ansioliticas alteram seu comportamento, fazendo-os
habitar em regides mais claras (SHAMS et al., 2018). Esses peixes surgiram como uma
alternativa vidvel para andlises comportamentais, pois apresentam 70% de similaridade
genética com os humanos, enquanto 84% dos genes conhecidos para doencas humanas
sdo amplamente expressos no peixe-zebra (BALLY-CUIF; NORTON, 2010; KUNDAP
et al., 2017; MUSSULINI et al., 2013).

O mecanismo de acdo do MDODEC modula os receptores GABA alostéricos
por ligacdo ao local do receptor BZD (HANRAHAN; CHEBIB; JOHNSTON, 2011;
JOHNSTON, 2015). Por esse motivo, estudos t€ém sido realizados para investigar o
potencial ansiolitico e anticonvulsivante desses compostos (COPMANS et al., 2018;
FERREIRA et al., 2021; ZHANG et al., 2020; ZHU et al., 2017).

Suas atividades neuroprotetoras se devem as propriedades antioxidantes, que
estimulam a regeneracdo neuronal induzindo a neurogénese e prevenindo a apoptose
dessas células devido ao estresse oxidativo (AMANZADEH et al., 2019; FERREIRA et
al.,, 2021). Para elucidar as possiveis interacOes diretas dessas moléculas com os
receptores GABAA, foi realizado um estudo de docking molecular.

Devido a semelhanca genética e fisioldgica entre o peixe-zebra e os humanos,
esse pequeno vertebrado aquético passou a ser amplamente utilizado como modelo para
pesquisas toxicoldgicas, dada sua relevancia na toxicologia translacional (Cassar et al.,
2020; Horzmann; Freeman, 2018). No teste de toxicidade, as trés amostras avaliadas
ndo demonstraram ser toxicas para o peixe-zebra até 96 horas de andlise, conforme

1lustrado na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados dos testes de toxicidade aguda (96h).

Mortalidade 96h
AMOSTRA CN D1 D2 D3 DLso (mg/kg) / IV
MDEDOC 0 0 0 0 > 40

Fonte: Autor; CN- Grupo controle negativo: DMSO 3%. D1 — Dose 1 (4 mg/kg). D2 — Dose 2 (20 mg/kg). D3 — Dose 3 (40
mg/kg). DL50-Dose Letal para matar 50% dos Zebrafish adulto; IV — intervalo de confianga;

O peixe-zebra possui muitas habilidades sensoriais similares as dos seres

humanos, como visdo, olfato, paladar, tato, equilibrio e audi¢do. Além disso, apresenta
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uma grande variedade de comportamentos que vao desde respostas simples a estimulos
até comportamentos complexos como sono, dor, afetividade, locomocao, interacdao

social e cognicao (ORGER; DE POLAVIEJA, 2017).

Para avaliar se produtos quimicos ou extratos afetam o sistema nervoso central
(SNC) em peixes-zebra, a andlise comportamental € essencial. Um dos parametros
estudados € a atividade locomotora, no qual € usado para avaliar sua hiperatividade que
¢ um indicador de ansiedade (FERREIRA et al., 2021). Por exemplo, a MDEDOC
modificou significativamente a locomocdo dos animais avaliados através do teste de
campo aberto ((**p<0,01 vs. Controle; ****p<0,0001 vs. DZP) (GUPTA et al., 2014)
(Figura 64). O tratamento do zebrafish com drogas ansioliticas pode aumentar sua
atividade exploratéria em campo aberto, induzir um efeito sedativo e diminuir sua
atividade locomotora ((FERREIRA et al., 2021)). Portanto, a atividade ansiolitica do

MDODEC foi avaliada pelo teste claro e escuro.

Figura 64 - Avaliacdo da locomoc¢do dos animais avaliados através do teste de campo
aberto.
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Fonte: o préprio autor.

Foi realizado um estudo para observar o comportamento de ansiedade em

animais utilizando um teste claro/escuro. Os pesquisadores utilizaram o zebrafish adulto
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para o experimento, ja que essa espécie tende a evitar dreas iluminadas de forma natural.
Um aquario de vidro foi utilizado para o experimento, sendo dividido em dreas claras e
escuras para simular um novo ambiente raso que pudesse induzir comportamentos de
ansiedade nos animais (GONCALVES et al., 2020). Para testar o efeito ansiolitico da
MDEDOC, 20 pL foram administrados intraperitonealmente nos animais, com doses de
4, 20 e 40 mg/kg. Grupos de controle negativo e positivo foram utilizados, tendo sido
administrados 3% de DMSO e 40 mg/kg de solu¢do de DZP, respectivamente, nos
animais selecionados para esses grupos. Apds 30 minutos, cada animal foi colocado
individualmente na drea clara do aqudrio e o tempo de permanéncia foi medido durante
5 minutos de observagdao. Como resultado, o estudo indicou que a MDEDOC pode ter
um efeito ansiolitico em zebrafish adultos (GEBAUER et al., 2011).

Na avaliacdo do efeito ansiolitico, observamos que a MDEDOC aumentou o
tempo de permanéncia dos animais na drea clara do aquério, semelhante ao grupo

tratado com DZP (¥*p<0,01; ****p<0,0001 vs. Controle) (Figura 65).

Figura 65 - Avaliacdo do efeito ansiolitico do MDODEC.
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Fonte: o préprio autor.

Os mecanismos de acdo das amostra que possuiram efeito ansiolitico foram
identificados através do pré-tratamento com flumazenil (modulador neutralizante de

moduladores positivos) (BENNEH et al., 2017). Zebrafish (n = 6/grupo) foram pré-
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tratados com flumazenil (4 mg/kg; 20 uL; i.p.). Apés 15 min, foi administrada a menor
dose efetiva das amostras com efeito ansiolitico encontrada no teste de avaliagdo do
efeito ansiolitico (ver secdo anterior). Um grupo tratado com DMSO a 3 % (veiculo; 20
pL; i.p.) foi usado como controle negativo. O DZP (40 mg/kg, 20 uL; i.p) foi usado
como agonista do canal de ligacdo dos Benzodiazepinicos no GABAA. Apds 30 min de
tratamentos, os animais foram submetidos ao teste claro/escuro conforme descrito na
se¢ao anterior.

O mecanismo de acdo ansiolitica via GABA foi determinado pelo pré-tratamento
com flumazenil. As menores doses com efeito ansiolitico e 0 DZP (40 mg/kg) tiveram o
efeito ansiolitico bloqueado significativamente pelo flumazenil (* *p<0,01; vs.
MDEDOC e DZP), voltando a apresentar comportamento de ansiedade ao

permanecerem maior parte do tempo na drea escuro do aqudrio (Figura 66).

Figura 66 - Mecanismo de a¢do ansiolitica via GABA.
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Fonte: o préprio autor.

Assim, o estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade, o potencial larvicida e
o potencial ansiolitico dos derivados sintetizados. Com base nessas consideracdes e

sabendo que os compostos sintetizados no trabalho foram avaliados quanto a atividade
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larvicida e ndo apresentou toxicidade em relacdo as peixes zebra, modulando ambientes
onde podem estar presentes outros organismos aqudticos, além das larvas do Aedes
aegypti, tem-se compostos promissores que poderdo atuar como larvicida. Além de

apresentarem potencial ansiolitico promissor.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os biolarvicidas foram testados quanto a inibicdo da enzima acetilcolinesterase,
utilizando como padrdo a Eserina. Os resultados foram avaliados quanto o tamanho do
halo de inibicdo, sendo o halo do padrdo Eserina de 9 mm. Trés derivados, MDODEC,
MBENZ 4-Cl, MCINAM e MENTIO, obtiveram halo de inibi¢io de 10 mm. Em
trabalhos anteriores, a atividade relacionada a agdo larvicida, estd ligada a inibi¢do da

enzima acetilcolinesterase.

O trabalho relata a sintese e caracterizacao de ésteres derivados do (-)-mentol
utilizando uma metodologia simples com DCC/DMAP. Os derivados sintetizados foram
testados frente as larvas do Aedes aegypti com destaque para 0 MDODEC com CLso de
8ppm, onde farmacos com CLsp abaixo de 100 ppm pode ser uma boa op¢do para

substituir os compostos existentes.

O processo de sintese de tiossemicarbazonas derivadas da (-)-mentona tiveram
sintese limpa, uma vez que ndo se utilizou reagentes toxicos e foram obtidos com
elevado rendimento reacional. Para a atividade larvicida, destaca-se o ¢ MENTIO com
CLso de 22ppm. Nenhum produto obtido desta sintese teve sua atividade larvicida

avaliada anteriormente.

Alguns compostos sintetizados apresentaram resultados promissores quanto a
atividade ansiolitica. Os derivados foram testados e avaliados em comparagdo ao

farmaco diazepam que j4 € empregado no mercado com aplicacdo ansiolitica.

Os resultados s@o significativos, pois apresentam alternativas interessantes na
obtencdo de novos compostos mais seguros € menos toxicos, em substitui¢do aos

larvicidas comerciais € compostos ansioliticos.
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