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RESUMO

A barata doméstica (Periplaneta americana) representa um importante problema para a saude
publica, pois transmite doengas € promove alergias. A toxicidade e crescente resisténcia desses
insetos aos inseticidas comumente empregados, faz necessario procurar por novas substancias
que auxiliem no combate a essa praga. Dessa forma, esse trabalho objetiva avaliar a atividade
inseticida de seis compostos derivados do 2-benzilidenomalononitril frente a P. americana,
dada a versatilidade desse composto e sintese bem estabelecida. Para tanto, utilizou-se
inicialmente uma triagem virtual através do docking molecular, usando como ferramenta o
programa GOLD frente a acetilcolinesterase, acompanhada de uma triagem utilizando baratas
adultas. As substancias selecionadas foram submetidas aos testes de repeléncia e toxicidade.
No docking, observou-se interacdes das seis substancias com a enzima, porém s6 foi observada
mortalidade em quatro, que foram selecionadas para os testes posteriores. Observou-se que
nenhuma das substancias mostrou efeito repelente, mas trés delas mostraram efeito atraente. O
2-benzilidenomalononitril demonstrou efeito toxico, levando até 54% das baratas expostas a
morte. Esses resultados demonstram que os derivados do 2-benzilidenomalononitril tem
potencial inseticida frente a P. americana, sendo necessarios mais testes a fim de potencializar

esse efeito e viabilizar seu uso no controle da populacao desses insetos.

Palavras-chave: Periplaneta americana. Barata doméstica. Benzilidenomalononitril. Inseticida.

Repelente.



ABSTRACT

The american cockroach (Periplaneta americana) represents a major public health problem
because it transmits diseases and promotes allergies. The toxicity and increasing resistance of
these insects to commonly used insecticides makes it necessary to look for new substances that
will help to combat this pest. Thus, this work aims to evaluate the insecticidal activity of six
compounds derived from 2-benzylidene malononitrile against P. americana, given the
versatility of this compound and well-established synthesis. For this, a virtual screening was
done using molecular docking, with the software GOLD as a tool against acetylcholinesterase,
accompanied by a screening using adult cockroaches. The selected substances were submitted
to repellency and toxicity tests. In molecular docking, all the six substances interacted with the
enzyme, but mortality was observed only in four, which were selected for the following tests.
It was observed that none of the substances showed repellent effect, but three of them showed
attractive effect. 2-benzylidene malononitril showed a toxic effect, leading up to 54% of
cockroaches exposed to death. These results demonstrate that the 2-benzylidene malononitril
derivatives have an insecticidal potential against P. americana, and further tests are necessary

to potentiate this effect.

Keywords: Periplaneta americana. American cockroach. Benzylidene malononitrile.

Insecticide. Repellent.
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1 INTRODUCAO

Os insetos compdem a classe com o maior nimero de representantes no reino animal e
sdo também aqueles mais amplamente distribuidos nos mais diferentes ambientes do globo,
incluindo desde florestas, desertos, rios € mares, até ambientes urbanos, e desenvolvem
importantes atividades para a manuten¢do da vida no planeta e do equilibrio ecoldgico. Eles
contribuem, por exemplo, para a polinizagao das plantas, possibilitando a manutencao da saude
dos diversos biomas, auxiliam na decomposi¢cdo da matéria organica, produzem mel e seda,
além de servirem de alimento para outros animais, inclusive humanos em determinadas
culturas, mantendo assim a cadeia alimentar, o controle das populagdes € a manuten¢do do
equilibrio ecolégico.

No entanto, ao mesmo tempo que sao indispensaveis para a vida humana na terra, os
insetos também podem comprometer atividades importantes na sociedade, como economia,
saude e produgdo de alimentos.

E sabido que os insetos podem ser vetores de doengas de relevancia epidemioldgica,
sendo capazes de transmitir, ativa ou mecanicamente, uma série de virus, bactérias, protozoarios
e até helmintos, comprometendo dessa forma a atividade economica de uma série de industrias
como a de alimentos, farmacéutica e de produtos para satde, além de causar impactos
significativos na assisténcia a satide, ocasionando aumento da morbi-mortalidade da populagao
e, consequentemente, dos gastos publicos.

Os insetos também sdo capazes de se disseminar em culturas de diversos alimentos,
podendo comprometer significativamente o plantio e colheita de diversas espécies vegetais, por
esse motivo ¢ comum que setores que trabalham nesses segmentos tenham um programa capaz
de controlar a populacao de insetos e de outros animais.

E indispensavel também apontar a importincia para o controle da populacio desses
artropodes no espago domiciliar e peridomiciliar, uma vez que uma série deles estdo adaptados
a vida proxima ao homem e podem transmitir-lhes doencas, contribuindo para o aparecimento
de endemias e pandemias. No territorio brasileiro, algumas patologias ganham destaque, como
a leishmaniose, doenga de chagas, malaria, febre amarela, e as endemias mais recentes que tem
causado extrema preocupacao nas autoridades de saude publica, a dengue, a febre chikungunya
e o zika virus, todas transmitidas pelo mesmo mosquito, o Aedes aegypti.

Diante da necessidade de se adotar medidas para conter o avango das populacdes de
insetos nos espacos urbanos e rurais, as autoridades t€ém langado mao de diversos meios que

vao desde a conscientizacdo da populacdo a fim de adaptar os ambientes com circulagdo de
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pessoas e animais e a mudanga de hébitos visando interromper o ciclo de vida dos vetores, ou
ndo invadir o seu habitat natural, até o uso de ferramentas bioldgicas (como microrganismos
parasitas e modificagdes genéticas) e quimicas.

O controle quimico ¢ feito principalmente com produtos inseticidas sintéticos, que, de
acordo com a exigéncia da autoridade sanitéria brasileira, sdo capazes de eliminar pelo menos
90% dos individuos que entrarem em contatos com elas, e sdo produzidos majoritariamente a
base de substancias organofosforadas, carbamatos e piretroides, que tem como principais alvos
o sistema nervoso central dos insetos, em especial o metabolismo da acetilcolina e canais
ionicos (MATSUDA et al., 2001).

A presenga da acetilcolina como neurotransmissor excitatorio ¢ caracteristica em
comum entre os € mamiferos € os insetos, no entanto, nos ultimos ela esta presente apenas a
nivel central, ndo estando relacionada com a fun¢do neuromuscular (GEPNER; HALL;
SATTELLE, 1978), enquanto nos mamiferos ela estd presente em todas as sinapses pré-
ganglionares e nas sinapses pos-ganglionares do sistema parassimpatico.

Apo6s a liberacdo da acetilcolina na fenda sinaptica e consequente interacdo com o0s
receptores, o que desencadeia a propagacao do estimulo nervoso, a acetilcolinesterase entra em
acdo, metabolizando a enzima e cessando sua a¢do. Dessa forma, o bloqueio da enzima, leva a
um estimulo constante dos neuronios pds-ganglionares e manutencdo do efeito excitatorio,
efeito esse incompativel com a vida, o que representa o efeito toxico dos inibidores da
acetilcolinesterase (WESTFALL; WESTFALL, 2012).

Porém, devido a similaridade estrutural da acetilcolinesterase de humanos e insetos, ¢
possivel que uma substincia seja capaz de inibir ambas, mostrando-se toxica tanto para
mamiferos, quanto para os insetos. Estudos relatam uma média de 5 mil intoxica¢des por
pesticidas no Brasil por ano, sendo que a maioria delas, acima de 60% se deve a intoxicagao
por inseticidas (REBELO et al.,, 2011). Entre essas intoxicacdes, prevalecem aquelas
ocasionadas por tentativa de suicidio e exposi¢do acidental ou ocupacional, acometendo
principalmente individuos de areas agricolas, onde ndo hd um atendimento especializado para
o imediato reconhecimento dos sintomas e tratamento da intoxicagdo (NEVES; BELLINI,
2013).

E importante pontuar também que o uso crescente e disseminado de agrotoxicos nas
lavouras do Brasil tem sido uma preocupagao constante das autoridades de satide. O movimento
que busca uma alimentacao livre dessas substancias, ditos organicos, cresce a passos largos,
tornando-se uma demanda da populagdo e um importante setor para o investimento e

crescimento da economia.
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Diante desse cendrio, ¢ grande a importancia da pesquisa por novas moléculas que
possam fazer o controle efetivo da populacdo de insetos nos mais diversos ambientes, no
entanto, diante da quantidade de intoxicacdes propositais ou acidentais protagonizadas por
essas substancias, ¢ necessario que também se busquem alternativas mais seguras, protegendo

a populagao dos efeitos nocivos a sua saude.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A importancia do docking molecular na descoberta de substincias de interesse

bioldgico

A historia dos medicamentos ¢ quase tdo antiga quanto a histéria da humanidade. No
principio, o tratamento de doencas estava quase sempre envolvido com questdes religiosas e
divindidades e consistiam basicamente no uso de substancias de origem animal e vegetal. No
entanto com o desenvolvimento da ciéncia, e consequentemente do conhecimento sobre as
estruturas quimicas e suas aplicagdes, o cenario sobre o desenvolvimento de medicamentos e
produtos para a satide mudou radicalmente.

Inicialmente, a descoberta de novos farmacos e substancias potencialmente uteis para a
saude era feita ao acaso, como foi o caso de Fleming ao descobrir a penicilina, em 1929, a partir
da contaminag¢do de uma cultura de estafilacocos por fungos do género Penicillium. Esse
processo, no entanto, deu lugar a descoberta de farmacos por triagem empirica, quando uma
substancia ¢ submetida a varios ensaios biologicos, aleatoriamente, sem um método cientifico
apropriado. Perduram ainda, até os dias atuais, descobertas de farmacos a partir da extracao de
fontes naturais, quase sempre tendo como ponto de partida a medicina popular (SILVA;
ALVES; PRADO, 2006).

Com o advento e a consolidagdo da sintese organica, novas abordagens na introducao
de farmacos, com critérios mais racionais e cientificos, foram introduzidas, como a modificagao
molecular, onde uma substancia quimica com atividade ja conhecida passa por modificagdes
em sua estrutura a fim de potencializar sua atividade (SILVA; ALVES; PRADO, 2006). E nesse
contexto que a quimica computacional ganha importancia.

A partir da introdu¢ao de novos conceitos, como o modelo de chave-fechadura proposto
por Fischer, que trouxe evidéncias que os processos bioldgicos sdo majoritariamente
coordenados por proteinas, que ao interagir com um molécula, exdgena ou enddgena,
desencadeia ou bloqueia uma resposta celular, promovendo um efeito no organismo
(BLUMENTHAL; GARRISON, 2012) e da decodificagdo do genoma humano, da
cristalografia, da purificagdo de proteinas e de métodos mais precisos e especificos para
identificar e purificar substancias, a identificagdo de alvos bioldgicos e a manipulagdo de

estruturas quimicas se tornou possivel e vidvel (MENG et al., 2011).
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O crescimento da rede internacional de computadores e a populariza¢do da informatica
permitiu a criagdo de bases de dados onde a representacdo de estruturas quimicas de potenciais
alvos bioldgicos sejam depositadas e utilizadas por grupos de pesquisa ao redor do globo.

O docking molecular objetiva predizer a estrutura de uma molécula ligante no interior
do sitio ativo da proteina alvo, estimando assim a existéncia e a for¢ca dessas ligagdes. Essas
ligagdes podem ser do tipo eletrostaticas, pontes de hidrogénio, hidrofébicas, entre outras. E
um processo que ganhou bastante evidéncia, principalmente por apresentar as vantagens de ser
bastante confidvel e mais barato que os métodos tradicionais de triagem empirica (MENG et
al., 2011; YURIEV; RAMSLAND, 2013).

Para esse fim, diversos softwares ja foram desenvolvidos, dentre eles, 0 GOLD (Genetic
Optimisation for Ligand Docking), que utiliza algoritmos genéticos, respaldados na teoria
evolucionista, para avaliar a conformagao tridimensional mais favoravel das enzimas e ligantes
e assim estabelecer as interagdes possiveis entre elas (CHANDAK et al., 2014).

Sendo assim, a quimica computacional tem assumido um importante papel na pesquisa
de substancias com propriedades interessantes as ciéncias farmacéuticas, por possibilitar um
processo mais racional para a prospec¢ao de farmacos, otimizando o tempo € o investimento da

industria.

2.2 Consideracoes sobre o benzilidenomalononitril e seus derivados

O benzilidenomalononitril, ou 2-benzilidenomalononitril, ¢ um composto organico de
com estrutura formada por um anel benzénico, ligado a uma cadeia alifatica de trés carbonos,
com uma ligacao dupla na posi¢ao dois, ou seja, um propeno, e com dois radicais cianeto ligado
ao ultimo carbono do hidrocarboneto.

E representado pela formula C1oHgN>, e se apresenta como um po branco a levemente
amarelado, tem ponto de fusdo que varia entre 83 e 85°C e de ebulicdo, entre 120 e 125°C e sua
massa molecular é de 154,172g/mol, além de possuir 4rea de superficie polar (PSA) de 46,7 A2,
caracterizando-se assim uma substancia polar (NCBI, 2018). Essa polaridade confere a ele uma
possibilidade de penetrar em barreiras bioldgicas, incluindo as barreiras do sistema nervoso
central, uma vez que substancias com PSA inferior a 90 A2 tendem a penetrar nessa matriz mais
facilmente (PAJOUHESH; LENZ, 2005).

E uma substincia de sintese conhecida, empregando a condensagdo de Knoevenagel,
que utiliza aldeidos aromaticos e malononitril, na presenca de catalisadores (REN; CAO;

TONG, 2002). O emprego de aldeidos com diferentes substituigdes nas posi¢cdes dos anéis
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aromaticos, dao origem a diferentes compostos, o que pode modificar a sua atividade biologica,
conferindo a essa molécula bastante versatilidade, portanto, como por exemplo, os compostos

empregados na realizagdo desse trabalho, expostos na tabela abaixo.

Tabela 1 - Estrutura quimica e identificagdo das substancias utilizadas

Estrutura Nomenclatura
“ N 2-benzilidenomalononitril (1a)
1]
N
N 2-(4-hidroxi-3-
0 N
jg/\ metoxibenzilideno)malononitril (1b)
HO 11
N
“ N 2-(4-metoxibenzilideno)malononitril (1¢)
~O Il
N
“ N 2-(4-clorobenzilideno)malononitril (1d)
N
“ N 2-(4-fluorobenzilideno)malononitril (1e)
(1
N
~N 2-(3,4,5-trimetoxibenzilideno)malononitril
0 N
(1f)
~O Il
N
O

Fonte: o autor

Os compostos derivados de benzilidenomalononitril tem chamado a atengdo da
comunidade cientifica ha bastante tempo. Ja no inicio dos anos 90, compostos derivados do
benzilidenomalononitril, chamados tirfostinas, demonstraram atividade inibidora da proteina
tirosina quinase (GAZIT et al., 1989), aparecendo assim como promissores compostos no
combate a neoplasias (LEVITIZKI; MISCHANI, 2006). Esses compostos também ja
mostraram potencial na protecdo das células neuronais contra o estresse oxidativo (SAGARA

et al., 2002), na supressdo farmacologica do choque séptico (NOVOGRODSKY et al., 1994),
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na prote¢do de danos celulares causados por quimioterapia (NOVOGRODSKY et al.,1998),
entre outros.

Como ja foi pontuado, a diversidade de compostos que podem ser produzidos a partir
das substituigdes nas diversas posicoes do anel benzénico do composto em estudo, podem
interferir significativamente na resposta bioldgica de seus derivados, resultado em atividade
e/ou toxicidade maior ou menor (TURPAEV; DRAPIER, 2011).

Dessa forma, ¢ possivel observar que o benzilidenomalononitril ¢ uma substancia
extremamente versatil, com atividades bioldgicas ja relatadas anteriormente € com sintese
descrita em literatura, no entanto, o estudo de suas atividades terapéuticas e toxicas ainda sao
pouco numerosas e reduzidas a poucos grupos de pesquisa, o que torna a ele e a seus derivados
alvos extremamente promissores para estudos nas mais diversas areas da prote¢ao, promogao e

recuperagao da saude.

2.3 Periplaneta americana: caracteristicas e comportamento

A Periplaneta americana, conhecida popularmente como barata doméstica ou barata-
marrom, ¢ um inseto distribuido amplamente por varios territorios ao redor do mundo e ¢
considerada um animal sinantrdépico nocivo, uma vez que esta bem adaptada a vida proximo
aos humanos, interagindo com eles e causando-lhes uma série de transtornos significativos na
ordem econdmica ou ambiental e representando riscos significativos a satide (IBAMA, 2006).

Os registros fosseis indicam que os blatddeos foram os principais habitantes do planeta
no periodo Carbonifero, ha cerca de 200 e 350 milhdes de anos, o que o levou a ser conhecido
como “Era das baratas” (VIANNA; BERNE; BERNE, 2001), e esses animais tiveram poucas
modificagdes na sua estrutura, o que leva muitos autores a considera-los “fdsseis vivos™.

Taxonomicamente, as baratas estdo inseridas no reino animal, filo arthropoda, classe
insecta, ordem Dictyoptera, sub-ordem Blattaria e familia Blattidae, que compreende entre 3 e
4 mil espécies, aproximadamente. No entanto, existem cinco espécies mais comuns no ambiente
peridomiciliar: Supella longipalpa (barata da faixa marrom), Blatta orientalis (barata oriental),
Periplaneta australasiae (barata australiana), Blatella germanica (barata alema) e Periplaneta
americana (barata americana), sendo as duas ultimas mais comuns no Brasil.

De fato, em metanalise realizada por Nasirian (2017), foi apontado que a média de
infestacdo por baratas em hospitais de todo o mundo foi de 68,6%, enquanto em ambiente
domiciliar foi de 50,3%. Esse mesmo estudo aponta que a Periplaneta americana estava

presente em 64,7% dos lares estudados e em 38,2% dos hospitais. E importante considerar que
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as baratas, e a P. americana em especial, sdo mais distribuidos em locais quentes e umidos,
tendo preferéncia por zonas tropicais, em detrimento das temperadas. Em estudo conduzido em
ambientes residenciais, comerciais ¢ educacionais de uma grande capital da Amazodnia
brasileira, foi apontada a presenca da barata americana em 83% deles (RAFAEL; SILVA;
DIAS, 2008), o que demonstra a grande distribuicdo desse inseto nos diversos ambientes da
nossa regiao.

Essa ampla distribuicdo e possibilidade de causar grandes infestacoes podem ser
atribuidas ao fato que as baratas podem se alimentar de uma grande variedade de fontes,
incluindo aquelas que servem de alimentos para os seres humanos. Suas fontes de nutricao
incluem diversas matrizes organicas, incluindo aquelas em decomposi¢do, passando por papel,
madeira, roupas e até restos de outros insetos, incluindo outras baratas (BARBARA, 2000;
COCHRAN et al., 1999). Associado a isso, elas tém uma necessidade de agua reduzida,
tornando-se capazes de se adaptar aos diversos tipos de ambientes, conseguindo extrair deles
os nutrientes suficientes para sua vida e reprodugao.

A Periplaneta americana ¢ um dos maiores insetos que colonizam o ambiente
domiciliar e peridomiciliar, tem um tamanho de 35 a 40mm, quando adulto. O corpo ¢
amarronzado, simétrico bilateralmente, dividido metamericamente e revestido por um
exoesqueleto composto majoritariamente pelo polissacarideo quitina, que tem fun¢do de evitar
a perda de agua, dar forma e rigidez ao inseto e protege-lo de predadores. E dividido em trés
partes: cabeca, que contém os ocelos (6rgao sensoriais da visao), a boca (com aparelho do tipo
mastigador), e as antenas filiformes (responsaveis pelo olfato e senso de movimentagao), torax,
de onde saem trés pares de pernas e dois pares de asas, e abdome, que compreende anus e cercos
(CAMERON, 1961; BARBARA 2000; COCHRAN et al., 1999).

Conforme ilustrado na Figura 1 (pag. 19), a barata tem um ciclo de vida hemimetabolo,
ou com metamorfose incompleta, que se inicia com o deposito de uma ooteca. A ooteca ¢ uma
espécie de bolsa rigida marrom gerada ap6s a fecundagao e carregada pela fémea até ser deposta
num ambiente com temperatura, umidade e suprimentos necessarios para o desenvolvimento
dos insetos, cumpre a funcao de proteger os ovos das agressoes fisicas do ambiente e também
da perda excessiva de agua, contém cerca de dezesseis ovos, dispostos em duas fileiras de oito.
Apo6s um periodo de 30 a 60 dias de incubagdo, cada ovo dard origem a uma ninfa idéntica ao
inseto adulto, porém ainda sem maturidade sexual e desprovida de asas. Apds uma série de
trocas de exoesqueleto, chamadas de muda, a ninfa se transforma no inseto adulto, chamado de
imago, que ¢ dotado de asas e maturidade sexual. Uma fémea poe cerca de 4 a 8 ootecas durante

a sua vida, o periodo de desenvolvimento, da eclosdo do ovo até a vida adulta, se completa entre
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12 a 18 meses ¢ cada barata adulta vive entre um ¢ dois anos (CAMERON, 1961; BARBARA
2000; COCHRAN et al, 1999).

Figura 1 - Ciclo de vida da P. americana, ilustrando os estagios de ooteca, ninfa ¢ adulto

NINFA

Fonte: Termitek Uniprag

As baratas vivem em associagdo com os humanos e geralmente formam colonias, como
tem preferéncia por locais umidos, com alta temperatura e baixa luminosidade, tendem a se
esconder durante o dia em frestas, rachaduras, moveis, banheiros, sotdos, pordes, esgoto,
latrinas e até eletrodomésticos. A noite eles saem em busca de alimento, e é nesse momento que
podem interagir com os seres humanos, roupas de cama, vestimentas, utensilios domésticos,
etc. (BEHBEHANI, 1997; COCHRAN et al., 1999).

Diante dessa reprodugdo acelerada e dos seus habitos que proporcionam grande
adaptacao a diversos ambientes, as baratas podem facilmente causar infestagdes e comprometer
uma série de atividades essenciais a vida humana. Apesar de representar alguns beneficios a
sociedade por serem importantes agentes na decomposi¢ao de matéria organica, as baratas sao
também responsaveis por diversos efeitos nocivos para os humanos. Sao importantes vetores
mecanicos de uma série de bactérias, virus, protozoarios e helmintos, podendo carrea-los em
seu corpo ou deposita-los juntos com as suas fezes, contaminando alimentos, fomites, cobertas
e lencois, moveis, entre outros objetos, podendo levar esses organismos patogénicos ao contato

com os seres humanos e assim, causar-lhes doengas (CORNWELL et al., 1968).
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De fato, um estudo realizado em um grande hospital brasileiro reportou o isolamento de
uma média de 1 a 3 microrganismos patogénicos isolados por barata encontrada nas
dependéncias da unidade de saude, incluindo bactérias da familia Enterobactericeae, bacilos
gram negativos e esporos e filamentos de fungos (PRADO et al., 2006). No que diz respeito a
area peridomiciliar, existem relatos de ovos e larvas de diversos helmintos e protozoarios presos
ao corpo de espécimes desses insetos capturados dentro e no entorno de residéncias, incluindo
ovos de espécies da familia Ascaridae, Oxiurydae, Nematoda, Coccidea, Trichuris, Entamoeba
outros (THYSSEN et al., 2004; OYEYEMI; AGBAJE; OKELUE, 2002).

Esses animais também estdo relacionados com diversos tipos de alergias principalmente
dermatite e alergias respiratorias, comumente associadas a exposi¢do ocupacional e
principalmente intradomiciliar (GORE; SCHAL, 2007). A lista oficial da OMS compreende
nove substancias provenientes da Periplaneta americana capazes de causar alergias (OMS,
20006) e essas substancias sdo provenientes de praticamente todas as partes das baratas, como
saliva, fezes, ooteca, secreg¢des e até dos restos mortais (KATIAL, 2003). Estudo realizado em
uma capital brasileira relata que 27,6% das criangas asmaticas testadas apontaram alergia a
substancias produzidas pelas P. americana (LOPES; MIRANDA; SARINHO, 2006). Nos
Estados Unidos, estudos incluem as baratas como uma das oito principais causas de surgimento
ou exacerbacdo da asma e 26% da populagdo americana ¢ sensivel as substancias produzidas
por esse animal (ARBES et al., 2005).

Dessa forma, o manejo da alergia e o controle da populacdo de baratas nas areas
domiciliares e peridomiciliares ¢ de extrema relevancia e dados disponiveis nos mostram que
uma intervencdo isolada ¢ capaz de reduzir a morbidade por asma em criangas, tornando
qualquer esfor¢o no sentido de diminuir a exposi¢ao dessa populagdo as baratas importante para
a saude publica e para a qualidade de vida das familias (RABITO et al., 2016).

Dessa forma, ¢ de extrema relevancia a pesquisa no sentido de identificar novas
substancias capazes de fazer o controle das populagdes de Periplaneta americana nas areas
urbanas, apresentando para a populacdo um meio seguro e eficaz, que ndo comprometa a satde

ou atividades econOmicas da sociedade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar in silico o potencial e o efeito repelente e biocida de derivados do

benzilidenomalononitril frente a Periplaneta americana (barata doméstica);

3.2 Especificos

Estimar a relacdo  estrutura-atividade (REA) de seis derivados do
benzilidenomalononitril como inseticida frente a um modelo computacional de
acetilcolinesterase de insetos;

Submeter as substancias a testes de toxicidade a fim de selecionar aquelas com maior
potencial biocida;

Testar a repeléncia de derivados selecionados do benzilidenomalononitril frente a
Periplaneta americana;

Analisar o efeito biocida de derivados selecionados do benzilidenomalononitril frente a

Periplaneta americana;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais utilizados

Exemplares da espécie Periplaneta americana foram coletados em areas domiciliares e
peridomiciliares no municipio de Macapa — AP, utilizando armadilhas que foram
estrategicamente dispostas em locais com maior possibilidade de circulacdo desses insetos,
como cozinhas, depositos e cisternas abandonadas. A armadilha consistia em frascos de vidros,
com parafina na borda e alimento no seu interior, como agucar, bolachas e arroz cozido.

Os animais coletados foram levados para o laboratorio e mantidos em isolamento por
sete dias. Apos esse periodo, foram transferidos para uma caixa plastica de 30L, onde foram
mantidos a temperatura de entre 23 e 27°C e umidade relativa entre 50 e 70%. Foram usadas
caixas de papelao, empregadas comercialmente na embalagem de ovos, como abrigo e

fornecido ragdo para caes adultos como alimento e agua por meio de pedagos de legumes.

Figura 2 - Caixa plastica usada para a criacdo das baratas em laboratorio.

Fonte: o autor
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4.2 Substincias testadas

As substincias utilizadas nesse trabalho foram sintetizadas e fornecidas pelo
Laboratorio de Biocatdlise e Biotransformagdo em Quimica Organica (BIORG) da
Universidade Federal do Amapa. Para a sintese, foi utilizada a condensacao de Knoevenagel,
utilizando o aldeido aromatico apropriado e o malononitril, comercializados pela Sigma-
Aldrich. Foram sintetizadas seis moléculas, cujas estrutura quimica e nomenclatura estdo
expostas na Tabela 1, e a sua elucidacdo estrutural foi feita a partir dos dados abaixo.
2-benzilidenomalononitril (1a): Férmula Molecular: CioHe¢N2; PM: 154.05 g/mol; Solido
Branco; P.F. 85 °C; Rendimento: 0.461 g (99%); '"H RMN (400 MHz, CDCl3, ppm): § 7.92 (m,
2H), 7.79 (s, 1H), 7.64 (m, 1H), 7.54 (m, 2H); *C RMN (100 MHz, CDCls, ppm): & 159.9,
134.6, 130.8, 129.6, 113.6, 112.5, 82.7; IV (KBr, cm™): 3032, 2224, 1683, 756, 677; EM (70
eV, %): m/z 154 (100), 127 (90), 103 (60).
2-(4-hidroxi-3-metoxibenzilideno)malononitril (1b): Formula Molecular: Ci1HsN2O2; PM:
200.02 g/mol; Solido Branco; P.F.. 136 °C; Rendimento: 0.504 g (84%); '"H RMN (500 MHz,
CD;OD, ppm): 6 7.94 (s, 1H), 7.57- 7.56 (d, 1H, J=2.5 Hz), 7.43 (m, 1H), 7.07 (d, 1H, J= 8.5
Hz), 3.95 (s, 3H). 1*C RMN (126 MHz, CD;0D, ppm): 159.76, 153.71, 146.92, 126.05, 124.67,
115.22, 114.45, 113.38, 111.19, 76.87, 55.05; IV (KBr, cm™): 3427, 3022, 2976, 2225, 226,
1026. EM (70 eV, %): m/z 200 (100), 157 (95), 129 (29), 102 (50).
2-(4-metoxibenzilideno)malononitril (1¢): Formula Molecular: C11HgN>O; PM: 184.06 g/mol;
solido amarelo; P.F. 122 °C; Rendimento 0.480 g (84%); '"H RMN (400 MHz, CDCl3, ppm): &
7.88 (d, J=8.0 Hz, 2H), 7.63 (s, 1H), 7.0 (d, J=8.0 Hz, 2H), 3.89 (s, 3H); '*C RMN (100 MHz,
CDCIs, ppm): 164.72, 158.75, 133.14, 123.24, 114.80, 114.05, 112.84, 78.69, 55.69 ; IV (KBr,
cm™): 3026, 2986, 2221, 1605; EM (70 eV, %): m/z 184 (100), 161 (13), 141 (25), 114 (42).
2-(4-clorobenzilideno)malononitril (1d): Férmula Molecular: C1oHsCIN»; PM: 188.01 g/mol;
Sélido Branco; P.F. 176 °C; Rendimento 0.4455 g (79%); '"H RMN (500 MHz, CDCls, ppm):
5 7.88-7.85 (d, J= 8.5 Hz, 2H), 7.74 (s, 1H), 7.55-7.52 (d, J=8.5 Hz, 2H); 1*C RMN (126 MHz,
CDCls, ppm): 158.26, 141.15, 131.83, 130.07, 129.27, 113.42, 112.32, 83.37; IV (KBr, cm-1):
3095, 3032, 2225, 1683, 827. EM (70 eV, %): m/z 188 (71), 153 (100).
2-(4-fluorobenzilideno)malononitril (1e): Formula Molecular: C10HsFN»; PM: 172.04 g/mol;
Sélido Branco; P.F. 135 °C; Rendimento 0.4128 g (80%); 'H RMN (400 MHz, CDCls, ppm):
8 7.98-7.96 (m, 2H), 7.75 (s, H), 7.27-7.23 (m, 2H); *C RMN (100 MHz, CDCl3, ppm): 166.11
(d, 1JC-F =207 Hz), 157.98, 133.37, 127.18, 117.18, 113.40, 112.22, 82.05; IV (KBr, cm™):
3074, 3041, 2229, 1508. EM (70 eV, %): m/z 172 (100), 145 (96), 121 (54).
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2-(3,4,5- trimetoxibenzilideno)malononitril (1f): Formula Molecular: C13H12N203; PM: 244.08
g/mol; So6lido amarelo; P.F. 148 °C; Rendimento: 0.724 g (99%); 1H RMN (500 MHz, CDCls,
ppm): 7.63 (t, J/=0.5 Hz, 1H), 7.24 (s, 2H), 7.17 (d, J=0.5 Hz, 2H), 3.96 (s, 3H), 3.89 (s, 6H).
13C RMN (126 MHz, CDCls, ppm): 159.32, 153.35, 144.03, 125.89, 113.94, 113.15, 108.31,
80.59, 61.21, 56.34,29.66.; IV (KBr, cm™): 3018, 2220, 1504, 1257, 1041. EM (70 eV, %): m/z
244 (100), 229 (74), 201 (37), 186 (21), 158 (32), 115 (32).

4.3 Emprego do docking molecular na sele¢io das substiancias

Para esse teste, foi utilizado como molécula-alvo a enzima acetilcolinesterase de
Drosophila melanogaster (mosca da fruta), complexada com o ligante 1,2,3,4- tetrahidro-N-(3-
iodofenilmetil)-9-acridinamina, depositada no Protein Data Bank (PDB) no Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics sob cédigo 1QON, na resolucio de 2,72A
(HAREL et al., 2000).

As moléculas estudadas foram reproduzidas utilizando o software ChemSketch 12.0 e
depois otimizadas utilizando o software Gaussian 5.0. Apds a otimizagdo, o docking foi
realizado utilizando o programa GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking), seguindo
o seguinte procedimento: utilizando o arquivo no formato .pdb, foram adicionados os atomos
de hidrogénio e retiradas moléculas de agua da enzima, com a posterior extracao dos ligantes
complexados. Apos esse processo, foi realizada a validacao do docking através do calculo de
RMSD (Root-Mean-Square Deviation). Para a realiza¢do do docking, foi utilizado as seguintes
coordenadas da enzima: X=33.28, Y=67.11 ¢ Z= 10.16.

Para a finalizacao do teste, foi identificado o sitio catalitico da enzima, que compreendia
os aminoacidos PHE330, TYR370, HIS480, TRP472, TRP83, GLY149 ¢ TYR71 (HAREL et
al., 2000), que foram testados para a ocorréncia de ligacdes intermoleculares com os derivados

de benzilidenomalononitril.

4.4 Triagem

A triagem foi realizada com as substancias selecionadas no screening virtual e foi feita
utilizando duas baratas adultas, empregando o teste conforme estabelecido para o teste de
toxicidade: as baratas foram colocadas em contato com 5mg da substancia teste durante 20

minutos, € apos esse periodo foram retornadas mantidas em um pote plastico com racao e
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pedacgos de legumes, de onde elas poderiam extrair 4gua, e foram observadas por um periodo
de 72h apds o encerramento do contato com a substancia. O teste foi aplicado em quatro
repeticoes, € as substancias que apresentaram alguma mortalidade foram selecionadas para a

aplicacdo dos testes posteriores.

4.5 Teste de repeléncia

Para esse teste, foram utilizadas ninfas reproduzidas em laboratério, com idade entre 3
e 4 meses, mantidas nas mesmas condi¢cdes que as descritas anteriormente. Cada grupo foi
composto por 5 ninfas e o experimento foi realizado com 3 grupos para cada concentracao da
substancia-teste, conforme sugerido por Gomes et al. (2014).

Inicialmente, foi preparada uma solugdo-mae na concentragdo de Img/ml de cada
substancia, usando alcool etilico 92% como veiculo. Posteriormente, um papel filtro foi cortado
ao meio, sendo que metade dele foi impregnado somente com o veiculo e a outra com uma
solucdo da substancia teste na concentracao de 125, 250 e 500 ug/ml (p/v). Esse papel filtro foi
colocado a temperatura ambiente por trés horas a fim de evaporar todo o solvente e em seguida,
foi disposto sobre o fundo de uma placa de Petri de modo a cobrir toda a sua superficie. As
ninfas foram, entdo, dispostas sobre o papel filtro, conforme mostra a Figura 3 (pag. 26), e
foram feitas quatro observagdes, sendo a primeira apds uma hora de experimento, e as demais,
de hora em hora, até a quarta hora. Nessas observagoes foi verificada a quantidade de insetos
no lado teste (contendo a substancia diluida) e no lado controle (contendo apenas o veiculo).

Para a determinagdo do efeito repelente foi aplicada a seguinte férmula, conforme
sugerido por Procopio et al. (2013): IP = (%IPT - %IPC)/ (%IPT + %IPC), onde IP ¢ o indice
de preferéncia, %IPT ¢ a percentagem de insetos sobre o papel teste e %IPC ¢ a percentagem
de insetos sobre o papel controle.

Para fim de interpretagdo dos resultados, foi adotado o seguinte score: IP entre -1,00 e
-0,10 significa substancia repelente, IP entre -0,10 e +0,10 significa substancia neutra e IP entre

+0.10 e +1,00 significa substancia atraente.
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Fonte: o autor.

4.6 Teste da atividade biocida

O trabalho foi realizado conforme metodologia sugerida no Manual de Protocolos para
testes de eficdcia de produtos desinfestantes (ANVISA, 2004) e as substincias-teste foram
fornecidas pelo laboratorio de biocatalise e biotransformagao em quimica organica (BIORG)
da Universidade Federal do Amapa.

Foram utilizados exemplares de P. americana reproduzidos em laboratério, adultos de
ambos os sexos, mantidos em recipientes pldsticos sob temperatura e umidade controlados
(entre 23 e 27°C e entre 50 e 70%, respectivamente), alimentados com dieta animal (racdo para
caninos adultos) e agua.

Os animais foram transferidos para frascos plasticos de 9,5cm de diametro e 4,5cm de
altura, e mantidos em jejum por pelo menos 12h antes do experimento. Apds esse periodo, os
frascos foram virados sobre um azulejo (15 x 15¢m), contendo a substancia-teste nas doses de
15mg, 40 mg e 65 mg, sendo mantidos em contato com a substancia por 20 minutos. Passado
esse periodo, os insetos foram novamente transferidos para os frascos plasticos, a fim de cessar
o contato com a substancia, e foi oferecido alimento e agua. A observacdo dos insetos foi
mantida por 72h apds o encerramento do contato com a substancia. Os insetos foram
considerados mortos caso ndo fosse observado nenhum movimento de nenhum dos seus

apéndices por 3 segundos consecutivos, apos a estimulagdo.
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Esse protocolo foi repetido quatro vezes para cada dose da substancia-teste, além do

controle.

Figura 4 - Teste da atividade biocida, contendo as baratas sobre a substéncia-teste.

Fonte: o autor.

4.7 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia com delineamento inteiramente
casualizado. Na hipodtese de terem sido observadas diferencas significativas superiores a 5%,
foi aplicado um teste de médias de Tukey. Para a andlise estatistica foi utilizado o software

Prism 6. Os resultados foram expostos na forma de média + desvio padrdo da média.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O docking molecular ¢ um método amplamente usado a fim de determinar a afinidade
entre uma substancia de interesse e uma enzima, podendo predizer a afinidade daquela no sitio
de ligagao dessa. O programa GOLD tem sido bastante utilizado com a finalidade de investigar
as formas de interacdo entre essas moléculas e alvos terapéuticos conhecidos (CHANDAK et
al., 2014).

O RMSD (Root Mean Square Deviation) ¢ uma importante variavel para determinar a
acuricia do docking molecular, e valores abaixo de 2 A s3o considerados bem sucedidos,
indicando a validade do processo (COLE et al., 2005). Nesse trabalho, o menor valor de RMSD
com o ligante 1,2,3,4- tetrahidro-N-(3-iodofenilmetil)-9-acridinamina foi de 0,42 A, o que
permite avaliacdes e inferéncias posteriores.

Apo6s a extracdo do ligante do sitio de ligacao da acetilcolinesterase, foi realizado o
docking das substancias la a 1f, selecionando os resultados com os melhores scores, a saber:
54.52 para a la, 61.16 para 1b, 61.29 para lc, 56.00 para 1d, 58.67 para le e 65.22 para 1f.
Esses scores sdo valores quantitativos gerados pelo software a fim de estabelecer um ranking
entre as possiveis conformagdes da molécula (chamada de pose) dentro do sitio ativo. Quanto
maior o seu valor, mais favoravel ¢ a conformacao da molécula, portanto, usualmente a
conformacdo de maior score ¢ a escolhida para avaliar a existéncia de interagdes entre a
sustancia de interesse e o alvo.

Para fim de melhor visualizagao dos resultados do docking, em todas as figuras, foram
mantidas apenas aqueles aminoacidos do sitio ativo com os quais foi possivel observar alguma
interacao.

No docking da substancia la, foi possivel observar a formacdo de duas interagdes
hidrofobicas do tipo Pi-Pi, que sdo aquelas estabelecidas entre sistemas ciclicos planos
compostos por atomos hibridos sp?, incluindo anéis arométicos, e devem cumprir os seguintes
requisitos: a) a distancia entre o centroide de cada par de anéis de Pi devem distar, no méximo,
6 A b) um atomo de cada anel devem estar a uma distincia maxima de 4,5 A e ¢) o angulo entre
o normal de um ou ambos os anéis envolvidos e o vetor centroide-centroide deve estar entre 0°
e 50°, e o angulo entre o normal de cada anel deve medir entre 0° e 35°, para as liga¢des do tipo
stacked e entre 0° e 30° e 0° e 55°, respectivamente, para as ligacdes do tipo T-shaped

(MCGAUGHEY; GAGNE; RAPPE, 1998).
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Para essa substancia, observa-se uma interagdo hidrofobica Pi-Pi do tipo stacked entre
o anel aromatico da substancia la e o anel do aminoacido TYR71 medindo 4,36 A e uma do
tipo T-shaped entre o anel de 1a e o anel da PHE371, medindo 5,27 A.

Ainda sobre o docking de 1a, também foram observadas interagdes do tipo ponte de
hidrogénio. Essas ligacdes, convencionalmente, sdo estabelecidas entre atomos receptores e
doadores, como Nitrogénio, Oxigénio, Fosforo e Enxofre e admitem uma distancia entre o
doador e o receptor de até 3,4 A (BISSANTZ; KUHN; STAHL, 2010). Essas liga¢cdes podem
existir de forma nao-convencional, como a ligagcdo Pi-doador, onde o anel aromatico funciona
como aceptor dessa interagao. A ligacdo ndo-convencional € considerada mais fraca, admitindo
uma distancia entre o halogénio e o anel aromatico de até 4,2 A (BISSANTZ; KUHN; STAHL,
2010). A ligagao de hidrogénio convencional encontrada foi estabelecida entre a hidroxila da
TYR370 e o nitrogénio do 2-benzilidenomalononitril (1a), distando 3,07 A. J4 a ligacdo de
hidrogénio do tipo ndo convencional do tipo Pi-doador, foi estabelecida entre o anel aromatico
do 2-benzilidenomalononitril (1a) e a hidroxila da TYR71 e media 3,95 A, conforme mostra a

figura 5.

Figura S - Resultado do docking molecular da substincia la (no centro), mostrando as interagdes
hidrofobicas (linhas tracejadas em rosa) e as pontes de hidrogénio convencionais (linha
tracejada em verde) e ndo convencionais (linha tracejadas em cinza).

j =~ =
=
~
S
TYR37 ~ N

Fonte: o autor.
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A substancia b, 2-(4-hidroxi-3-metoxibenzilideno)malononitril, foi a que menos
apresentou ligacdes com a acetilcolinesterase, demonstrando apenas uma ligacdo do
hidrofdbica tipo Pi-Pi Stacked, medindo 4,00 A (Figura 6). Grupos hidrofobicos sdo a séries de
atomos contiguos que ndo sdo adjacentes a concentragdes de carga, como um atomo carregado
ou eletronegativo, e tem area de superficie igual a de um radical metil multiplicado pela area

de superficie de um atomo de Cloro (WOLBER; LANGER, 2005).

Figura 6 - Docking da substancia 1b (abaixo), mostrando a interagdo hidrofébica (linha tracejada em
rosa).

Fonte: o autor.

A substancia lc, 2-(4-metoxibenzilideno)malononitril, apresentou duas ligacdes
hidrofobicas Pi-Pi, uma do tipo stacked, entre os anéis aromaticos da substancia testada ¢ a
TYR71, medindo 4,27 A, e uma do tipo T-shaped entre a 1c e a TYR370, medindo 5,18 A
(Figura 7, pag. 31).



31

Figura 7 - Docking da substincia lc (ao centro), mostrando as interagdes hidrofobicas (linhas

tracejadas em rosa).
TYR370

Fonte: o autor.

O docking da 2-(4-clorobenzilideno)malononitril (1d), apresentou trés interacdes de
tipos diferentes (Figura 8, pag. 32): uma do tipo Pi-Pi stacked com a TYR71, medindo 5,01 A,
uma ponte de hidrogénio convencional, entre o nitrogénio da sustancia testada e a hidroxila da
TYR370, distando 3,08 A, e uma do hidrofébica tipo Pi-alquil entre o cloro da 1d e o anel
aromatico da PHE330, com distancia igual a 4,61 A. Essa ultima ligacdo ocorre quando um
grupo alquil, que ¢ definido como um grupo nao polarizado e do tipo nao-Pi, geralmente
associado a cadeias laterais de aminodcidos, interage com um grupo Pi, admitindo uma

distancia de 5,5 A.
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Figura 8 - Docking da substancia 1d (ao centro), mostrando a interagdes hidrofobicas Pi-Pi (linha
tracejada em rosa), a ponte de hidrogénio convencional (linha tracejada em verde) e a ligagdo

hidrofobica do tipo pi-alquil (linha tracejada em lilas).
TYRT1

TYRETO

Fonte: o autor.

Sobre a substancia le, 2-(4-fluorobenzilideno)malononitril, foram encontradas duas
interagdes hidrofobicas do tipo Pi-Pi, sendo uma T-shaped com a TYR71, medindo 4,37 A, e
outra do tipo stacked com a TYR370, medindo 5,57 A (Figura 9, pag. 33).
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Figura 9 - Resultado do docking molecular da substancia le (ao centro), mostrando as interagdes
hidrofobicas (linhas tracejadas em rosa).

TVYRI7O

Fonte: o autor.

Por fim, a substancia 2-(3,4,5- trimetoxibenzilideno)malononitril (1f), apresentou duas
interacdes do tipo ponte de hidrogénio convencionais, uma entre a hidroxila da TYR71 e o
oxigénio 9, da metoxila na posi¢io 4 da sustincia testada, medindo 2,88 A, e outra entre a
hidroxila da TYR370 e o nitrogénio 16 da 1f, medindo 3,07 A. A substincia apresentou ainda
uma ligacdo hidrofobica do tipo Pi-Pi Stacked com a TYR71, medindo 3,92 A (Figura 10).

Figura 10 - Resultado do docking molecular da substancia 1f (ao centro), mostrando a interagdo
hidrofobica (linhas tracejadas em rosa) e as pontes de hidrogénio convencionais (linhas tracejadas em
verde).

Fonte: o autor.
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Tabela 2 - Resumo das interagdes encontradas no docking entre os derivados do benzilidenomalononitril
e a acetilcolinesterase

Compostos Aminoiacidos Atomos Envolvidos Tipo de Distancia Score
do Sitio Interaciio A)
Ativo
la TYR71 Anel aromatico - Anel  Hidrofobica 4,36 54,52
aromatico
PHE371 Anel aromatico - Anel  Hidrofobica 5,27
aromatico
TYR370 N - OH Ligagdo de 3,07
Hidrogénio
Convencional
TYR71 Anel aromatico - OH Ligagdo de 3,95
Hidrogénio
Nao-
convencional
1b TYR71 Anel aromatico - Anel  Hidrofobica 4,00 61,16
aromatico
1c TYR71 Anel aromatico - Anel  Hidrofobica 4,27 61,29
aromatico
TYR370 Anel aromatico - Anel  Hidrofobica 5,18
aromatico
1d TYR71 Anel aromatico - Anel  Hidrofobica 5,01 56.00
aromatico
PHE330 Anel aromatico — Cl17 Hidrofébica 4,61
TYR370 N13 -OH Ligagdo de 3,08
Hidrogénio
Convencional
le TYR71 Anel aromatico - Anel  Hidrofobica 4,37 58.67
aromatico
TYR370 Anel aromatico - Anel  Hidrofobica 5,57
aromatico
1f TYR 71 09 -OH Ligacao de 2,88 65.22
hidrogénio
convencional
Anel aromatico —Anel  Hidrofobica 3,92
aromatico
TYR370 N16 — OH Ligagdo de 2,65
Hidrogénio
convencional

Fonte: o autor

Pelos dados expostos até aqui, € possivel observar que a substincia 1a, sem nenhuma

substituicdo no anel benzénico, foi a que obteve o maior numero de interagdes com a

acetilcolinesterase. O maior nimero de interagdes favorece a formagdo de um complexo mais

estavel com a enzima, favorecendo sua inibi¢do, o que favoreceria, por conseguinte, seu uso
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como inseticida. Esse resultado permite sugerir que as substitui¢des testadas ndo favorecem a
formacao de complexos mais estaveis com a acetilcolinesterase.

No entanto deve-se considerar que existem barreiras a serem transpostas pelas
substancias até chegar ao seu alvo molecular, no caso da barata, ¢ necessario ultrapassar a
cuticula, o exoesqueleto de quitina, ganhando assim a hemocele, que fard o transporte da
substancia até o sistema nervoso central, onde a acetilcolinesterase ¢ encontrada (CAMERON,
1961). Dessa forma, um maior nimero de interacdes com a acetilcolinesterase, nao se reflete
necessariamente em maior efeito bioldgico, por isso as substancias foram submetidas a mais
uma triagem, dessa vez utilizando baratas adultas, testando seus efeitos sobre a mortalidade dos
insetos.

A triagem foi realizada a fim de complementar os resultados do docking, auxiliando na
selecdo das substancias mais promissoras, determinando assim quais seriam utilizadas nos
estudos posteriores, bem como estabelecer uma dose inicial dos testes de toxicidade. A taxa de

mortalidade encontrada em cada substincia estd demonstrada na tabela 3.

Tabela 3 - Mortalidade dos insetos apds a triagem

Substancia Mortalidade apos 72h (%)
la 100
1b 50
1c 50
1d 0
le 100
1f 0

Fonte: o autor

Como ja foi dito, o screening foi realizado com S5mg de substincia, ou seja,
2,5mg/inseto, portanto, essa foi a dose escolhida como inicial a ser empregada nos testes de
toxicidade. Como ¢é possivel observar na Tabela 3, quatro substincias (la, 1b, lc, le)
apresentaram mortalidade frente aos insetos adultos de P. americana, sendo que as substancias
la e le apresentaram a maior mortalidade, dados que coincidem com trabalhos realizados com
o pulgdo preto (Aphis craccivora) que mostraram a potencializacdo do efeito inseticida de
substancias através da insercdo de radicais cianeto e/ou halogenados (ZHANG et al, 2010;

TIAN; CUIL XU, 2014).
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As quatro substancias que apresentaram mortalidade na triagem, foram utilizadas no
teste de repeléncia, que teve como objetivo submeter as ninfas de P. americana a ambientes
tratados com as substancias estudadas, observando se existe preferéncia pela area submetida ao
tratamento ou pela area sem tratamento.

Nos resultados de repeléncia do 2-benzilidenomalononitril (1a), € possivel observar que
a substancia teve um comportamento tendendo a neutralidade ou atragdo frente as ninfas de
Periplaneta americana (Figura 11), com excegao das concentragdes de 500 pg/ml, na terceira
hora do teste, e de 125 pg/ml na quarta hora. No entanto, o tratamento estatistico (Tabela 4)

ndo mostra diferenga significativa entre as concentragdes no decorrer do tempo.

Figura 11 - Efeito repelente do 2-benzilidenomalononitril (1a) frente as ninfas de Periplaneta
americana no decorrer de quatro horas.
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Fonte: o autor.

Tabela 4 - Efeito repelente das substancias testadas frente as ninfas de Periplaneta americana
Substancia Doses

Controle 125pg/ml  Controle 250ug/ml  Controle 500pg/ml

1a 2,16£1,8  2,83+1,8 2,16+1,6 2,83+1,6 241421 2,58+2,1
1b 0,83+£0,7 4,16£0,7*° 3,25+1,9 1,751,9 2,91+1,8 2,08+1,8
1c 1,16£1,4 3,83+1,4° 2,08£2,0  3+1,9 1£1,2 4+1,2°

le 2+1,8 3418 1,66£1,2  333£12° 1,83+1,5 3,16x1,5

Onde as letras representam diferenca significativa em relagdo ao controle com os seguintes valores de p
1= p<0,0001 *=p<0,0002 “=p<0,003.

Fonte: o autor
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O 2-(4-hidroxi-3-metoxibenzilideno)malononitril (1b), por sua vez, demonstrou
marcada atragdo na menor concentragao durante as quatro horas de teste (p<0,0001), no entanto,
esse resultado ndo se manteve nas duas concentragdes mais altas (Figura 12), que apesar de
mostrarem resultados repelentes quando considerado o indice de preferéncia, ndo foi uma

diferenca significativa, quando aplicados os testes estatisticos.

Figura 12 - Efeito repelente do 2-(4-hidroxi-3-metoxibenzilideno)malononitril (1b) frente as ninfas de
Periplaneta americana no decorrer de quatro horas.
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Fonte: o autor.

O comportamento da repeléncia da 2-(4-metoxibenzilideno)malononitril (1c¢) foi
inteiramente atraente ou neutro para os insetos, conforme demonstra os resultados do Indice de
preferéncia (Figura 13, pag. 38), apresentando uma diferenca altamente significativa nas

concentracgoes de 125 e 500 pg/ml.
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Figura 13 - Efeito repelente do 2-(4-metoxibenzilideno) malononitril (1c) frente as ninfas de
Periplaneta americana no decorrer de quatro horas.
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Fonte: o autor.

A ultima substancia selecionada para esse teste, a 2-(4-fluorobenzilideno)malononitril
(le), teve resultado semelhante as anteriores, apresentando um comportamento
majoritariamente atraente ou neutro, com excec¢ao da segunda hora da menor concentragdo
(Figura 14, pag. 39). No entanto, o tratamento estatistico apontou diferenca apenas na
concentracdo intermediaria, o que pode indicar que na menor concentracao, a substancia tem
um comportamento neutro, passando para uma atividade atraente na concentracdo

intermediaria, e voltando para a neutralidade na maior concentragao.



39

Figura 14 - Efeito repelente do 2-(4-fluorobenzilideno) malononitril (1e) frente as ninfas de Periplaneta
americana no decorrer de quatro horas.
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Fonte: o autor.

O teste de toxicidade foi conduzido apenas com a substancia la, visto que esta
apresentou o maior niimero de interagdes com a acetilcolinesterase no docking molecular, além
de ter apresentado a maior mortalidade na triagem.

Conforme exposto na tabela 5, observa-se que a mortalidade percentual total apos as
72h de observagao do contato das baratas com a dose de 15 mg foi de 8%, chegando ao maximo
de 54% na dose de 40 mg, caindo para 33% na dose de 65 mg. E possivel observar também que
a diferenca entre a dose de 40mg com o controle e com a dose de 15mg ¢ significativa, quando

aplicado os métodos estatisticos.

Tabela 5 - Média =+ D.P.M da atividade biocida frente a P. americana durante 72h com o 2-
benzilidenomalononitril (1a).

Grupos
Parametros Controle 15mg 40mg 65 mg
(n=16) (n=24) (n=24) (n=24)
X+D.P.M 0+0,0°  0,12+0,34  0,81+0,91** 0,5+0,81
N° de mortos em 20’ 0 0 0 0
N° de mortos em 24h 0 0 06 04
N° de mortos em 48h 0 01 09 05
N° de mortos em 72h 0 02 13 08
% de atividade 0 8,3 54 33
Onde: ? significativamente diferente do grupo controle, ® significativamente diferente da concentragdo

de 15mg.
Fonte: o autor
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Esse comportamento pode ser devido ao fato de reacdes que envolvem enzimas
geralmente serem limitadas a quantidade de enzimas disponiveis para a reagdo, o que faz com
que o aumento do ligante ndo corresponda, necessariamente ao aumento do efeito, ou ainda a
mecanismos que as barreiras do sistema nervoso dispde, capazes de limitar a entrada de
substancias através ou até mesmo expulsando essas substincias contra o gradiente através de
transporte ativo (PAJOUHESH; LENZ, 2005).

Essas inferéncias sdo possiveis, ¢ claro, considerando que o mecanismo de ac¢do toxico
da substancia frente a P. americana seja devido a interacdo com a acetilcolinesterase, no
entanto, sdo necessarios mais estudos no sentido de esclarecer se a tendéncia de a mortalidade
ndo aumentar se confirma, mesmo com doses maiores, € se essa mortalidade, de fato pode ser
atribuida a interagdo com a acetilcolinesterase.

Diversos tem sido os trabalhos que avaliam a diferenca do efeito biologico de
substitui¢des em diferentes posicdes de anéis aromaticos frente a diversos insetos e os
resultados podem diferir bastante, a depender da substincia protdtipo e da natureza das
substitui¢des (ZHANG et al., 2010; KAGABU et al., 2007). Nesse trabalho, no entanto, o
docking molecular apontou para um decréscimo da afinidade da acetilcolina com os derivados
do 2-benzilidenomalononitril (1a), visto que os compostos substituidos apresentaram menos
ligagdes com a enzima do que o protdtipo.

O resultado da repeléncia, no entanto, mostrou resultado inverso, sendo das substancias
testadas, apenas a 1a ndo demonstrou qualquer efeito sobre as ninfas de P. americana, enquanto
todas as outras tiveram um efeito atraente em pelo menos uma concentragao frente aos insetos.
Esse resultado se deve, possivelmente, ao fato de que a repeléncia de uma substancia se deve a
percepcao do seu cheiro pelas estruturas olfativas das baratas, ndo estando relacionada com a
interagdo com enzimas ou outras macromoléculas.

E importante pontuar que a auséncia de efeito repelente pode ser interpretado como algo
positivo para o 2-benzilidenomalononitril, uma vez que a possivel repeléncia causada pela
substancia inviabilizaria o contato dos insetos e o composto, impedindo que ela chegasse, assim,
ao seu alvo e produzisse um efeito toxico.

O efeito atraente das demais substancias também podem ser utilizados a favor do
combate a infestagdes desses insetos, pois, poderiam ser utilizadas para a producdo de
instrumentos que atraissem as baratas, promovendo o contato com outras substancias toxicas
que poderiam ser associadas a elas.

Esse resultado, no entanto, ndo exclui a possibilidade dessas substancias terem efeito

repelente, uma vez que € possivel que as substancias tenham efeitos atraentes em concentragdes
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menores, € invertam o comportamento em concentragdes maiores, assumindo um efeito
repelente.

Ressalta-se, porém, que a recomendacdo da autoridade sanitaria do Brasil recomenda
que um produto disponivel para o uso como inseticida nesse pais deve ter mortalidade igual ou
superior a 90% da populagdo de insetos, sendo assim, apesar da substancia testada ndo ter
atingido esse numero, demonstra potencial para ser utilizado como adjuvante ou ainda como
protétipo para realizagdo de novas substituicdes que possam potencializar seu efeito sobre o

controle da populagao de P. americana.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados, pode-se concluir que o docking molecular apontou
que todas as substancias demonstraram interagdo com a acetilcolinesterase, ainda que a
substancia 1a, sem nenhuma substituicdo no anel, tenha sido a que apresentou o maior nimero
de interacdes, o que leva a crer que essa substancia tem o maior potencial para interagir com a
acetilcolinesterase, e que as substituigdes no anel aromatico testadas ndo parecem potencializar
essa interagao.

Partindo desse resultado, a triagem executada com todas as substancias mostrou que,
das seis substancias testadas, quatro foram capazes de causar a mortalidade de exemplares dos
insetos, sendo selecionadas para a aplicag@o do teste de repeléncia.

No teste de repeléncia, a substancia la, ndo demonstrou efeito sobre os insetos, no
entanto as demais substancias apresentaram um efeito atraente, em pelo menos uma das
concentracodes, o que ndo chega a ser um resultado desfavoravel, uma vez que a presenca do
efeito atraente pode potencializar o efeito de outros inseticidas, quando usados em associagao,
uma vez que podem promover o contato entre as baratas e as substancias toxicas.

Devido aos melhores resultados nas triagens, a substancia la foi escolhida para o teste
da atividade biocida, demonstrando mortalidade que chegou a 54% na dose de 40mg. Essa
mortalidade ainda ¢ inferior a preconizada pela autoridade sanitdria brasileira para uma
substancia ser utilizada como inseticida, no entanto, ¢ inegavel que o 2-benzilidenomalononitril
se mostra como uma alternativa viavel para pesquisas posteriores, no sentido de potencializar
seu efeito toxico frente a esse ou outro insetos, ou ainda como prototipo para manipulacdes
moleculares, que possam viabilizar seu uso no controle da populacdo de insetos no ambiente

domiciliar e peridomiciliar.
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