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RESUMO

Nesse trabalho foram sintetizados alguns compostos contendo as funcionalidades
éster e amida, derivadas do acido latico e lactato de etila, os quais tiveram suas atividades de
repeléncia frente ao mosquito Aedes aegypti avaliadas. Duas das substancias apresentaram
repeléncia comparada a da icaridina, repelente de melhor eficiéncia encontrado no mercado
mundial.

O efeito do estereocentro presente na substancia selecionada para se efetuar os
estudos de repeléncia comegou a ser investigado e, a priori, a mistura racémica mostrou
atividade pouco inferior a apresentada pelo esterecisébmero de maior abundancia natural, o
isdmero S.

Um estudo visando a sintese desse repelente em condicbes que minimizem os
passivos ambientais, normalmente produzidos em um processo de sintese, foi realizado e
resultou na execugao da primeira etapa sem solvente. As condi¢des reacionais para se efetuar
a segunda etapa, reacdo de acilagdo sem solvente, foram otimizadas usando catalisador
heterogéneo sob irradiagdo por micro-ondas em um composto modelo e na sintese do
repelente principal, gerando resultados promissores.

Palavras-chave: Acido latico, amidas, ésteres, repelentes, mosquitos hematofagos, Aedes
aegypti.



ABSTRACT

In the present work, some compounds containing the functional groups ester and amide
were synthetized derived from lactic acid and ethyl lactate. Those compounds had their
repellent activities against the Aedes aegypti mosquito evaluated. Two of them presented a
repellency close to icaridine, the best efficiency repellent found in the world market today.

The effect of the stereocenter present in those selected compounds in the repellent
activity started being investigated and the racemic mixture showed an activity slightly lower
than that presented by the sterecisomer with greater natural abundance, the S isomer.

A study aimed at the synthesis of this repellent in conditions that minimize the
environmental liabilities, usually produced in a synthesis process, was realized and resulted in
the execution of the first step without the presence of a solvent. The reactional conditions for
carrying the second step, a solventless acylation reaction, were optimized using a
heterogeneous catalyst under microwave irradiation in a model compound and also in the
synthesis of the main repellent, yielding a promising result.

Keywords: lactic acid, amide, ester, repellent, hematophagous mosquitoes, Aedes aegypti.



LISTA DE SIGLAS

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
MIP — Manejo Integrado de Pragas

OECD - Organizagao para a Cooperacao e Desenvolvimento Econémico
ONU - Organizacao das Nagdes Unidas

WHO — World Health Organization

d= dupleto

dt = duplo tripleto

m = multipleto

g = quarteto

sl =simpleto largo

s = simpleto

t = tripleto



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Representacao do ciclo de vida do Aedes aegypti. .......ccoeevveeiiiiiiiiiiiiiieiiieee e, 6
Figura 2 - Estrutura do Citronelal. ... 8

Figura 3 - Estruturas de algumas das primeiras substancias empregadas como repelentes.

............................................................................................................................................ 10
Figura 4 - Estrutura do repelente N,N-dietil-3-metilbenzamida (DEET). ... 10
Figura 5 - Estrutura da [caridina. .........cooooeieie i 11
Figura 6 - Estrutura da 3-alanina e do repelente IR 3535..........cooooiiiii 12
Figura 7 - Estrutura do &cido IQtICO ........cooeeeeiiie 14
Figura 8 - Sintese quimica do acido latico através da hidrdlise da lactonitrila. .................... 15
Figura 9 - Sintese do (S)-lactato de etila. ... 16
Figura 10 - Posicionamento da m&o na gaiola durante os testes a serem realizados. ......... 27

Figura 11 - Mecanismo de reacdo para a acilagdo de alcoois secundarios reagindo com

=Y 1o [ o (o 1= PP PPRPPPPRPPN 28
Figura 12 - Espectro de fragmentagao de massas do produto de acilagao (Produto 1)........ 29
Figura 13 — Proposta de fragmentacéo para formagéo do picocom m/z =87 ...................... 30
Figura 14 — Proposta de framentacao a recorrente em acidos carboxilicos. ........................ 30
Figura 15 — Proposta de fragmentag&o para formagdo do ion acilio. ..........cccccceeevviiiiinnnnnnn. 30

Figura 16 - Espectro de RMN (200 Hz) de 'H do produto 1, utilizando CDCl; como solvente e
TMS comO refer@nCia INTEIMNA. ........ooeiieee et 31

Figura 17 - Regi&o expandida do espectro de 'H so produto 1, entre a regido de 1,0 ppm até

Figura 18 - Espectro de RMN (50 Hz) de "*C do produto 1, utilizando CDCI3; como solvente e

TMS como referénCia INTEINA. ........cooiiie e 33
Figura 19 - Espectro de fragmentagcao de massas do produto 4a. ..........cceeeeeeeeeriiiiiiineennn. 34
Figura 20 — Proposta de fragmentacdo mostrando a formagéo do pico com m/z = 127. ...... 34
Figura 21 — Proposta de fragmentacdo mostrando a formacgéo do pico base...................... 34
Figura 22 — Proposta de fragmentacdo com perda da porgdo amina. ............ccoeeeeeeeeeeeennenn. 35
Figura 23 — Formacao do cétion acilio derivado do radical acetila. ...................ccc 35
Figura 24 - Espectro de RMN (200 Hz) de 'H do produto 4a, utilizando CDCI3; como solvente
€ TMS comoO refer@nCia INTEINA. ........oi i e e s 36

Figura 25 - Regi&o expandida do espectro de RMN de "H do produto 4a na regi&o de 3 ppm

= T TR T o] o o o P 36
Figura 26 - Regido expandida do espectro de RMN de 'H, na regido entre 0,7 ppm a 2,5 ppm.
............................................................................................................................................ 37

Figura 27 - Espectro de RMN (50 Hz) de "*C do produto 4a. ...........ccoeeeuveeeeeceeeecieeeee. 38



Figura 28 - Mecanismo da esterificagéo de Fischer. ... 40
Figura 29 - Mecanismo de reacao de formagédo de amida a partir de éster. ......................... 41
Figura 30 - Reacao de acilagdo da amida sintetizada com anidrido butirico. ....................... 42
Figura 31 - Grafico de porcentagem de conversdo de produto das hodroxi amidas nos

AErVAAOS ACHATOS ... e e 44



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Algumas estruturas quimicas e substancias representativas utilizados no controle
(o Ll o1 = To £ 1= TSP 7
Tabela 2 - Rendimento e tempo de repeléncia de cada produto obtido..............cccevvvvinnnnninn. 39

Tabela 3 - Rendimento e tempo de repeléncia de cada produto obtido a partir da hidroxi amida.

Tabela 4 - Niveis e variaveis utilizados para a analise multivariada da reag¢éao de acilagcao das
a1 e r0) (=T 01T F= T 3OS 43
Tabela 5 — Resultado do planejamento experimental realizado. .............cccceeciiiiiiiiiiiiiiinennn. 43
Tabela 6 - Niveis e variaveis utilizados para a analise multivariada na reacao de acilagao
usando catalisador heterogéneo € miCro-oNdas............ccooeiiiiiiiiiiiiiiii e 46
Tabela 7 — Resultado do planejamento fatorial realizado em microondas. ...............ccevvveenn.. 46
Tabela 8 - Diferengcas na atividade bioldégica do composto enantiomericamente puro e o
(7= 107 0. F= (S 47

Tabela 9 - Testes de repeléncia realizados com diferentes formulagdes. ............cccvvvvennnn.n. 48



SUMARIO

T INTRODUGAO. ......couiiieteiee ettt a et et es s e sese s 5
1.1 CICLO DE VIDA DO AEDES AEGYPTI ...utiiiiiiiiii et 6
1.2 INSETICIDAS NATURAIS E SINTETICOS ...t 6
1.3 ATIVIDADE REPELENTE ... .ot 8
1.4 N,N-DIETIL-3-METILBENZAMIDA (DEET) ...oeiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 10
TS TCARIDINA ettt ettt e e e e e et e e e e e e e e e ee s 11
1.6 BUTILACETILAMINOPROPIONATO DE ETILA (IR 3535)....ccciiiiiiiiieieeeeeieeceee 11
1.7 QUIMICA VERDE .......oouiiieeteeeeeeeeeee ettt 12
1.8 ACIDO LATICO ...t 14
T LACTATO DE ETILA. . oottt a e 15
1.10 QUIRALIDADE ...ttt a e 16
2 OBUETIVOS . ...ttt e e e e e 18
2.1 OBJETIVO GERAL ..ottt 18
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .......cooueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 18
3 MATERIAIS E METODOS .....ooivieieeeeeceeeeeeeee e, 19
3.1 PROCEDIMENTO GERAL PARA AS ACILAGOES DO ACIDO LATICO .........c............ 19
3.2 PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DAS AMIDAS DERIVADAS DE AMINAS
SECUNDARIAS ..ottt n e, 20
3.3 PROCEDIMENTO PARA A SINTESE DA AMIDA DERIVADA DE AMINAS PRIMARIAS
22
3.4 SINTESE DOS ESTERES AMIDAS A PARTIR DO (L)-LACTATO DE ETILA................ 23
3.41 REAGAO DE AMIDAGAO ......oouiiieeieeeeeeeeeee e 23
3.4.2 PROCEDIMENTO GERAL PARA AS ACILAGCOES DA AMIDA DERIVADA DO (L)-
LACTATO DE ETILA Lt e e e e e e e e 23
3.4.3 PROCEDIMENTO DE ACILACAO DA AMIDA DERIVADA DO (L)-LACTATO DE
ETILA SOB IRRADIACAO MICRO-ONDAS.........coiiieieiiieeeeeeeeeeee e 25
3.5 OXIDAGAO DE SWERN........coiiitiietiieeeeieee ettt eaese s 25
3.6 REDUCAO COM BOROHIDRETO DE SODIO .......coovieiieeeieeceeeeeeeeeeeeee e 26
8.7 TESTE DE REPELENCIA ..ot 26
4 RESULTADOS E DISCUSSOES .......oouiiiiiiieeeeeceeeeeeee et 28
4.1 OTIMIZACAO DA SINTESE DAS SUBSTANCIAS DE INTERESSE A PARTIR DO (L)-
LACTATO DE ETILA Lttt e e e e e 40
4.2 PLANEJAMENTO FATORIAL .....oeiiiiiiiii et 42

4.3 UTILIZACAO DE CATALISADORES HETEROGENEOS PARA A REACAO DE
ACILACAD ...ttt ettt ettt 44



4.4 ATIVIDADE BIOLOGICA DOS ENANTIOMEROS .......coovveeieeeieeeeeeeeeeeeeeee e, 47

4.5 FORMULAGAQO EM CREME DO REPELENTE ......cooviiiieiiieceiceeee e 48
5. CONSIDERAGOES FINAIS ..ottt 49
REFERENCIAS ...ttt n e en e 51

ANEXO | — ESPECTROS SELECIONADOS........ooiiiiiiiiiiie it 58



1 INTRODUGAO

O Aedes aegypti é proveniente da Africa e dotado de grande capacidade de
adaptacdo, sendo o principal vetor transmissor de doengas como dengue 2,
Chikungunyal®, Zika!, sendo também responsavel pela transmissdo da febre amarela
urbanal!.

As razdes para o ressurgimento global dessas epidemias ndao sao completamente
compreendidas, mas estao relacionadas as mudangas demograficas e sociais, incluindo o
aumento do fluxo populacional®®. O crescimento da populagéo, a migragéo rural-urbana
e a infraestrutura urbana basica inadequada séo alguns dos fatores responsaveis pelas
condigbes que favorecem a transmiss&o do virus pelo mosquito A. aegypti®19,

Acredita-se que 3,9 bilhdes de pessoas, em 128 paises, estdo em risco de
infecgédo pelo virus da denguel'’. Além disso, estima-se que cerca de 390 milhdes de
pessoas sdo infectadas anualmente, das quais 96 milhdes manifestam aparentemente
algum nivel de gravidade da doencga!'?. A incidéncia de dengue tem crescido gravemente
em todo o mundo nas ultimas décadas. Os numeros reais de casos sdo desconhecidos,
pois muitos podem estar subnotificados e muitos casos s&o classificados erroneamente!'?!.

Desde 1994, no Brasil, tem ocorrido uma rapida dispersao do vetor sobre uma
grande area, o que levou a uma circulagdo viral em varios estados e causou um rapido
aumento da extensdo da doengal’?. Em 2019, até o més de setembro foram registrados
1.439.471 casos provaveis de dengue no Brasil, com a regido Centro-Oeste registrando o
maior numero de casos. Nesse mesmo ano foram também relatados no pais 110.627 casos
provaveis de febre Chikungunya e 9.813 casos provaveis de Zika no pais!'.

Enquanto se aguarda a disponibilidade de uma vacina eficaz ou drogas antivirais
especificas contra os quatro sorotipos da dengue (DEN-1, DEN-2, DEN-3, e DEN-4)"'3,
chikungunya®®'® e zikal*, a Gnica forma de reduzir a incidéncia destas doengas se restringe
ao controle do vetor A. aegypti'®, que frequentemente depende de aplicagdes de
inseticidas sintéticos convencionais!'”!

Existem trés estratégias principais para o controle de mosquitos A. aegyptit'® '8l

» O controle mecanico, que visa diminuir os potenciais criadouros do mosquito,
impedindo o desenvolvimento do ciclo de vida do inseto. Esta estratégia € baseada
na remocao de potenciais criadouros com agua parada. O método também consiste
em armadilhas para eliminar e monitorar a populagcao do mosquito.

» O controle bioldgico, que consiste em utilizar um inimigo natural especifico, como
por exemplo algumas espécies de peixes, parasitas, alguns tipos de fungos e
nematoides, contribuindo para diminuir a populacdo de larvas ou do mosquito

adulto.



» O controle quimico, que esta diretamente ligado ao uso de algum tipo de substancia
que inibe a eclosao de ovos, que atuam como reguladores de crescimento de larvas
ou eliminam o mosquito adulto. Substancias com agéo repelente também se

enquadram nesta categoria.
1.1 CICLO DE VIDA DO AEDES AEGYPTI

A fémea do mosquito A. aegypti deposita seus ovos nos mais diferentes locais,
desde paredes asperas, umedecidas e escurecidas de recipientes, mas também pode ser
diretamente na agua, ou ainda, sob condi¢des laboratoriais, podem depositar em papel
sulfite, papel filtro, papel manteiga e papel toalha. Os ovos podem permanecer sem eclodir
por um grande periodo de tempo, aguardando até ter contato com a agua!'®'9l,

Apos a eclosdo do ovo o A. aegypti torna-se uma larva, que passa por quatro
estagios (1° a 4° instar) até se tornar pupa (Figura 1). Esta fase destaca-se pela inexisténcia
de alimentagdo e pela metamorfose que marcara o inicio da fase adulta®®”.

A fémea do A. aegypti necessita de alimentacdo sanguinea para completar o
processo de amadurecimento do foliculo ovariano e, apds alguns dias, a fémea ja esta apta
a realizar a deposigéo fechando o ciclo do mosquito!'%. A Figura 1 ilustra as diversas fases

do ciclo de vida do A. aegypti.

Figura 1 — Representacao do ciclo de vida do Aedes aegypti.

~ Mosguito

;.
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1.2 INSETICIDAS NATURAIS E SINTETICOS

O uso continuado de inseticidas, tanto na agricultura e pecuaria como na area da
Saude Publica, tem provocado o aparecimento de populagdes resistentes e ocasionado
problemas para o controle de vetores!'®2'l. A Tabela 1 apresenta os grupos mais comuns
usados para este fim, entre eles o DDT e o BHC que foram amplamente utilizados, porém

hoje ndo sdo mais empregados para o controle de vetores/??.



Tabela 1 - Algumas estruturas quimicas e substancias representativas utilizados no

controle de pragas.

Grupo

Nome

) . Principio Ativo Estrutura
Quimico Comercial
Cl \ Cl
' Pt )I‘
| O O Cl
Clorados cl
Cl (¢]]
- BHC
Cl Cl
Cl
(0] (0]
Cythion, i ~
. Valatol Malation s
Fyfanon, Malato PPN
Sumithi g
umitnion, O,N
Fosforados Fenitrotiona 7@ 5
Folithion 00"
SRS
Abate Temefos o 0'2\0/
L]
- Pirimifos )*N S
o
\Nko
Carbamatos Baygon Propoxur H o T/
o 120
K-Othrine Deltametrina i 0
o}
Il
Fjj\ X
Piretroides Icon Lambda cialotrina o N O O@
[¢]
\NI
Cymperator Cipermetrina i o
0

Para substituir os organoclorados foram utilizados os organofosforados como:

malation, fenitrotiona e temefds. Depois foram utilizados os piretroides cipermetrina e

deltametrina, devido a alta eficiéncia contra mosquitos adultos e por serem necessarias

menores quantidades do principio ativo, porém a desvantagem esta no alto impacto

ambiental e no alto custo dos piretroides. O monitoramento dos inseticidas em diferentes
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areas do pais é uma estratégia importante para ampliar o conhecimento sobre os
mecanismos de resisténcia e para o controle dos niveis de infestagéo!'%.

Devido aos problemas acarretados com o uso excessivos dos inseticidas em geral
organoclorados e organofosforados, comecgou-se a vislumbrar a possibilidade de controle
alternativos de pragas através do seu manejo integrado (MIP).

O MIP é o sistema que associa o ambiente e a dindmica populacional da espécie,
utiliza alternativas apropriadas e métodos de forma tdo compativel quanto possivel para
manter a populagdo da praga em niveis abaixo daqueles capazes de causar danos
econbmicos. A importancia da biologia e da ecologia nao esta associada s6 na espécie-
alvo, mas também nos inimigos naturais e nos diferentes meios do ecossistema'®?.

Como parte destas estratégias, destaca-se o uso de dleos essenciais, que sao
produtos geralmente pouco téxicos e que podem atuar somente alterando o
comportamento dos organismos alvos?. Dentre os mais utilizados, destaca-se o uso de
Oleo essencial de citronela com altos teores de citronelal em repelentes comerciais. A

estrutura do citronelal esta representada na Figura 2.

Figura 2 - Estrutura do citronelal.

O

Poucas pesquisas tém sido desenvolvidas sobre o efeito de fitoquimicos em
mosquitos adultos. A bioatividade de fitoquimicos contra o mosquito pode variar
significativamente dependendo da espécies de plantas?®!. Os resultados de um estudo com
extratos de plantas sugerem que a ac¢ao adulticida € um campo de pesquisa com grande

potencial e ainda pouco explorado.
1.3 ATIVIDADE REPELENTE

Os repelentes podem ser definidos como substancias quimicas volateis que induzem
os artropodes a se moverem na direcdo oposta as superficies previamente tratadas,
fazendo-os serem repelidos. Esses produtos se apresentam para os consumidores com
uma infinidade de formulagdes e aplicagbes, como aerossois, cremes, sprays, e telas ou
roupas impregnadas!?®.

Idealmente, um repelente precisa ter as seguintes caracteristicas:

» Ter uma efetividade duradoura contra uma grande variedade de artropodes;

» Serinécuo para o ser humano apés aplicagao na pele ou nas roupas;



» Nao apresentar cheiros ou ter odor agradavel;

» Ao ser aplicado na pele, ndo deixar uma sensagao oleosa e resistir a
remocao por friccdo, lavagem ou suor;

» Ser inerte ao entrar em contato com plasticos de uso comum (como
armacoes de 6culos, canetas, etc);

» Ser quimicamente estavel e economicamente viavel para uso difundido.

Todos os repelentes exibem algum grau de volatilidade, e o ponto de ebulicdo das
substancias com acao repelente costuma ficar entre 230 °C e 260°C. Compostos com um
ponto de ebulicdo menor se dissipam mais facilmente e apresentam tempo de repeléncia
reduzido e compostos com pontos de ebulicdo mais altos sio ineficazes pois nao
volatilizam em taxa efetiva para exercerem o efeito desejadol?’..

A maioria dos repelentes, assim que sao aplicados na pele ou na roupa, em uma
area pequena ao redor da aplicagéo, agem produzindo uma camada de vapor que cria uma
superficie desagradavel ou ofensiva para os mosquitos, porém também existem os
repelentes que agem neutralizando os compostos que atraem os artrépodes para os
humanos, agindo como uma camuflagem®!.

O tempo de repeléncia depende de varios fatores e cada composto tem uma protegao
intrinseca diferente que varia entre espécies de mosquito. No momento da aplicagéo, ha
um periodo em que a substancia repele todos os mosquitos e ndo ha observacgao de pouso
ou picadas, seguido de um periodo em que a substancia comecga a perder alguns dos seus
efeitos, permitindo que os mosquitos pousem na pele tratada. Quando o repelente perde
totalmente sua eficacia € quando as picadas ocorrem!?8!,

O uso de repelentes remonta a antiguidade, quando se queimavam plantas para
utilizar a fumaca, ou a extragao de dleos para se utilizar na repeléncia de insetos. Inumeras
plantas e seus derivados, em particular 6leos essenciais, ja foram investigados e descritos
como fontes naturais em potencial para repelentes de insetos?°.

Os repelentes provenientes de fontes naturais vendidos atualmente no mercado
costumam conter uma mistura de 6leos obtidos da citronella (Cymbopogon nardus),
eucalipto (Eucalyptus maculata), geranio (Pelargonium reniforme), capim limao
(Cymbopogon citratus), dentre outros. Apesar de os repelentes naturais terem um efeito
pouco duradouro em relacao aos sintéticos, sua toxicidade costuma ser mais baixa, o que
justifica os esforgos feitos no sentido de buscar compostos com atividade de repeléncia em
extratos vegetais?®3%,

Para os repelentes obtidos sinteticamente, os estudos foram iniciados e varios
compostos foram testados no periodo da Segunda Guerra Mundial. Até 1942, os
compostos DDT (diclorodifeniltricloroetano), DMP (ftalato de dimetila) e Rutgers 612 (2-etil-

1,3-hexanodiol), com suas estruturas apresentadas na Figura 3, foram liberados para uso
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do exército americano, com uma repeléncia de duas horas. Porém, seus usos foram

vetados mais tarde devido a observagdes de toxicidadel®'32,

Figura 3 - Estruturas de algumas das primeiras substancias empregadas como

repelentes.
Cl ¢ Cl @]
o~ \/\KK/OH
Cl O O Cl J O OH
DDT ftalato de metila 2-etil-1,3-hexanodiol

Em 1946, iniciou-se a utilizagdo do N,N-dietil-3-metilbenzamida (DEET), repelente
considerado o padrao de referéncia até os dias de hoje e que, juntamente com a icaridina

e o IR 3535, sdo os mais recomendados e vendidos.
1.4 N,N-DIETIL-3-METILBENZAMIDA (DEET)

O DEET (Figura 4), é um dos principios ativos de repelentes mais antigo e utilizado.
Foi avaliado pela primeira vez em 1944 (contra A. aegypti) e patenteado pelo exército
americano em 1946. Depois de novos estudos em 1952, foi finalmente langado no mercado
em 1954 e passou a ser usado amplamente em 1957. Atualmente existem cerca de 140
produtos contendo DEET registrados na Agéncia de Protegdo Ambiental americana,
fabricados por 40 empresas®¥.

Figura 4 - Estrutura do repelente N,N-dietil-3-metilbenzamida (DEET).
O

N7
-

Esse repelente atua diminuindo a resposta dos insetos atraidos pelo acido latico
(liberados por meio da transpiracdo), o que pode classificad-lo como um inibidor
comportamental que reduz a atracéo ao invés de ativar um comportamento de repelirt%.
Segundo Legeay et all®®l, estudos realizados em diferentes espécies de artrépodes indicam
que o DEET atua como um estimulo sensorial e pode ser detectado pelos neurénios do
receptor olfativo presente nas antenas de diferentes espécies, tornando esse repelente
eficiente contra uma grande variedade de insetos.

Sua maior vantagem é o baixo custo e efeito duradouro que, em uma concentragao

de 20-30% do composto, pode durar mais de 6 h. Entretanto, entre os repelentes



11

atualmente disponiveis, sua toxicidade é a mais alta. Esta descrito que o DEET pode
causar danos em fibras sintéticas das roupas, plasticos e acrilicos, além de nao ser
recomendado para uso de gravidas ou criangas menores de dois anos, por causar diversas

formas de alergias cutaneas®’.
1.5 ICARIDINA

Também conhecido como picaridina, € um principio ativo derivado da pimenta cuja
estrutura esta representada na Figura 5. E um repelente de uso amplo e eficaz contra
mosquitos, moscas, carrapatos, etc. Por evaporar de uma forma mais lenta na pele, oferece
um tempo de repeléncia maior que a do DEET, além de ser mais efetivo para mosquitos

do género Aedest.

Figura 5 - Estrutura da Icaridina.

JOJ\ J\/
O\l\/()\
OH

A concentracdo minima para a agao de repeléncia comeca em 5% e, em uma
concentragdo de 20%, ele oferece uma protecdo de até 10 h. E um repelente sem odor,
nao oleoso, ndo causa danos em plasticos e acrilicos e a utilizagdo em criangas menores
de seis meses é permitida. Apesar disso, pode danificar alguns materiais e roupas de couro
animal®"!,

A icaridina possui dois estereocentros e € comercializada como uma mistura de

estereoisdmerost®el,
1.6 BUTILACETILAMINOPROPIONATO DE ETILA (IR 3535)

Disponivel desde 1980, o Butilacetilaminopropionato de etila (IR 3535) tem sua
estrutura quimica baseada em uma substancia natural (3-alanina), conforme pode ser
observado na Figura 6. Ele é efetivo contra mosquitos, moscas, carrapatos, piolhos, vespas
e abelhas. Sua eficacia é pouco menor em comparacao ao DEET, se utilizado em uma

concentracdo acima de 10%?26.
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Figura 6 - Estrutura da p-alanina e do repelente IR 3535.

0 0
HoN /QLDH f’“ﬁN’“J\D”*““
fﬁ&D

B-alanina IR3535

Seu mecanismo de agao consiste em formar uma barreira de vapor que previne o
contato de insetos com a pele devido ao odor ofensivo que a substancia apresenta aos
mesmos, apesar de ndo apresentar cheiro aos seres humanos. Apesar de ser efetivo por
um tempo menor, ele tem um perfil toxicolégico muito menor, podendo ser utilizado por
criangas pequenas e mulheres gravidast7l.

Algo possivel de se observar em todas as estruturas anteriormente apresentadas é
que todas elas tem alguns grupos funcionais em comum, como por exemplo, o grupo amida
€ 0 grupo éster.

Alguns trabalhos ja exploraram a influéncia desses grupos para a propriedade de
repeléncia apresentada por esses compostos, consistindo na avaliagdo de analogos dos

repelentes utilizados comercialmente!*®40],
1.7 QUIMICA VERDE

Com inicio na revolugéo industrial, o desenvolvimento tecnolégico desenfreado
desencadeou diversos problemas relacionados a formagao de subprodutos toxicos e a
contaminacdo do ambiente e dos proprios seres humanos expostos a esses rejeitos.
Atualmente, a industria quimica e farmacéutica sao consideradas as principais causadoras
desses impactos ambientais, ainda que outras atividades humanas também exergcam papel
importante nesse contexto*'42,

Por esse motivo, nos anos setenta, um forte movimento envolvendo as questdes
ambientais teve inicio, como o primeiro movimento institucional a favor do uso de
tecnologias limpas, liderado pela ONU/OECD, ocorrido em 1976, no qual foi proposto um
conceito para a abordagem: “A aplicagao do conhecimento pratico, métodos e meios para
atender as necessidades humanas, objetivando o uso racional dos recursos naturais e de
energia para a protegdo ambiental”*3!,

Desde entao, varias conferéncias sobre o meio ambiente surgiram, com destaque
para a ECO 92, a partir da qual se tornou conhecido, através da Agenda 21, o conceito de
desenvolvimento sustentavel, que pode ser definido como o progresso industrial que
atende as necessidades do presente sem comprometer a capacidade das futuras geragdes

de satisfazerem as suas proprias“344.,
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Visto que as atividades produtivas na area de quimica muitas vezes sao potenciais
poluidoras, trabalhando com substéncias toxicas e/ou inflamaveis e que geram no final do
processo um residuo ndo aproveitavel e danoso ao ambiente, o capitulo 30 da Agenda 21
propde uma producao limpa juntamente com uma responsabilidade empresarial. Nesse
cenario esta inclusa a quimica verde!?!.

A quimica verde, segundo Lenarddo et al*¥ pode ser definida como “desenho,
desenvolvimento e implementagdo de produtos quimicos e processos para reduzir ou
eliminar o uso ou geracgao de substancias nocivas a saude humana e ao ambiente” e ja é
comum em aplicagdes industriais e no meio académico, no ensino e pesquisa.

A filosofia desse conceito esta atualmente baseada nesses doze principios:

1. Preveng¢do: Se ha diminuicdo ou escassez de residuos (lixo),
automaticamente  diminuimos a necessidade de trata-los e,
consequentemente, diminuimos o seu descarte na natureza.

2. Economia atdmica: E a chamada sintese verde, na qual toda a massa dos
reagentes é convertida em produtos, ndo produzindo, assim, residuos a
serem descartados.

3. Sintese de produtos menos perigosos: Durante uma reagdo quimica,
devemos utilizar substancias e formar outras que nao apresentem nenhum
nivel de toxicidade nem para o homem nem para o meio ambiente.

4. Desenho de produtos seguros: E um principio que se volta para o
planejamento da reagao quimica que se quer desenvolver para impedir a
formacéao de residuos ou substancias téxicas.

5. Solventes e auxiliares mais seguros: se ndo houver a alternativa de
realizar um procedimento sem a presenca de solvente, deve-se buscar a
utilizacao de solventes com baixo impacto ambiental.

6. Busca pela eficiéncia de energia: Deve-se utilizar uma menor quantidade
de energia ou utilizar energia provinda de fonte renovavel.

7. Uso de fontes renovaveis de matéria-prima: A realizagcado de uma reagao
quimica deve ser feita por meio da utilizagao de matérias-primas renovaveis
ou mesmo com materiais que foram reciclados.

8. Evitar a formagao de subprodutos: Esse principio indica a utilizagéo de
algumas substéncias nos processos de sintese, os chamados
bloqueadores, para impedir que uma reagao quimica aconteca em mais de
uma etapa.

9. Catalise: Esse principio envolve a ideia de que podemos reduzir o tempo

de processamento de uma reagao por meio de catalisadores.
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10. Desenho para a degradagdo: E necessario desenvolver substancias
quimicas que, quando sofrerem a degradacdo, transformem-se em
substancias indcuas.

11. Analise em tempo real para preveng¢ao da polui¢ao: Durante a realizagao
de um processo quimico, devemos estar constantemente atentos para que
qualquer problema possa ser detectado e corrigido imediatamente, a tempo
de evitar qualquer dano ou residuo no final do processo.

12. Quimica intrinsecamente segura para a prevengio de acidentes: E o
principio que defende a utilizacédo de todos os outros onze ja especificados,
pois, com isso, dificimente acidentes acontecerdo durante qualquer

processot4l.

Portanto, uma sintese orgéanica ideal ndo deve levar em conta somente o
rendimento final e a pureza do produto, devendo também incorporar esses principios, tendo
a questao ambiental e o reaproveitamento de rejeitos um grande impacto na eficiéncia do
projetoel,

A substituicdo de reagentes ou catalisadores por outros menos nocivos faz parte da
filosofia da quimica verde, e nesse contexto, a utilizacado de um precursor como o acido

latico ou o lactato de etila apresenta diversas vantagens.
1.8 ACIDO LATICO

Além do CO: e outros compostos quimicos como o 1-octen-3-ol presentes na
transpiragdo e no odor corporal de todos os animais de sangue quente, o acido latico
(Figura 7) é um atrativo essencial para as fémeas de A. aegypti apos a copula’. A
quantidade de acido latico produzida por humanos € maior do que em outros mamiferos, e
a contribuicao dessa substancia na atragao que é exercida no artrépode se deve ao quanto

dela é liberadal*®l.

Figura 7 - Estrutura do acido latico

O

OH
OH

Sendo um dos acidos organicos mais importantes e utilizado mundialmente em
aplicagdes industriais e biotecnologicas, varios métodos para sua sintese ja foram
introduzidos e otimizados. Sua primeira descoberta foi relatada em 1780, pelo quimico

sueco Carl Wilhelm Scheele, que isolou um xarope de cor amarelada de leite azedo. Por
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um longo periodo, até 1857, considerava-se que o acido latico era um componente do leite,
até que Pasteur descobriu outro fendmeno e concluiu que ele era um metabdlito de
fermentagéo gerado pela atuagao de certos micro-organismos. Em 1881, o acido latico foi
produzido por fermentacao e isso deu origem a primeira producao industrial de acido latico
por um processo microbiano nos Estados Unidos!9l.

Desde entao, sua utilizacdo na industria alimenticia, farmacéutica, dentre outras, vem
aumentando*?!,

O acido latico pode ser fabricado comercialmente tanto por fermentagao bioldgica
quanto pela condensacio entre acetaldeido e o anion cianeto®. O método sintético mais

comum é com base na hidrdlise da lactonitrila, que esta ilustrado na Figura 80",

Figura 8 - Sintese quimica do acido latico através da hidrolise da lactonitrila.

o OH
e — K
H HC™ “Cgy
OH H,SO, OH
H3C)<C\\\N roo2ne )}(OH +  (NH)SO,
o)

Uma das desvantagens dessa sintese é que sempre se produz uma mistura
racémica do acido latico. Por outro lado, um acido como pureza o6tica elevada pode ser
obtido pelo método de fermentagdo microbiana. Atualmente, aproximadamente 90% do
acido latico é produzido a partir da fermentacao, sendo que através desse processo se
obtém normalmente o estereoisdbmero de configuragdo S como majoritéario. Com o
desenvolvimento da bioconversado em escala industrial e a utilizagédo de micro-organismos
adequados para esse processo, a rota fermentativa tornou-se a dominante pelas vantagens

de ser ambientalmente mais aceita e pela alta pureza 6tica do produto obtido®?.
1.9 LACTATO DE ETILA

O lactato de etila ultimamente tem chamado muita atencdo por sua extensa
utilizacdo como uma alternativa ambientalmente benigna aos solventes comumente
utilizados em processos quimicos®?. Sua producgéo convencional se da pela reagédo de
esterificagcdo entre o acido latico e etanol utilizando acido como catalisador, conforme

Figura 9.
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Figura 9 - Sintese do (S)-lactato de etila.
(0]
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E uma substancia barata, atoxica, biodegradavel e provém de fontes renovaveis,
tendo propriedades que permitem sua utilizagdo na produgéo de polimeros, como por
exemplo, na produgdo de plasticos biodegradaveis ou para a produgcao de chips

semicondutores em computadores e outros aparelhos eletronicos®?.
1.10 QUIRALIDADE

A origem do conceito isomeria se deu em 1830, apds o quimico Jons Jacob
Berzelius observar em uma sintese organica, compostos com mesma formula molecular,
mas com propriedades fisicas e quimicas diferentes. Com auxilio do quimico Justus von
Liebig, que ja havia observado esse fendmeno em 1824, a explicacdo dada por Berzelius
foi que os compostos apresentavam a mesma composi¢ao quimica, porém, a disposicao
dos atomos em tais compostos era diferente®*!.

A descoberta da isomeria 6tica, em particular, também ocorreu no século XIX,
quando o fisico francés Jean Baptiste Biot observou a possibilidade de moléculas
oticamente ativas com mesma férmula quimica desviarem o plano da luz polarizada de
maneira diferente!®%.

Existem varias classificacdes diferentes dentro da isomeria (de cadeia, de
posicao, geométrica, etc) e a seguir sera discutido sobre estereoisomeria.

A isomeria ¢tica, normalmente, esta relacionada a presenca de pelo menos um
centro estereogénico, dotado de orientacao espacial especifica, em que o atomo central
se encontra ligado a quatro substituintes diferentes. Moléculas com um centro
estereogénico denominadas enantibmeros se caracterizam por serem imagens
especulares ndo sobreponiveis!®. A quiralidade também esta presente em moléculas que
nao apresentam estereocentros, como € o caso dos atropoisémeros, por exemplo!®8l.

Enantibmeros apresentam desvios polarimétricos opostos de mesma magnitude:
+a (+)ou D; -a(-) ou L, em que o angulo de rotacédo a € apenas a rotagdo observada.
Quando se tem a presenca dos dois enantibmeros em mesma proporgao, isso resulta em
um valor zero do angulo de rotagcdo, e a mistura € chamada de racemato ou mistura
racémical®’l.

Moléculas que apresentam dois ou mais centros estereogénicos podem
apresentar diastereoisomerial®’l, assim como moléculas que apresesentam dupla ligagéo

entre atomos de carbono
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Existe uma estreita relagdo entre estereoquimica e atividade bioldgica, como é
notoriamente conhecido para o caso dos farmacos, por exemplol®. No caso dos
repelentes, poucos resultados sdo encontrados na literatura® e a unica substancia de
origem sintética comercializada que apresenta estereocentros € a Icaridina que, conforme
ja mencionado, utiliza uma mistura de todos os isémeros na formulagdo do produto
comercial.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi realizar a sintese de um novo repelente
funcional frente ao mosquito A. aegypti a partir, inicialmente, do acido latico e realizar os

testes de repeléncia para comprovagao de sua eficacia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento de um novo repelente para
mosquitos hematofagos que fosse de facil sintese e de baixa toxidade, visando oferecer

alternativa nacional para o controle das enfermidades causadas por esses vetores.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Efetuar reacbes de esterificacdo e de amidacao a partir do acido latico e/ou do
lactato de etila.

Identificar as substancias sintetizadas.

Realizar teste de repeléncia com as novas substancias com o mosquito Aedes
aegypiti.

Otimizar as etapas envolvidas na sintese do repelente sob os preceitos da quimica
verde.

Submeter a substancia com o melhor resultado de repeléncia a avaliagdo de
estabilidade e toxidade dérmica e ocular em laboratério especializado

Desenvolver formulagdo com a substancia que apresentar melhor repeléncia

visando obtencao de produto comercial.
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3 MATERIAIS E METODOS

Todos os solventes utilizados foram tratados previamente de acordo com os
procedimentos descritos em literatura.

Os solventes foram removidos em rotaevaporador Fisaton®, operando a pressao
reduzida.

As reacdes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD). Nas
placas cromatograficas 1,5 x 4 cm para CCD, utilizou-se silica gel 60 Macherey-Nagel® e
revelou-se sobre luz ultravioleta (254 nm), iodo molecular ou solugéo acida de vanilina e
aquecimento.

Nas separagdes feitas via cromatografia em coluna, empregou-se silica 230-400
mesh, Merck® e os solventes hexano e lactato de etila.

As analises de atividade 6tica foram efetuadas em um polarimetro Jasco®P-2000,
utilizando diclorometano como solvente a uma temperatura de 20 °C com Iampada de vapor
de sodio.

As analises de espectrometria de massas foram realizadas em cromatografo em
fase gasosa acoplado a espectrometro de massas Shimadzu® GCMS — QP 2010 Plus
equipado com coluna capilar Rtx-1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym). Injetor em modo splitless
a 250 °C, interface e fonte de ions a 300 °C. A rampa de aquecimento utilizada nas analises
foi de 60 °C a 250 °C, 8°/min.

As analises de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono foram
efetuadas em um equipamento AVANCE 200 BRUKER utilizando-se cloroférmio deuterado

como solvente e tetrametilsilano como referéncia.

3.1 PROCEDIMENTO GERAL PARA AS ACILACOES DO ACIDO LATICO

Em um recipiente reacional, sob atmosfera inerte, adicionou-se o acido latico em
solugao aquosa 85% (0,84 g, 8 mmol) e a piridina (5 mL). Apds, adicionou-se o anidrido
selecionado para cada reagao (12 mmol), deixando por 24 horas em temperatura ambiente.
Entdo, adicionou-se agua gelada (20 mL) e acidificou-se a mistura reacional até pH 1-2
com acido cloridrico 36,5%; separou-se as fases e, entdo, extraiu-se a solugdo aquosa com
acetato de etila (3 x 20 mL). Juntou-se as fases organicas e lavou-se com solugéo saturada
de bicarbonato de sédio (1 x 20 mL) e com solugao saturada de cloreto de sodio (1 x 20
mL). Apds ser secada com sulfato de sddio anidro, a fase orgénica foi filtrada e o solvente
removido sob pressao reduzida.

Os produtos obtidos foram purificados por cromatografia em coluna utilizando um
gradiente de hexano e acetato de etila como eluente. O rendimento dos ésteres variou de
60 a 70%.



20

Esquema 1 - Procedimento geral para a reagao de acilagéo do acido latico.
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3.2 PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DAS AMIDAS DERIVADAS DE
AMINAS SECUNDARIAS

Em um baldo, adicionou-se o produto obtido na reacdo do item 3.1 (5,1 mmol) e
colocou-se sob atmosfera inerte. Diclorometano (15 mL) foi entdo adicionado como
solvente. Em seguida, adicionou-se a trietilamina (1,52 g, 15 mmol) e por ultimo, gota-a-
gota, o cloreto de tionila (6 mmol). A reacao foi entdo deixada em temperatura ambiente
por 24 horas.

Apos transferiu-se a mistura reacional para um funil de separagao e lavou-se com
solugado de acido cloridrico 1 mol L™ (2 x 20 mL) e uma vez com solugdo de hidroxido de
s6dio 1 mol L' (1 x 20 mL). Em seguida, a fase aquosa foi extraida com diclorometano (3
x 20 mL). As fases orgéanicas foram combinadas e secadas com sulfato de sédio anidro,
seguido de filtragao e evaporacao do solvente a pressao reduzida.

Os produtos das reagdes foram purificados via cromatografia em coluna utilizando

um gradiente de hexano e acetato de etila como eluente (de 5% a 50% de acetato de etila).

Acetato de 1-oxo-1-(pirrolidin-1-il)propan-2-ila (3a).

O Rendimento: 75%.

)J\ Dados Espectrais:
0 E.M. (m/z) (%): (M*' 186), 125 (23), 98 (100), 70 (23),

55 (72), 43 (47).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): & 5,19 (q, 1H), 3,72-3,32
(m, 4H), 2,13 (s, 3H), 2,05-1,83 (m, 4H), 1,44 (d, 3H).
RMN 3C (50 MHz, CDCls): 8 170,5, 168,7, 68,2, 45,9,
26,0, 23,8, 20,6, 16,3.
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Acetato de 1-(dietilamino)-1-oxopropan-2-ila (4a)

Rendimento: 43%.

O Dados Espectrais:
)J\ E.M. (m/z) (%): (M*' 188 0,45%), 127 (25), 100 (100),

O // 87(10), 72 (99), 43 (33)
N \/ RMN "H (200 MHz, CDCls): & 5,31 (q, 1H), 3,57-3,21
(m, 4H), 2,12 (s, 3H), 1,44 (d, 3H), 1,23 (s, 3H), 1,13
O (s, 3H).
RMN *C (50 MHz, CDCls): 6 170,6, 169,7, 66,8, 41,6,
40,6, 20,7,17,1, 14,1, 12,7.

Butirato de 1-oxo-1(pirrolidin-1-il)propan-2-ila (5a).

O Rendimento: 36%.

/\)k 0 Dados Espectrais:
/3 E.M. (m/z) (%): (M*' 214 0,23%), 125 (30), 98 (100),
)ﬁ( N 71 (43), 55 (32), 43 (17).

o) RMN 'H (200 MHz, CDCls): & 5,20 (g, 1H), 3,72-3,32
(m, 4H), 2,38 (t, 2H), 2,05-1,82 (m, 4H), 1,76-1,57 (m,
2H), 1,43 (d, 3H), 0,95 (t, 3H).

RMN 3C (50 MHz, CDCls): 8 173,3, 168,8, 68,0, 45,9,
35,7, 26,1, 23,8, 18,2, 16,4, 13,5.

Butirato de 1-(dietilamin)o-1-oxopropan-2-ila (6a).

@) Rendimento: 44%.

M Dados Espectrais:
o) //

E.M. (m/z) (%): (M*1216 0,19%), 127 (19), 100 (100),

)ﬁ( N 72(57), 43 (14).
RMN 'H (200 MHz, CDCls): & 5,33 (q, 1H), 3,54-3,21

(m, 4H), 2,50-2,25 (m, 2H), 1,77-1,54 (m, 3H), 1,44 (d,
3H), 1,27 (t, 3H), 1,12 (t, 3H), 0,96 (t, 3H).

RMN 3C (50 MHz, CDCls): 8 169,6, 168,9, 66,7, 41,6,
40,5, 35,8, 18,2, 17,2, 14,2, 13,6, 12,8.
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Butirato de 1-oxo-1-(pipiridin-1-il)propan-2-ila (7a).

9 Rendimento: 43%.
Dados Espectrais:

O Q E.M. (m/z) (%): (m*' 228 0,10%), 139 (19), 112 (100),
N

/H]/ 84 (15), 71 (31), 69 (44), 43 (21).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): & 5,43 (q, 1H), 3,71-3,76
(m, 4H), 2,37 (dt, 2H), 1,76-1,56 (m, 9H), 1,42 (d, 3H),
0,96 (t, 3H).
RMN '3C (50 MHz, CDCls): 8 173,1, 168,4, 66,5, 46,3,
43,2, 35,8, 26,2, 25,4, 24,4, 18,2, 16,8, 13,5.

3.3 PROCEDIMENTO PARA A SINTESE DA AMIDA DERIVADA DE AMINAS
PRIMARIAS

Em um baldo de duas bocas, sob atmosfera inerte e com condensador de refluxo,
adicionou-se o produto adquirido na reacao do item 3.1 (0,78 g, 4,9 mmol). Diclorometano
(15 mL) foi adicionado como solvente da reagdo. Em seguida, adicionou-se o cloreto de
tionila (0,33 g, 2,8 mmol) e deixou-se em agitagao por 45 minutos.

Apds esse periodo, em outro baldo, sob atmosfera inerte, colocou-se Zn° (0,3 g)
e butilamina (0,53 g, 7,2 mmol). Essa mistura foi adicionada ao meio reacional e deixou-se
em temperatura ambiente overnight.

Apods finalizar a reacao, filtrou-se o Zn°em excesso, transferiu-se a mistura
reacional para um funil de separagédo e lavou-se com solugdo de bicarbonato de sddio
saturado (2x 20 mL). Em seguida, a fase aquosa foi extraida com diclorometano (3 x 20
mL). As fases organicas foram combinadas e secadas com sulfato de so6dio anidro, seguido
de filtragao e evaporacao do solvente a pressao reduzida.

O produto da reacao foi purificado via cromatografia em coluna utilizando um

gradiente de hexano e acetato de etila como eluente (de 5% a 50% de acetato de etila).
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Butirato de 1-(butilamino)-1-oxopropan-2-ila (8b).

o) Rendimento: 61%.
/\)J\ 0 Dados Espectrais:
H E.M. (m/z) (%): (M*'1216 1,24%), 143 (20), 116 (34),
~
100 (51), 88 (49), 71 (100), 57 (46), 43 (43).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): & 6,20 (sl, 1H), 5,20 (g,
1H), 3,26 (q, 2H), 2,37 (t, 2H), 1,68 (q, 2H), 1,45 (d,
5H), 1,39-1,22 (m, 2H), 1,00-0,88 (m, 6H)

RMN ™3C (50 MHz, CDCls): 5 172,0, 170,2, 70,3, 38,8,
36,1, 31,5, 19,9, 18,3, 17,8, 13,6, 13,4.

3.4 SINTESE DOS ESTERES AMIDAS A PARTIR DO (L)-LACTATO DE ETILA
3.4.1 Reacao de amidagao

Em um baldo, adicionou-se a pirrolidina (1,81 g, 30 mmol) e, em banho de gelo,
adicionou-se o (L)-lactato de etila Aldrich 98% (2,416 g, 20 mmol). Terminada a adi¢ao dos
reagentes, o balao foi aquecido até atingir a temperatura de 30°C. A reacao foi deixada por
72 h.

A amina e o alcool residuais foram retirados por destilacao sob pressao reduzida.

O produto da reagao foi purificado via cromatografia em coluna utilizando um
gradiente de hexano e acetato de etila como eluente (de 10% a 50% de acetato de etila).

O rendimento do produto variou de 91 a 96%.
3.4.2 Procedimento geral para as acilagdes da amida derivada do (L)-lactato de etila

Em um recipiente reacional, sob atmosfera inerte, adicionou-se a amida obtida na
etapa anterior (2,99 g, 20,9 mmol) e a piridina (1,1 mL). Apds, adicionou-se o anidrido
selecionado para cada reagédo (31,3 mmol), deixando por 24 horas em temperatura
ambiente. Apds o término da reacgéao, adicionou-se agua gelada (20 mL) e acidificou-se a
mistura reacional reacao até pH 1-2 com 4&cido cloridrico 36,5%; separou-se as fases e
entao extraiu-se a solugédo aquosa trés vezes com acetato de etila (3 x 20 mL). Juntou-se
as fases organicas e lavou-se com solug¢ao saturada de bicarbonato de sddio (1 x 20 mL)
e com solugao saturada de cloreto de sodio (1 x 20 mL). Apds ser secada com sulfato de
sodio anidro, a fase orgénica foi filtrada e o solvente removido sob presséo reduzida.

O produto obtido foi purificado por cromatografia em coluna utilizando um

gradiente de hexano e acetato de etila como eluente.
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Butirato de (S)-1-oxo-1(pirrolidin-1-il)propan-2-ila (9¢).

Rendimento: 74%.

/\)j\ Dados Espectrais:

o O E.M. (m/z) (%): (M*' 214 0,23%), 125 (30), 98 (100),
WN 71 (43), 55 (32), 43 (17).
RMN "H (200 MHz, CDCls): & 5,20 (q, 1H), 3,72-3,32
(m, 4H), 2,38 (t, 2H), 2,05-1,82 (m, 4H), 1,67 (g, 2H),
1,43 (d, 3H), 0,95 (t, 3H).
RMN 3C (50 MHz, CDCls): & 173,3, 168,8, 68,0, 45,9,
35,7, 26,1, 23,8, 18,2, 16,4, 13 5.

Pentanoato de (S)-1-oxo-1-(pirrolidin-1-il)propan-2-ila (10c).
@) Rendimento: 70%.

M Dados Espectrais:
(;) N@ E.M. (m/z) (%): (M*'228 0,19%), 125 (21), 98 (100),

85 (25), 70 (16), 57 (23), 55 (32).
0O RMN 'H (200 MHz, CDCls): & 5,19 (g, 1H), 3,71-3,31
(m, 4H), 2,38 (dt, 2H), 2,06-1,81 (m, 4H), 1,69-1,54
(m, 2H), 1,42 (d, 3H), 1,37-1,22 (m, 2H), 0,90 (t, 3H).
RMN 3C (50 MHz, CDCls): 8 173,5, 168,8, 68,0, 45,9,
33,5,26,7, 26,1, 23,8, 22,1, 16,3, 13,5.

Hexanoato de (S)-1-oxo-1-(pirrolidin-1-il)propan-2-ila (11c).
Rendimento: 38%.

w Dados Espectrais:

0O O E.M. (m/z) (%): (M*' 242 0,23%), 125 (25), 99 (30), 98

N (100), 70 (20), 55 (34), 43 (17).

o RMN "H (200 MHz, CDCl): & 5,19 (q, 1H), 3,72-3,32
(M, 4H), 2,42-2,34 (dt, 2H), 2,07-1,82 (m, 5H), 1,43 (d,
3H), 1,37-1,22 (m, 5H), 0,89 (t, 3H).

RMN "*C (50 MHz, CDCls): & 173,5, 168,88, 68,0,
46,0, 33,8, 31,2, 26,1, 24,3, 23,8, 22,2, 16,4, 13,8.
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3.4.3 Procedimento de acilagido da amida derivada do (L)-lactato de etila sob irradiagao

micro-ondas

Em um tubo de ensaio, adicionou-se a amida obtida na etapa 3.4.1 (0,143 g, 1
mmol), o anidrido butirico (0,20 mL, 1,2 mmol) e o catalisador heterogéneo cedido pelo
Prof. Dr. Fernando Wypych (0,007 g).

Essa mistura reacional foi entao levada a irradiagao por micro-ondas por um periodo
de trés horas.

Apo6s o fim da reacgao, essa mistura reacional foi retirada do micro-ondas e filtrada
para a retirada do catalisador heterogéneo. Entao extraiu-se o produto com diclorometano
(3x de 20 mL). Em seguida, lavou-se com solugéo saturada de bicarbonato de sédio (2x de
20 mL). A fase organica entao foi secada com Na>SO4, seguido de filtracdo e evaporagéo

do solvente a presséao reduzida.

Butirato de (S)-1-oxo-1(pirrolidin-1-il)propan-2-ila (12d).

Rendimento: 68%.

/\)J\ Dados Espectrais:

o) /3 E.M. (m/z) (%): (M*' 214 0,23%), 125 (30), 98 (100),
/\WN 71 (43), 55 (32), 43 (17).
RMN 'H (200 MHz, CDCls): & 5,20 (q, 1H), 3,72-3,32
(m, 4H), 2,38 (t, 2H), 2,05-1,82 (m, 4H), 1,67 (q, 2H),
1,43 (d, 3H), 0,95 (t, 3H).
RMN ™C (50 MHz, CDCls): 5 173,3, 168,8, 68,0, 45,9,
35,7, 26,1, 23,8, 18,2, 16,4, 13,5.

3.5 OXIDACAO DE SWERN

Em um baldo, sob atmosfera inerte, adicionou-se 2 mL de diclorometano anidro e
cloreto de oxalila (1,20 mL, 13,7 mmol). Resfriou-se o sistema até -60 °C e, em seguida,
adicionou-se dimetilsulféxido (2,08 mL, 28,56 mmol), deixando agitar por cinco minutos.

Apods esse periodo, adicionou-se a amida (1,708 g, 12 mmol) dissolvida em 2 mL
de diclorometano e agitou-se por vinte minutos, mantendo a temperatura de -60 °C. Ao
término desse tempo, adicionou-se trietilamina (8,15 mL, 17,73 mmol) e agitou-se por cinco
minutos. Por fim, deixou-se atingir a temperatura ambiente e adicionou-se 10 mL de agua.

A mistura reacional foi extraida com diclorometano (3x de 30 mL). A fase organica
foi lavada com solugao saturada de cloreto de sédio (2x de 30 mL), secada com NazSOg,

seguido de filtragdo e evaporacao do solvente a pressao reduzida.
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1-(pirrolidin-1-il)propan-1,2-diona

A

3.6 REDUCAO COM BOROHIDRETO DE SODIO

Em um baldo, sob temperatura ambiente, adicionou-se 10 mL de metanol, a
cetona obtida na etapa 3.5 (1,005 g, 6,98 mmol) e borohidreto de sdédio (0,265 g, 7 mmol)
e deixou-se agitando por 24 h.

Apods o término da reacao, adicionou-se 1 mL de agua e evaporou-se 0 metanol
sob presséao reduzida. Entdo neutralizou-se a mistura reacional até pH 6 com solucao de
acido cloridrico 1 mol L™ e extraiu-se com diclorometano. A fase organica foi secada com

Na>SOs4, seguido de filtracdo e evaporagao do solvente a pressao reduzida.

2-hidroxi-1-(pirrolidin-1-il)propan-1-ona

OH
N

O

3.7 TESTE DE REPELENCIA

Os testes de repeléncia, realizados conforme procedimento padronizado pela
World Health Organization (WHO)®4, foram realizados no Laboratério de Entomologia
Médica e Veterinaria, situado no Departamento de Zoologia da Universidade Federal do
Parana, a uma temperatura de 20 °C + 2 °C e umidade relativa de 50 a 60%. Os dados de
temperatura e umidade relativa foram monitorados e registrados utilizando um termo
higrémetro digital durante os experimentos.

Para a realizagdo dos testes, utilizaram-se gaiolas de madeira com telas nas
laterais e vidro na face superior medindo, 30 cm x 30 cm x 30 cm, com 20 fémeas do
mosquito A. aegypti, todas copuladas sem ter passado pelo repasto sanguineo. Os testes
foram realizados no periodo diurno, respeitando a preferéncia para a atividade de
hematofagia do mosquito.

Para os testes, uma das maos do analisador foi higienizada com sabao neutro e
em seguida a face superior, inferior, lateral e a regido entre os dedos foram tratadas com

solugdes dos repelentes em etanol. Os compostos tiveram suas atividades de repeléncia
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avaliadas. Para os testes foram preparadas soluc¢des dos possiveis repelentes, diluidos em
etanol, com concentragéo de 85 puL mL", a um volume total de 1,0 mL.

A mao fechada foi entao introduzida na gaiola para realizagao dos testes conforme
a Figura 10, com o analisador sentado, ou seja, em posi¢cao de descanso, ndo tendo
realizado esforcgo fisico anteriormente a realizagao dos testes.

Ocorrendo a primeira picada, o experimento era interrompido e o tempo registrado

com o auxilio de um cronémetro digital.

Figura 10 - Posicionamento da m&o na gaiola durante os testes a serem realizados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Inicialmente, determinou-se a pureza otica do acido latico (85%, Nuclear®) por
meio de analises realizadas no polarimetro. Na literatura é encontrado o valor de [a]p?° = -
13,5°% para analise realizada com a solugdo de acido L-(-)-latico 2,5 mol L""em 1,5 mol
L' de NaOH, evidenciando que o sail é levorotatorio.

As mesmas condigbes foram reproduzidas com o reagente disponivel no
laboratério e o valor encontrado foi de [a]p?° = - 11,92°, sendo possivel calcular um excesso
enantiomérico de 88,3%.

O fato da substancia ser levorotatéria comprova que se trata do estereocisbmero

de configuracao L, enantibmero natural e, consequentemente, de valor mais acessivel.
O
\‘)J\OH
OH
Acido L-Latico
Acido (S)-2-hidroxi propandico

As primeiras transformacdes efetuadas com o acido latico envolveram a acilagao
através da reacgdo deste com dois anidridos diferentes, na presenca de piridinal®" cujo

mecanismo geral estd demonstrado na Figura 11.

Figura 11 - Mecanismo de reacao para a acilagao de alcoois secundarios reagindo com

anidridos.
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E mais provavel que o primeiro passo desse mecanismo envolva o ataque da
piridina a carboxila dos anidridos pois, além dela ser mais nucleofilica que alcoois, ela esta
em excesso no meio reacional. O intermediario gerado sofre, entdo, ataque da hidroxila do
alcool, reestabelecendo a piridina no meio. Dessa forma, além de atuar como base, a
piridina gera um intermediario que é mais reativo que o préprio anidrido de partida,
facilitando a reacgao.

Os anidridos utilizados inicialmente para reacao foram o acético e o butirico e os

rendimentos foram de 82% e 62% respectivamente, conforme pode ser verificado no
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Esquema 2. Esses anidridos foram selecionados baseado em resultados prévios do nosso

grupo em relagao ao papel do grupo acilante no efeito de repeléncia.
Esquema 2 - Reacao de acilagao do acido latico.

(0]
O O O T A )J\
Argbnio
OH S
Anidrido acético l ¥z /\W

)

Produto 1
Rendimento: 82%

-|IO

0]

O O
\HJ\OH + /\)J\ OM Aljé/:io /\)OJ\O

OH

Anidrido butirico S OH
| P /\[(
(@)

Produto 2
Rendimento: 62%

O produto da reagao com o anidrido acético foi caracterizado por espectrometria de

massas e seu espectro pode ser observado na Figura 12.

Figura 12 - Espectro de fragmentacao de massas do produto de acilagao (Produto 1).
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O pico do ion molecular acrescido de uma unidade é pouco detectavel no espectro
(M*" m/z = 133). Um dos picos de maior intensidade observados no espectro, com m/z =

87, pode ser explicado pela fragmentagcao mostrada na Figura 13.

T
130.0
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Figura 13 — Proposta de fragmentacao para formacgao do pico com m/z = 87
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A fragmentacao que gera o pico com m/z = 45 é uma fragmentagao a que ocorre

comumente em acidos carboxilicos e esta mostrada na Figura 14.
Figura 14 — Proposta de framentagao a recorrente em acidos carboxilicos.
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O pico base dessa analise (m/z = 43) deriva da formagdo de um cation acilio

comum em fragmentagdes de ésteres (Figura 15).

Figura 15 — Proposta de fragmentacgao para formagao do ion acilio.
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O composto foi analisado por RMN de 'H (Figura 16) e por RMN de *C (Figura
18). No espectro de RMN de 'H, pode-se destacar a presenga de um simpleto largo em &
10,38 ppm com integral para um hidrogénio, referente ao H do acido carboxilico, um
quarteto em & 5,12 ppm, com constante de acoplamento (J) de 7,1 Hz, referente ao H do
centro estereogénico, com integral para um hidrogénio. Observa-se também um simpleto

em & 2,14 ppm com a integral para trés hidrogénios, correspondendo aos hidrogénios
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vicinais ao grupo éster (carbono 1) e um dupleto em & 1,54 ppm (J = 7,1 Hz), referente aos
hidrogénios ligados ao carbono 3, todos ilustrados na Figura 17.

No espectro de RMN de 'C, pode-se destacar, primeiramente, os sinais em &
176,4 e 170,5 ppm, atribuidos aos carbonos 2 e 5 das carboxilas. Também se destaca o
sinal em & 68,2 ppm atribuido ao carbono do estereocentro (carbono 4). Além disso,
observa-se os sinais em & 20,5 e 16,7 ppm, atribuidos aos carbonos metilicos 1 e 3,

respectivamente.

Figura 16 - Espectro de RMN (200 Hz) de 'H do produto 1, utilizando CDCl; como

solvente e TMS como referéncia interna.
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Figura 17 - Regido expandida do espectro de 'H so produto 1, entre a regido de 1,0 ppm
até 5,5 ppm.
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Figura 18 - Espectro de RMN (50 Hz) de *C do produto 1, utilizando CDCl; como

solvente e TMS como referéncia interna.
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Além do anidrido acético, também foi sintetizado o derivado do acido latico através
da reacao deste com o anidrido butirico e o rendimento para a reacgao foi de 62 %

De posse dessas substancias aciladas, trabalhou-se na preparacéo de quatro
amidas diferentes, derivadas da N,N-dietilamina, butilamina, pirrolidina e piperidina (Tabela
2, p. 36). Inicialmente as amidas foram preparadas através da conversdo do acido
carboxilico presente no material de partida em haleto de acila, com posterior reagdo com

as aminas®?, conforme representado no Esquema 2 para a reagédo com a N,N-dietilamina.

Esquema 3 - Reacao das substancias aciladas com aminas.

O 1.80Cl, o)

CH,CI
)ko HN e )ko d

Hoon - L R T

O O
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A amida derivada da N,N-dietilamina foi sintetizada devido ao fato de o DEET

conter essa amida em sua estrutura. Esse produto também foi caracterizado por

espectrometria de massas e seu espectro pode ser visualizado na Figura 19.

Figura 19 - Espectro de fragmentagcao de massas do produto 4a.
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O pico do ion molecular acrescido de uma unidade pode ser detectado no espectro
(M*' m/z = 188). Um dos fragmentos de maior intensidade observados nesse espectro,
com m/z = 127, pode corresponder a transferéncia de um hidrogénio seguido de

segmentacao indutival®® que ocorre na fungéo éster da molécula, ilustrado na Figura 20.

Figura 20 — Proposta de fragmentagdo mostrando a formacao do pico com m/z = 127.
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O pico base dessa analise (m/z = 100) deriva da formagdo de um dos possiveis
cations acilio que pode ser adicionalmente estabilizado pela conjugacdo com o par de

elétrons do nitrogénio (Figura 21).
Figura 21 — Proposta de fragmentagdo mostrando a formacao do pico base.
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Outro pico de maior intensidade observados no espectro, com m/z =72, pode ser

explicado pela fragmentacao mostrada na Figura 22.
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Figura 22 — Proposta de fragmentagcdo com perda da por¢gao amina.
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Ja o pico com m/z = 43 é gerado a partir da formagao do outro cation acilio (Figura
23).

Figura 23 — Formacao do cétion acilio derivado do radical acetila.
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O composto também foi analisado por RMN de 'H (Figura 24) e por RMN de *C
(Figura 27). No espectro de RMN de 'H, pode-se destacar a presenga de um quarteto em
0 5,31 ppm, com constante de acoplamento (J) de 6,7 Hz, referente ao hidrogénio do centro
estereogénico com integral para um hidrogénio. Um multipleto entre & 3,21 e 3,57 ppm,
referente aos hidrogénios ligados aos carbonos 6 e 8, com a integral para quatro
hidrogénios (ambos ilustrados na Figura 25), um simpleto em & 2,12 ppm com a integral
para trés hidrogénios, correspondendo aos hidrogénios vicinais ao grupo éster (carbono
1). Um dupleto em & 1,44 ppm (J = 6,7 Hz), referente aos hidrogénios do carbono 3 e dois
tripletos em & 1,23 e 1,13 ppm, ambos com J = 7,1 Hz, correspondendo aos hidrogénios

das metilas 7 e 9 (todos ilustrados na Figura 26).



Figura 24 - Espectro de RMN (200 Hz) de 'H do produto 4a, utilizando CDCl; como

solvente e TMS como referéncia interna.
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Figura 25 - Regido expandida do espectro de RMN de 'H do produto 4a na regido de 3

ppm a 5,5 ppm.
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Figura 26 - Regido expandida do espectro de RMN de 'H, na regido entre 0,7 ppm a 2,5
ppm.
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No espectro de RMN de "3C (

Figura 27), pode-se destacar, primeiramente, os sinais em & 170, 6 e 169,7 ppm,
atribuidos aos carbonos 2 e 5 das carboxilas. Também destaca-se o sinal em & 66,8 ppm
atribuido ao carbono do estereocentro. Além disso, observa-se os sinais em 6 41,6 e 40,6
ppm, sendo atribuidos aos carbonos 6 e 8 ligados ao nitrogénio e os sinais em & 20,7,

17,15, 14,09 e 12,7 ppm, atribuidos as metilas 1, 3, 7 e 9, respectivamente.
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Figura 27 - Espectro de RMN (50 Hz) de *C do produto 4a.
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Na Tabela 2 encontram-se as amidas preparadas com seus respectivos
rendimentos para a reagcdo de amidagao, bem como os resultados de repeléncia que foram
realizados conforme procedimento padronizado pela WHO®4. Esses testes realizados
evidenciaram que o grupamento acila com quatro carbonos era fundamental para a
atividade de repeléncia. A partir de entdo esse grupamento foi mantido e, até o momento,
duas outras aminas foram usadas para se avaliar o efeito desses grupamentos na

repeléncia.



Tabela 2 - Rendimento e tempo de repeléncia de cada produto obtido.
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Caodigo Estrutura Rendimento (%) Tempo de
repeléncia (min)
3a o} 75 250
A 9
)}(N
O
4a 0o 36 300
Ao~
)\WNM
(0]
5a 0 43 >600
A~ 9
)}(N
(0]
6a 0 44 120
/\)J\o K
)\WNM
0]
7a 0 43 > 600
/\)J\O O
A
(@)
8b 0 61 150

Para os compostos 5a e 7a obteve-se um excelente resultado, com mais de 10 h

de repeléncia, comparado ao apresentado pelo melhor repelente disponivel no mercado, a

icaridina, que apresenta 10 h de acgéao.

Tendo em vista que uma das aminas usadas para preparar um dos repelentes de

maior eficiéncia tem sua venda controlada a nivel mundial, optou-se por continuar os testes

com a amina mais acessivel e de menor preco, sendo nesse caso a pirrolidina.

Na tentativa de otimizar a sintese dos ésteres/amidas de interesse, vislumbrou-se

a possibilidade de se utilizar como material de partida o lactato de etila, uma vez que, a

primeira etapa da sintese poderia ser facilmente realizada através da substituicao de acila,
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trocando o grupamento derivado de um alcool pelo de uma amina, via de regra mais
nucleofilica que alcoois. Vale a pena ressaltar que, para essa transformacao, nao haveria
a necessidade de converter a fungéo acido carboxilico em haleto de acila, que necessita
de cloreto de tionila, reagente mais dificil de ser manipulado e que gera subprodutos mais

agressivos ao meio ambiente. Essa reagao poderia, inclusive, ser testada sem solvente.

4.1 OTIMIZACAO DA SINTESE DAS SUBSTANCIAS DE INTERESSE A PARTIR DO (L)-
LACTATO DE ETILA

A partir de entdo, além de ter sido pensado na sintese de outras substancias para
que se possa ter uma variedade maior de compostos, o que permitiria entender melhor o
papel dos substituintes no efeito do repelente, também se trabalhou na melhoria do
processo de sintese da substancia que ja apresentou excelente efeito repelente, tendo em
vista seu potencial de se transformar em produto comercial.

Uma rota alternativa de sintese de ésteres amidas derivadas do acido latico
poderiam ser iniciadas com o lactato de etila, substancia acessivel e de baixo custo. A
vantagem de se empregar o lactato de etila esta no fato de a amidagao poder ser realizada
através da reacao direta deste com aminas, na auséncia de solventes.

Para preparar o lactato de etila, empregou-se a esterificacdo de Fischer, que se
trata da reagdo de acidos carboxilicos com alcoois®®. A vantagem dessa reagio é a
possibilidade de ser efetuada tendo o alcool como reagente e solvente, sem a necessidade
de utilizagdo de outro solvente. Uma desvantagem é a reversibilidade da reagao, porém,
esse problema pode ser resolvido usando um grande excesso de alcool para deslocar o
equilibrio em direcao a formacgao dos produtos.

O mecanismo dessa reacao (Figura 28), se inicia com a protonacao do oxigénio

da carboxila, tornando-a mais reativa que a carboxila ndo protonada.

Figura 28 - Mecanismo da esterificagcao de Fischer.
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A reacdo empregada para a preparagao do lactato de etila esta ilustrada no

Esquema 4 abaixo.



41

Esquema 4 - Reacgéo da sintese do lactato de etila.

(0]
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68%

Essa reacdo levou ao produto desejado em 68%, enquanto aguardavamos a
chegada do lactato comercial, que foi adquirido da Aldrich e que apresenta uma pureza
otica de 99%.

De posse do lactato de etila sintetizado, esse foi reagido com a pirrolidina
(Esquema 5) a fim de verificar a possibilidade de se obter a amida sem a utilizacédo de

solvente. A amida foi obtida em 93% de rendimento apds purificagdo por coluna.

Esquema 5 - Reacao utilizada para o preparo das amidas.

o 30°C Q
\Hko/\ N CNH T YLNQ v o
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93%

O mecanismo geral desse tipo de reacgao € ilustrado na Figura 29.

Figura 29 - Mecanismo de reagao de formagéao de amida a partir de éster.
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Essa amida foi entdo acilada conforme descrito anteriormente, com piridina e
anidrido butirico (Figura 30). Essas duas etapas acima descritas levaram a obtencao do
produto final 9c com 74% de rendimento, resultado superior aos 36% de rendimento obtido

na metodologia que utilizou acido latico como material de partida.
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Figura 30 - Reacédo de acilagdo da amida sintetizada com anidrido butirico.
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Além disso, outros dois anidridos foram usados, os anidridos dos acidos pentandico
e hexandico, visando a avaliagado do tamanho do radical acila na atividade de repeléncia
das substancias. A reagado de esterificacdo foi efetuada em condigbes similares a ja
realizada, ou seja, na presenca do anidrido e de piridina, tendo seus rendimentos e tempo

de repeléncia descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Rendimento e tempo de repeléncia de cada produto obtido a partir da hidroxi
amida.

Caodigo Estrutura Rendimento (%) Tempo de

repeléncia (min)

9c O 74 >600

10c 0 70 200

11c o 38 530

4.2 PLANEJAMENTO FATORIAL

A rota sintética adotada para a esterificacdo do alcool secundario é a reacao

empregando piridina e anidrido butirico. Apesar do bom rendimento, do ponto de vista
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ambiental, ndo € uma reacgao desejavel, principalmente por se utilizar um excesso tao
grande de piridina, que nesse caso funciona tanto como solvente quanto como catalisador.

Numa tentativa de tentar diminuir esse excesso de piridina, utilizou-se de analise
multivariada, montando-se um planejamento fatorial 22tipo estrela, com os niveis descritos
na Tabela 4 e a disposicao dos ensaios na Tabela 5. A quantidade da amida utilizada foi
fixada em 0,5 mmol e a quantidade de anidrido, 0,75 mmol. O tempo de reacao foi fixado
em 24 h.

Tabela 4 - Niveis e variaveis utilizados para a analise multivariada da reacao de acilagao
das hidroxi amidas.

Variaveis Niveis
2 -1 0 +1 +\ 2
Temperatura (°C) 28 30 35 40 42
Concentragao de 0,14 0,25 0,5 0,75 0,85
piridina (mmol)

Tabela 5 — Resultado do planejamento experimental realizado.

Ensaio Temperatura (°C) | Quantidade de piridina | Rendimento (%)
(mmol)
1 -1 -1 52
2 +1 -1 82
3 -1 +1 88
4 +1 +1 56
5 -2 0 60
6 + 2 0 97
7 0 -\2 50
8 0 +2 92
9 0 0 80
10 0 0 74
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Os rendimentos das reacoes foram satisfatorios em todos os ensaios, variando
entre 64 e 98% e uma analise primaria foi feita através de CG-EM avaliando a taxa de

conversao do produto apds a extracao, conforme mostrado na Figura 31.

Figura 31 - Grafico de porcentagem de conversao de produto das hodroxi amidas nos
derivados acilados
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Olhando para o grafico acima, observa-se primeiramente que o melhor resultado
se apresentou no ensaio 8, atingindo 100% de rendimento apds 24 h. Porém, esse ensaio
é efetuado no nivel + \2 para a quantidade de piridina (0,85 mmol) e nivel 0 em temperatura
(35 °C), o que é menos desejavel. Entretanto, é possivel verificar que no ensaio 2, que €
efetuado com a temperatura no nivel +1 (40 °C) e quantidade de piridina no nivel -1 (0,25
mmol), obteve-se uma taxa de conversao de 94% do produto e com rendimento de 87%.

Portanto, o ensaio 2 foi considerado a melhor condigao para a ocorréncia dessa reacao.

4.3 UTILIZACAO DE CATALISADORES HETEROGENEOS PARA A REACAO DE
ACILACAO

Apesar da diminuicdo na propor¢ao de piridina utilizada para a etapa de acilacao,
visando um projeto em escala industrial ou mesmo um olhar mais voltado a quimica verde,
o ideal seria um processo em que nenhum solvente fosse utilizado.

Uma maneira de efetuar reagbes de acilacao sem solvente poderia ser pensada
com a utilizagdo de catalisadores heterogéneos. Em geral, seu uso resolve algumas

limitagbes inatas da utilizagdo de catalisadores homogéneos, como a dificuldade de
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separagdao e de recuperagdo do catalisador. Além disso, o uso de um catalisador
heterogéneo apresenta vantagens como menor toxicidade, reutilizacdo do catalisador,
facilidade no manuseio e ser considerado mais ambientalmente “correto”[66].

Portanto, testou-se a viabilidade da utilizacdo de um argilomineral ativado cedido
pelo professor Dr. Fernando Wypych nas acilagbes de alcoois secundarios com acidos
carboxilicos. O ciclohexanol foi utilizado como modelo e uma reacdo com acido butandico,
nas proporgdes 1:1 e 5% de relacdo massa/massa do catalisador, foi testada nas
condigbes descritas no Esquema 6. O acompanhamento foi feito por CG-EM e, apds 24
horas, observou-se a conversdao de somente 30% do alcool. Um excesso de acido
carboxilico foi adicionado ao meio reacional, mas nao houve um aumento no rendimento

do produto.

Esquema 6 - Reacao de acilagao de alcool secundario.
(0]

OH o Catalisador O)K/\
+ 60 °C
/\)J\OH P

Argbnio

De posse desses dados, testou-se a reagao do ciclohexanol com anidrido butirico
nas mesmas condigbes descritas anteriormente. Apds 8 h de reagao, observou-se
completa conversao do alcool. O rendimento final da reacao foi de 98%.

Testou-se também, em pequena escala, a amida produzida pela reagdo com o

lactato de etila, nas mesmas condi¢des anteriores (Esquema 7).

Esquema 7 - Reacao de acilagdo da amida.

Catallsador /\)J\O

O 60 °C R
s M T B,

50%

O rendimento final da reacéo foi de 50%. Ao se comparar com a rota classica
utilizando catalisador homogéneo, menos viavel e com um rendimento parecido (62%),
validou-se a utilizagdo dessa rota sintética para a obtencao do repelente.

Com base nesses dados, vislumbrou-se a utilizacdo de catalisador heterogéneo
com assisténcia de micro-ondas substituindo o aquecimento convencional. Para a
otimizagdo das condigdes reacionais, montou-se um planejamento fatorial 22 com os niveis
descritos na Tabela 6 e os ensaios realizados na Tabela 7. A quantidade de ciclohexanol
utilizada foi fixada em 1 mmol e a quantidade de anidrido em 1,2 mmol e a reacéo ocorreu

até conversao total do produto.
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Tabela 6 - Niveis e variaveis utilizados para a analise multivariada na reagao de acilagao

usando catalisador heterogéneo e micro-ondas.

Variaveis Niveis
-1 0 +1
Temperatura (°C) 60 75 90
Quantidade de 5 7,5 10
catalisador (% m/m)

Tabela 7 — Resultado do planejamento fatorial realizado em microondas.

Ensaio Temperatura (°C) Quantidade de Tempo (min)
catalisador (%)
1 -1 -1 30
2 +1 -1 15
3 -1 +1 15
4 +1 +1 30
5 0 0 15
6 0 0 15
7 0 0 15

Com os ensaios realizados, as respostas obtidas foram que a melhor condi¢édo para
a reacao desse experimento se deu no ensaio 2, utilizando o nivel +1 para temperatura (90
°C) e nivel -1 para quantidade de catalisador adicionada (5%), havendo converséo total do
produto com apenas 15 minutos de reacéo.

Finalmente, foram testadas essas condigdes otimizadas para a obtenc¢ao do produto

9c e o rendimento final obtido foi de 68% para uma reag¢ao ocorrida em trés horas.



47

4.4 ATIVIDADE BIOLOGICA DOS ENANTIOMEROS

De posse da amida enantiomericamente pura obtida a partir do (L)-lactato de etila,
tentou-se obter o racemato e o outro enantibmero do produto, para melhor compreender o
efeito da estereoquimica na repeléncia do composto.

A estratégia para a obtencao do racemato consistiu em utilizar a oxidagao de

Swern[67], afim de oxidar o alcool para cetona, conforme mostrado no Esquema 8.

Esquema 8 - Oxidagao de Swern.

cl
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A proxima etapa consistiu na redugao da cetona através de reagao classica com
borohidreto de sddio (Esquema 9). A utilizagao desse reagente garantiu que a reagao fosse
quimiosseletiva, reduzindo somente a cetona, levando a obtencao do alcool em sua forma
racémica com um rendimento de 62%.

Esquema 9 - Reducao de cetona a alcool.
OH
D e 0D
)J\ff /§\WN
Metanol

0]
Esse alcool foi entao acilado sob condig¢bes ja descritas anteriormente, com piridina
e anidrido. Essa série de reacbes resultaram na sintese dos dois enantibmeros do

composto, conforme foi confirmado por analise em polarimetro. A Tabela 8 mostra a

diferenca entre as rotagdes especificas de cada composto e seus tempos de repeléncia.

Tabela 8 - Diferengas na atividade bioldgica do composto enantiomericamente puro e o

racemato.

Estrutura ag® Tempo de repeléncia (min)
-71,57 +720

O 0,00 600

/\)J\%( 9
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Observou-se que a mistura racémica apresentou uma repeléncia ligeiramente

inferior do que quando se utilizou o estereoisémero S.
4.5 FORMULACAO EM CREME DO REPELENTE

Como teste inicial, foi realizado a mistura do repelente 9c em um creme comercial
qualquer, na concentracdo de 20% do composto repelente, que trataremos como M1.

Essa mistura entao foi testada frente ao mosquito A. aegypti da mesma forma que
ja havia sido testado, conforme o procedimento 3.7.

Outra formulacdo, dessa vez com um creme desenvolvido na Universidade
Estadual de Ponta Grossa, foi testada na mesma concentragdo de 20% do composto
repelente e sera tratada como M2.

Os resultados de repeléncia podem ser verificados na Tabela 9.

Tabela 9 - Testes de repeléncia realizados com diferentes formulagoes.

Formulagao Tempo de repeléncia (min)
M1 420
M2 >720

Conclui-se assim, que a segunda formulagdo nao interferiu na capacidade de
repeléncia do composto testado, enquanto que a formulagdo com creme comercial diminuiu
a sua eficacia.

Isso pode ter sido devido a fragrancia propria do creme comercial ter interferido na
acao do repelente, ja que na segunda formulagéo, o creme utilizado ndo apresentava

qualquer cheiro caracteristico.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Varias substancias contendo as funcdes éster e amida foram sintetizadas, com
sucesso, a partir do (L)-acido latico e do (L)-lactato de etila e tiveram suas atividades de
repeléncia frente ao mosquito A. aegypti determinadas. Um fluxograma dessas substancias

€ mostrado abaixo:

s
2

10c 11c
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A substancia 9c, derivada de materiais acessiveis e de baixo custo, apresentou
elevada eficiéncia nos testes de laboratério, mostrando mais de 10 horas de repeléncia.
Estudos preliminares mostraram que essa substancia pode ser sintetizada, em duas etapas
reacionais, ambas sem solvente. Estudos posteriores deverdo ser realizados visando
otimizar as condigbes reacionais da segunda etapa da sintese, visando a sintese desse
repelente em grande escala através de uma rota que respeite os preceitos da Quimica
Verde.

A substéancia de interesse sera sintetizada em maior escala e sera enviada para
laboratdrio fora da universidade para ter seu poder repelente determinado, bem como sua
toxidez dérmica e ocular e sua reatividade frente a outros materiais como plasticos, testes
necessarios para que uma molécula seja aprovada pela ANVISA como repelente
comercial.

Também foi determinado que o enantibmero S apresenta efeito de repeléncia
pouco superior que a mistura racémica. O poder de repeléncia do esteroisémero (R) devera
ser determinado em etapa futura.

Ainda se chegou a uma formulagéo do repelente com um creme desenvolvido pela
Universidade Estadual de Ponta grossa que n&o interferia no seu tempo de repeléncia e
pode ser, futuramente, utilizado como férmula comercial.

Ressalta-se que esses estudos devem levar ao primeiro repelente de alta
eficiéncia desenvolvido na América Latina e pode auxiliar o governo brasileiro a estudar
medidas visando minimizar a transmissao das enfermidades causadas pelo A. aegypti, que

se constituem no principal caso de saude publica no Brasil.
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ANEXO | — ESPECTROS SELECIONADOS

1 — Espectro de fragmentacgéo de massas e RMN de 'H (200 MHz, CDCl;) do produto 3a.
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2 — Espectro de *C (50 MHz, CDCls3) do produto 3a.
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4 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl3) e 3C (50 MHz, CDCI;) do produto 4a.
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5- Espectro de fragmentagédo massas e RMN de 'H (200 MHz, CDCls) do produto 5a.
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6 - Espectro de "*C (50 MHz, CDCI;) do produto 5a.
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7 — Espectro de fragmentagdo massas do produto 6a.
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8 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCI3) do produto 6a e da regi&o expandida entre

0,7-2,6 ppm.
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9 - Espectro de "*C (50 MHz, CDCI;) do produto 6a.
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11 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls) e "*C (50 MHz, CDCls) do produto 7a.
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12 - Espectro de fragmentagdo de massas e RMN de 'H (200 MHz, CDCl;) do produto 8b.
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13 — Espectro de RMN de "*C (50 MHz, CDCI3) do produto 8b.
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14 — Espectro de fragmentacao de massas do produto 10c.
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15 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl3) do produto 10c e sua regi&o expandida

entre 0,7-2,9 ppm.

180
160>
560/
€T~
LEL~
vl
ey
5L

0L}

8L

102~

ge'e
9€C B
6€¢C
ov'e
ev'e
1444
€e'e —

€L'e—

LS
816G~
\zs7
LA

@)
10c

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

25

3.0

3.5

f1 (ppm)

80—
16'0—
S6'0—

€C L —

L1 —
vl ~
Sl ~

GGl —

0L} —

8L —

L0Cc—

gee
9€'C
6€°C~
or'e M
e€v'e
e \

€€

r9c'e

2.7 2.6 2.5 2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7
f1 (ppm)

2.8



16 — Espectro de RMN de "*C (50 MHz, CDCl;) do produto 10c.
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ao expandida

CDCl3) do produto 11c e sua regi

(200 MHz,

'H

- Espectro de RMN de
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Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCls) do produto 11c.
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