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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo sintetizar e caracterizar 1,2,4-oxadiaz0is 29a-c, e
avaliar sob métodos in vitro e computacionais a sua capacidade antioxidante. Para isso,
realizou-se a sintese de um importante precursor, as arilamidoximas 27a-c sob o0 método de
agitacdo magnética, obtendo excelentes rendimentos (84,9% — 95,7%). Em seguida, foi descrita
a sintese dos 1,2,4-oxadiazoéis 29a-c sob um método livre de solvente, o qual ndo faz usos de
solventes, bases ou sais, obtendo de baixos a moderados rendimentos (30,6% — 56,2%). E ainda,
esses heterociclicos foram caracterizados por IV, RMN de H e ponto de fuséo. E assim, com a
aplicacdo do teste de eliminagdo de radicais livres de DPPH" e ABTS™" verificou-se que, 0s
1,2,4-oxadiazéis apresentaram melhor resultado de reducdo desses radicais no método de
ABTS"" do que em DPPH", com destaque para o composto 29b (CEso = 4,055 pg.mL™), que
apresentou capacidades de eliminacdo de radicais livres promissoras muito semelhante ao
antioxidante padrdo o0 TROLOX (CEso = 4,1 pug.mol™), usado como controle positivo. Quanto
aos procedimentos computacionais, utilizou-se 0 método de docking molecular para verificar a
estabilidade energética e os tipos de interacdo dos complexos formados com os compostos 29a-
c e uma enzima pro-oxidante, a Xantina Oxidoredutase (PDB ID: 1N5X) que esta envolvida no
processo de liberado de superdxidos, logo, partindo dos célculos de LGA do programa
AutoDock 4.2.6, observou-se que os 1,2,4-oxadiazois utilizados como ligantes formaram
complexos estaveis com a enzima alvo, ressaltando o composto 29¢ (AH = —7,69 kcal.mol™?)
que gerou um complexo com energia mais estavel préximo do ligante inibidor original, Tei-

6720 (AH = -8,63 kcal.mol™), indicando esses compostos como potenciais antioxidantes.

Palavras-chaves: 1,2,4-oxadiazol; Antioxidante; Radicais livres; Docking molecular; Estresse

oxidativo.



ABSTRAC

The present work aimed to synthesize and characterize 1,2,4-oxadiazoles 29a-c, and to evaluate
their antioxidant capacity using in vitro and computational methods. For this purpose, the
synthesis of an important precursor, the arylamide oximes 27a-c, was carried out using the
magnetic stirring method, obtaining excellent yields (84.9% - 95.7%). Then, the synthesis of
1,2,4-oxadiazoles 29a-c was described using the solvent-free method, which does not use
solvents, bases or salts, obtaining low to moderate yields (30.6% - 56.2%). Furthermore, these
heterocyclics were characterized by IR, *H NMR and melting point. Thus, with the application
of the DPPH" and ABTS™" free radical scavenging test, it was found that the 1,2,4-oxadiazoles
presented better results in reducing these radicals in the ABTS™ method than in DPPH", with
emphasis on compound 29b (ECso = 4.055 pug.mL™), which presented promising free radical
scavenging capabilities very similar to the standard antioxidant TROLOX (ECso = 4.1 pug.mol
1y, used as a positive control. Regarding the computational procedures, the molecular docking
method was used to verify the energetic stability and the types of interaction of the complexes
formed with compounds 29a-c and a pro-oxidant enzyme, Xanthine Oxidoreductase (ID PDB:
IN5X), which is involved in the superoxide release process. Therefore, based on the LGA
calculations of the AutoDock 4.2.6 program, it was observed that the 1,2,4-oxadiazoles used as
ligands formed stable complexes with the target enzyme, highlighting compound 29¢ (AH = —
7.69 kcal.mol?), which generated a complex with more stable energy close to the original
inhibitor ligand, Tei-6720 (AH = —8.63 kcal.mol™), indicating these compounds as potential

antioxidants.

Keywords: 1,2,4-oxadiazole; Antioxidant; Free radicals; Molecular docking; Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

Os agentes antioxidantes sdo muito relevantes para a conservacao da vida animal e vegetal,
uma vez que, sdo bem aproveitados na industria de alimentos, e também tem sido objeto de
andlises em vérias areas do conhecimento (Carrijo, 2023). Esses antioxidantes podem atuar de
diversas formas para preservar as células contra a tensdo oxidativa. Nessa perspectiva, podem
doar elétrons aos radicais livres, causando a neutralizacdo do estresse oxidativo impedindo que
prejudiquem proteinas, lipidios, carboidratos, e entre outros compostos que atuam no
organismo (Flieger et al., 2021).

Os radicais livres séo elementos residuais formados pelo organismo como consequéncia de
acOes metabdlicas. A insuficiéncia do nosso corpo de aferir e retirar esses radicais em excesso
com eficécia, pode ocasionar um estresse oxidativo que danifica as células e o funcionamento
do organismo (Tian; Wang; Zhang, 2017). Esse processo pode gerar efeitos maléficos, como
doencas degenerativas, cardiacas e cronicas (Ramos et al., 2024; Oliveira; Souza, 2024). Além
dos agentes antioxidantes atuarem no impedimento dessas doencas, eles podem recuperar
outros agentes ja oxidados, restabelecendo a sua atividade, e também, sdo capazes de modular
sistemas de sinalizacdo celular associadas ao estresse oxidativo e estimular a expressao de genes
envoltos da agéo antioxidante (Flieger et al., 2021).

E valido ressaltar a relevancia de estudos sobre o papel da atividade antioxidante, que vem
crescendo mais gradativamente nos dltimos anos (Shahidi, 1996; Podsedek, 2007; Carrijo,
2023). Logo, nota-se uma busca progressiva por compostos que possuam atividade
antioxidante, em especial compostos que apresentem grupos fenolicos, carotenoides, e vitamina
A, C e E, os quais sdo aptos a agirem como inibidores dos radicais livres e suas reagoes
oxidativas. Nesse sentido, 0s compostos heterociclicos sintéticos podem atuar como agentes
antioxidantes da mesma maneira que compostos naturais, devido a colaboracdo dessas
substancias na busca por novos farmacos, os quais podem ser sintetizados dado a fécil
modificagdo em suas estruturas e apresentam um papel essencial para o metabolismo de células
vivas (Menegatti; Fraga; Barreiro, 2001; Monteiro, 2021).

Dentre os variados compostos heterociclicos, destacam-se os 1,2,4-oxadiazois 3,5-
dissubistituidos por serem utilizados tanto em industrias na fabricagéo de polimeros, quanto na
quimica medicinal. A biocompatibilidade e atividades farmacoterapéuticas do seu nucleo de
cinco membros, contendo dois atomos de nitrogénio e um atomo de oxigénio, aumentando

acOes como atividade antifangica (Krishna et al., 2015), a antioxidante (Yatam et al., 2018),
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antiasmatica (De Aguiar; Cunha, 2015), antimicrobiana (Freitas et al., 2021), antitumoral
(Reddy; Sreenivasulu; Raju, 2019), e entre outras (Pace; Pierro, 2009).

A literatura dispbe de alguns trabalhos que relatam a sintese de derivados de 1,2,4-
oxadiaz6is como potenciais agentes antioxidantes. O projeto de Yatam et al. (2018), consistiu
na sintese de uma série de quinze 2-mercapto benzoxazol ligado a aril-(1,2,4-oxadiazol), os
quais foram submetidos a um método de reagdo com a 2,2-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), afim
de verificar as capacidades dos compostos de eliminarem radicais livres. Entre os oxadiazdis
sintetizados, quatro apresentaram maior inibicéo de radicais livres, com concentracao inibitoria
de eliminagdo de até 50% dos radicais livres (Clso) de 34,5 uM a 60,7 uM, além de porcentagens
de inibicdo a 100 uM que variaram de 60,72% a 78,14%. Nesse caso, 0s autores concluiram
gue os oxadiazobis contendo os grupos nitro, fluor, metoxi e metilcarboxilato na posicdo para
no fenil, apresentaram atividade antioxidante promissoras em testes com DPPH (Yatam et al.,
2018).

Outrossim, os mesmos autores também realizaram estudos de acoplamento molecular
desses aril-1,2,4-oxadiaz6is como potenciais inibidores de COX-2, que além da sua relacédo
com causas inflamatdrias, € uma enzima que possui um papel no desenvolvimento de tumores,
por meio da oxidacdo de xenobidticos por exemplo, que consequentemente, acarreta no
progresso de mutagénicos no organismo (Divvela; Challa; Tagaram, 2010). Dessa forma, ap6s
a realizacdo do docking molecular, foi verificado que esses compostos podem exercer uma
funcdo significativa na seletividade do COX-2, uma vez que, apresentaram interacdes
essenciais com residuos de aminoacidos do sitio ativo da enzima (Yatam, et al., 2018).

Por outro lado, o trabalho de Ayoup et al. (2021) dedicou-se a precaugdo do estresse
oxidativo e da carcinogénese por meio da ativacdo indireta do fator nuclear eritrdide 2
relacionado ao fator 2 (Nrf2). Para isso, 0s pesquisadores analisaram a capacidade antioxidante
de derivados de 1,2,4-oxadiazdis como terapia do cancer, utilizando métodos que incluiam a
eliminacdo de radicais livres de DPPH, quelantes de ferro com 1,10-fenantrolina e espécies
reativas de oxigénio (ERO) intracelular. Os resultados indicaram que 0s compostos mais
eficazes da série eram aqueles que apresentavam um grupo fenolico ligado diretamente ao anel
heterociclico. Considerando que, os radicais livres sdo 0s principais responsaveis pela
carcinogénese e metastase, os oxadiazois com fendis dissubstituidos demostraram resultados
significativos na eliminacdo desses radicais nos testes realizados. Dessa forma, esses compostos
possuem o potencial de inibir o desenvolvimento tumoral, devido a sua elevada capacidade de

reduzir essas espécies radicais (Ayoup et al., 2021).
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Diante do exposto, 0 presente trabalho tem como objetivo realizar a sintese, caracterizacdo
estrutural, avaliagdo da atividade antioxidante in vitro e acoplamento molecular de 1,2,4-

oxadiazois 3,5-dissubisttuidos partindo de um B-ceto-éster, obtido na sua forma comercial.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ASPECTOS GERAIS DE ANTIOXIDANTES

2.1.1 Radicais livres e estresse oxidativo

Para entender os processos de estresse oxidativo ocasionados pelo aumento de radicais
livres no organismo, deve-se compreender inicialmente, que reagdes de oxirredugéo (redox) séo
acbes metabdlicas importantes que ocorrem nos sistemas bioldgicos, em que h&d uma
transferéncia de elétrons de uma espécie molecular para outra, e dentre essas reacdes a molécula
de oxigénio é utilizada para oxidacdo, e no fornecimento de energia na forma de ATP (Gulcin,
2012).

Em virtude disso, o oxigénio molecular € uma substancia frequentemente incluida em
acOes enzimaticas e de processos redox nos organismos, onde atuam na transferéncia de
elétrons, e desempenham um papel fundamental na vida aerébica e no nosso metabolismo. O
oxigénio é o ultimo aceptor de elétrons no agrupamento de fluxos de elétrons que gera energia
na forma de ATP (Elmastas et al., 2018; Gulcin, 2020).

Entretanto, quando esse fluxo de elétrons se desfaz, o processo de transferéncia de
elétrons Unicos desemparelhados é interrompido, acarretando na formacéo de radicais livres.
Sendo assim, os radicais livres sdo atomos, moléculas ou ions com elétrons desemparelhados,
extremamente instaveis, muito reativos, gerados no interior das mitocondrias como componente
natural do seu metabolismo, e derivados geralmente de trés elementos quimicos, o oxigénio, o
nitrogénio e o enxofre (Gulcin, 2020).

Dentre os exemplos, os radicais livres direcionados aos oxigénios sdo denominados
como espécies reativas de oxigénio (ERO), que ocorrem no metabolismo celular de seres vivos,
e também podem ser biomoléculas predominantes e nocivas a outras classes como os lipidios,
carboidratos, proteinas e acidos nucléicos (Cakmak; Gulcin, 2019; Martemucci, 2022). Existem
algumas espécies de oxigénio radicalares e ndo radicalares (Tabela 01), que prejudicam as
moléculas nos sistemas biolégicos (Gulcin, 2020). Sendo assim, 0s organismos estdo
regularmente perceptiveis as ERO, que sao ocasionados como subprodutos do metabolismo, da
respiracdo, da auto-oxidacgdo de xenobioticos, ou como consequéncias do estresse que conduz

uma serie de doencas (Anraku et al., 2018).
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Tabela 01. Classificacdo de alguns exemplos de espécies reativas de oxigénio (ERO).

Classificacao Espécies reativas de oxigénio (ERO)
Superéxido (‘O2), hidroxila ("OH),
Espécies radicais hidroperoxil ((OOH), peroxila (ROQO"),

peroxil lipidico (LOQO"), alcoxila (RO")
e oxido nitrico (NO").
Per6xido de hidrogénio (H20),
oxigénio singleto (*O2), 0zdnio (Os),
Espécies ndo-radicais hidroxiperoxido lipidico (LOOH),
hipoclorito (HOCI) e peroxinitrito
(ONOO).
Fonte: Adaptado de Gulcin (2020).

Dessa maneira, 0s estresses oxidativos sdo causados pelo desequilibrio entre as ERO e
as defesas antioxidantes existentes nos sistemas bioldgicos. Esse estresse oxidativo desajusta
um conjunto de funcgdes celulares, provocando inimeras condi¢des patoldgicas, conduzindo as
alteracdes oxidativas das biomoléculas decisivas como as supracitadas, além de lesdes teciduais
e morte celular acelerada, causando envelhecimento, doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas e crénicas como o cancer e Alzheimer (Sindhi et al., 2013; Apak et al.,
2016; Gulcin, 2020; Martemucci, 2022).

Em suma, o estresse oxidativo € o resultado de dois meios principais: a reducdo da
concentracdo de antioxidantes devido a modificacdo de enzimas antioxidantes que fazem parte
da defesa nos organismos aerdbicos, toxinas e a diminuicdo no consumo de antioxidantes
naturais; o aumento da quantidade de ERO decorrentes de fatores internos na mitocondria por
meio de peroxissomos, fagocitose, processos inflamatorios, atividades fisicas e fatores externos
como tabagismo, poluentes ambientais, pesticidas ou solventes industriais (Somogyi et al.,
2007; Gulcin, 2012; Gulcin 2020). Dessa maneira, a utilizagdo de antioxidantes naturais ou
sintéticos sdo empregados para minimizar as a¢0es dessas espécies, uma vez que, podem ser
oxidados no lugar de biomoléculas, anulando os efeitos prejudiciais dessas espécies reativas,

ou evitando as suas formagdes (Kowalczyk et al., 2021).
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2.1.2 Acéo antioxidante

Os antioxidantes sdo substancias com a capacidade de inibicdo de oxidacdo de
moléculas alvo, eliminando de forma direta as ERO, ou age de forma indireta no ajuste das
defesas antioxidantes do organismo. Nesse sentido, os antioxidantes podem atuar na protegédo
dos sistemas bioldgicos contra radicais livres e dos efeitos das espécies reativas, por exemplo,
podem deter o desenvolvimento de muitas doencas cronicas causadas por esses processos
(Gulcin, 2020).

O prdprio corpo humano dispde de prote¢des antioxidantes naturais identificados como
enddgenos, que podem ocorrer via enzimatica (alteragdo das espécies reativas por meio de uma
sequéncia de reacdes) ou nao-enzimaticas (impendido as reacdes em cadeia pela presenca de
radicais livres), anulando os efeitos negativos dessas espécies (Akdemir, et al., 2016; Moussa;
Judeh; Ahmed, 2019).

Dentre os exemplos de agentes antioxidantes endégenos, apresentam-se as seguintes
enzimas e substrato: superdxido dismutase (SOD), a qual provoca a dismutacao do radical “Oy
em H>0> com a fungdo de combater a hipertenséo e lesdo pulmonar; a catalase (CAT) decompde
H>02 em &gua e oxigénio combatendo a cardiomiopatia e sepse; a ferritina que converte metais
em quelatos, como o quelato de ferro, bloqueando rea¢bes com H»O», reduzindo o0s
hidroperédxidos; a glutationa peroxidase (GPx), que também causa a decomposicdo de
perdxidos para dgua, e quebra dos mesmos em lipidios, atuando na defesa de inflamacGes; e a
glutationa reduzida (GSH) substrato da enzima GPx contribuindo na reestruturacdo das
vitaminas C e E (Pisoschi et al., 2021; Silva, 2023).

Apesar da existéncia dessas defesas dentro do organismo para a reducdo de espécies
reativas, ha também a aplicacdo dos antioxidantes exdgenos com o intuito de amenizar as
doencas patologicas geradas, em virtude de fatores externos ja& mencionados que aumentam a
quantidade de ERO no corpo (Neha et al., 2019).

Tendo em vista que, a atividade antioxidante produzida no organismo pode sofrer
reducdo com o passar do tempo, assim, especialistas tém sugerido o consumo de alimentos
saudaveis como frutas e vegetais, que possuem em sua composi¢do, agentes antioxidantes
naturais. Alem disso, a ingestdo de medicamentos desenvolvidos por esses compostos ou
produzidos sinteticamente, uma vez que, sdo analisados devido a contribuicao na atividade dos
antioxidantes endogenos e estabilidade redox do corpo (Shils et al., 2009; Stoia; Oancea, 2022).

De acordo com Carrijo (2023), as classes essenciais de antioxidantes naturais séo as

vitaminas (A, C e E), carotenoides (carotenos e xantofilas) e polifenois (flavonoides, acidos
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fendlicos, lignanas e estilbenos). Na Figura 1 sdo apresentados 0s seguintes compostos: 0 acido
ascorbico 1 (vitamina C), onde atua no processo de reducdo dos cations Fe** e Cu?*, sdo
altamente oxidados pela maioria das ERO, e os produtos obtidos ap6s o redox ndo sdo muito
reativos; o a-tocoferol 2 (vitamina E), opera contra a peroxidacao lipidica, doando H para o
radical peroxil devido a reatividade da regido fendlica; o B-caroteno 3 (uma abundante forma
de carotenoide e provitamina A natural), atuando na desativacdo da espécie O, e retém os
radicais peroxil; e a quercetina 4 (um flavonoide, antioxidante polifendico), agindo na doacéo
de H, e é um forte eliminador de radicais livres (Neha et al., 2019; Pisoschi et al., 2021; Silva,
2023).

Figura 01. Estrutura molécula de alguns antioxidantes naturais.
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Fonte: Autor, 2024.

Embora esses compostos hajam de forma eficiente na protecdo do organismo contra
estresses oxidativos, encontra-se na literatura o desenvolvimento de pesquisas que buscam
novos compostos ou derivados dos naturais com propriedades antioxidantes correlacionadas,
devido a perspectiva de determinar novos sistemas de redugéo das ERO, considerando que as
moléculas apresentadas acima sdo usadas em situacdes especificas, como descrito no pardgrafo
anterior. Nessa concepc¢do, destaca-se 0s apresentados antioxidantes sintetizados em
laboratdrios, com o proposito de expandir seu campo de atuacdo na habilidade pretendida
(Silva, 2023). Nesse contexto, os 1,2,4-oxadiazéis 3,5-dissubistituidos sintéticos podem

apresentar capacidade antioxidante em diferentes testes bioldgicos.
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2.21,2,4-OXADIAZOL

2.2.1 Definicéo e propriedades farmacologicas

Os sistemas de oxadiazdis séo tidos na literatura como heterociclicos de cinco membros
composto por um atomo de oxigénio, dois de nitrogénio e dois de carbono, o qual apresenta
pouco carater aromatico em razdo da ligacdo dos dois heteroatomos, logo, sendo melhor
retratado como um sistema conjugado. No geral, existem quatro isémeros constitucionais dos
oxadiazois, com a reorganizacgdo dos heterodtomos em sua estrutura, estes sdo o 1,2,4-oxadiazol
(5), 1,2,3-oxadiazol (6), 1,2,5-oxadiazol (7) e o 1,3,4-oxadiazol (8) (Figura 02) (Freitas et al.,
2012; Regueira; Freitas; Filho, 2016).

Figura 02. Isdmeros constitucionais dos oxadiazdis.
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Fonte: Adaptado de Regueira, Freitas e Filho, 2016.

Vale ressaltar que, os compostos heterociclicos podem apresentar uma vasta gama de
atividades farmacoldgicas e por isso, continuam a gerar novos agentes farmacoterapéuticos. A
atividade biolégica desses sistemas é atribuida a sua capacidade de ligacdo com diversas
enzimas, tanto no sitio ativo quanto nas estruturas de bolsas enziméticas. 1sso ocorre devido a
ampla variedade de interacdes intermoleculares incluindo forcas de VVan Der Waals, interacdes
hidrofobicas e ligacBes de hidrogénio. Dessa maneira, esses compostos sao tidos como vinculos
de coordenacdo, 0 que 0s torna um importante substrato na quimica medicinal (Pearce, 2017).

Assim, em determinados casos os 1,2,4-oxadiazéis sdo utilizados como componentes
essenciais do grupo farmacoforo, auxiliando de forma direta para a interacdo da molécula com
o sitio ativo de uma enzima. Em outras situacGes, esse heterociclico € empregado como um
ligante plano aromatico para situar substituintes caracteristicos da molécula na orientacdo
apropriada. E ainda, esse composto quando posicionado na extremidade das substancias,
funciona como um articulador das propriedades biologicas (Bostrom et al., 2012).

Todavia, os 1,2,4-oxadiaz0is monosubstituidos sdo significativamente pouco estaveis

que os dissubstituidos. Esse ultimo € capaz de suportar acidos fortes, como o acido sulfdrico
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concentrado, e também bases fortes. Apesar das posi¢cdes 3 e 5 serem passiveis a formacdo de
1,2,4-oxadiazol 3,5-dissubstituido por ataque nucleofilico, essas posi¢fes sdo quase inativas a
substituicdo eletrofilica. Portanto, os dissubstituidos sdo os derivados mais frequentemente
sintetizados (Atmaram; Roopan, 2022).

A partir disso, de acordo com Cunha e Aguiar (2015), os 1,2,4-oxadiazbis 3,5-
dissubstituidos sdo correlacionados a diversas atuagdes terapéuticas, tais como antiasmatica,

antidiabética, anti-inflamatoria, antimicrobiana, anticancer, sobretudo, atividade antioxidante.

2.2.2 Método de obtencao do 1,2,4-oxadiazol

Os 1,2,4-oxadiazois 3,5-dissubstituidos dispdem de duas rotas sintéticas classicas
apresentadas no Esquema 01, e descritas a seguir: Rota A) ocorre uma reacao de cicloadicédo
1,3-dipolar de 6xido de nitrila 10 a nitrilas 9, formando o produto desejado 11; Rota B) acontece
a formacéo do intermediario amidoxima 12, partindo da reacao entre a hidroxilamina (NH.OH)
com a nitrila 9, em seguida, processa-se a acilacdo para formacdo do intermediario O-
acilamidoxima 13, podendo ser isolada em determinados casos, apés a ciclizacdo, obtendo-se

1,2,4-oxadiazol 14 ao final do método (Santo; Santiago; Lima, 2018).

Esquema 01. Rotas sintéticas gerias A e B da obtenc&o de 1,2,4-oxadiazois 3,5-dissubstituido.
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Fonte: Adaptado de Atmaram e Roopan, 2022.

Com base nisso, muitas das estratégias sintéticas utilizadas para a obtencdo desse
composto estéo relacionadas a uma dessas duas rotas tradicionais. Esses meios empregados sdo
tidos como variantes das rotas predominantes, assim, os pesquisadores fazem uso de diferentes
agentes de acilacéo, catalizadores, agentes de acoplamento e até mesmo a O-acilacdo antecipada

da amidoxima com o objetivo de suportar as condic¢oes de reacgdo, contribuir na ciclizacéo e
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aumento do rendimento. Além disso, sdo frequentemente utilizados procedimentos mais
ecoldgicos, que fazem uso dos meios de irradiacdo por micro-ondas ou ultrassom (Atmaram;
Roopan, 2022).

Diante disso, verifica-se na literatura o desenvolvimento de sinteses mais eficientes
desses compostos em uma Unica etapa, dentre os exemplos, o trabalho relatado por Du et al.
(2007) faz uso da condensacdo de ésteres ou diésteres maldnicos com amidoximas sob
condicdes isentas de solvente ou base. Logo, os autores utilizam um f-ceto éster (o tercbutil--
ceto éster 15) para O-acilacdo de amidoximas, uma vez que, sob condi¢des térmicas 0s S-ceto
ésteres sofrem uma eliminagdo de um éalcool formando o intermediério a-ceto ceteno 16, o qual
é altamente reativo e versatil no processo da sintese, usado para reagir com amidoxima 17 e
gerar O-acilamidoxima 18, obtendo o 5-f-ceto-1,2,4-oxadiazol 19 com altos rendimentos de
84-100% (Esquema 02) (Du et al., 2007).

Esquema 02. Obtencdo de 1,2,4-oxadiazol 3,5-dissubstituido partindo de um pB-ceto éster.
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Fonte: Adaptado de Du et al., 2007.

Sob essa perspectiva, os autores Silva et al. (2020) e Da Silva et al. (2020), realizaram
a sintese de 1,2,4-oxadiazol 3,5-dissubstituido, onde reagiram 2,5 mmol de diferentes
arilamidoximas e 3,9 mmol de um p-ceto éster, nesse caso 0 éster acetoacetato de etila, sob
banho de dleo a uma variagdo de temperatura de 120-140°C durante um tempo de 2 a 5 horas,
e apos a reacdo e isolamento do produto por cromatografia em coluna, obtiveram excelentes
rendimentos de 70% a 88% sem qualquer uso de solvente, base ou sal, sendo um procedimento

denominado pelos autores como livre de solvente, do inglés solvente-free.
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No entanto, ha na literatura a existéncia de outros métodos de isolamento e purificacdo
de compostos organicos além de cromatografia em coluna, como a cristalizacdo de compostos
heterociclicos em solventes organicos, como o metanol, etanol, acetona e entre outros. Liu e
Guo (2021) avaliaram a solubilidade e termodinamica de cristalizacdo de um outro composto
heterociclico, o 4-nitropirazol 20 em diferentes solventes orgénicos, devido a esse
procedimento desempenhar um papel essencial na regulacdo e melhoria da morfologia cristalina
do composto.

Enquanto que, o autor Silva (2020) utilizou metanol gelado para obter o composto [3-
(4-clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propan-2-ona 21 um dos 1,2,4-oxadiazéis sintetizados
nesse trabalho. A formac&o dos cristais desse composto é resultado do resfriamento causado
pela adicdo do solvente gelado na reacéo que foi aquecida, obtendo um rendimento de 85,47%

do produto. As estruturas moleculares desses dois compostos sdo apresentadas na Figura 03.

Figura 03. Estrutura molecular dos heterociclicos cristalizados em solvente organico.
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Fonte: Autor, 2024.

2.2.3 Atividade antioxidante

Diante do que foi relatado no item 2.1, a oxidacdo de biomoléculas como o DNA
causada pela agdo de radicais livres esta associada ao desenvolvimento de algumas doencas.
Logo, o efeito de inibicdo na oxidacdo dessas classes e a capacidade de deter radicais séo 0s
principais métodos de se avaliar o potencial de um antioxidante (Cunha; Aguiar, 2015). Os
autores Zhao e Liu (2013) sintetizaram derivados de 1,2,4-oxadiazol para comparar as suas
capacidades de eliminar os radicais livres e defesa do DNA contra a oxidagdo provocada por
espécies oxidativas, para isso realizaram testes com oxidagdo induzidas por *OH e Cu?*/GSH
contra 0 DNA e eliminagdo de DPPH e ABTS™.

Os autores concluiram que, um agente antioxidante com um nucleo ramificado deve-se
pelo fato de que poucos grupos hidroxilas atuam de forma eficiente na protecdo do DNA contra
radicais os eliminando, e ainda um que possua o a&tomo de cloro indicou uma boa capacidade

de inibicéo. Logo, os derivados de 1,2,4-oxadiazol 22a-d apresentaram resultados significativos
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nos testes realizados, como por exemplo, os estresses oxidativos no DNA (100%) causados por
‘OH, foram reduzidos em 57,3 a 69,7% dependendo da distribuicdo dos substituintes nas
ramificacdes (Figura 04) (Zhao; Liu, 2013).

Figura 04. Estrutura e porcentagem de inibicdo do composto 22 sintetizado.
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Fonte: Adaptado de Zhao e Liu (2013).

Sob outra perspectiva, Shen et al. (2023) realizaram a sintese de derivados de flavona
1,2,4-oxadiazol 23a-o0 (Figura 05) e analisarem a relacdo estrutura atividade dos mesmos, para
isso, avaliaram a capacidade antioxidante desses compostos em testes contra liberagdo de ERO
e NO' induzidas por lipopolissacarideos (LPS) em células BV2 (5 pg.mL™). Os autores
constataram que os derivados 23b,c,d,f,g,h,i,n apresentaram uma variacao de 41,6% a 64,2%
de inibicdo da producdo de NO*, com destaque para 0 composto 23h que apresentou a maior
taxa de inibicdo dentro dessa faixa. Ademais, com exce¢do dos compostos 23k, 23l e 23m,
todos os outros derivados mostraram atividade inibitdria significativa contra a producdo de
ERO.

Figura 05. Estrutura molecular dos flavona 1,2,4-oxadiazoéis 23a-0.
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Fonte: Adaptado de Shen et al. (2023).
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Ainda por cima, o trabalho de Mayer et al. (2024) relatou a sintese e estudos das
propriedades antioxidantes de benzofurano e de 2,2-dimetil-2H derivados de 1,3-dioxido de
benzimidazol conjugados pelo sistema 1,2,3-triazol-1,2,4-oxadiazol. Assim, 0s autores
realizaram ensaios de eliminacdo de radicais livres por analise UV-Vis de absorcdo usando
DPPH" a 200 pug.mL, como resultado verificaram que os derivados 24a e 24b apresentaram
melhor atividade préximo ao potencial de eliminacdo do &cido ascorbico (AA) usado como

antioxidante de referéncia (Figura 06).

Figura 06. Estrutura molecular do composto 24a,b e os valores de CEsy.
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Fonte: Adaptado de Mayer et al. (2024).

2.3 DOCKING MOLECULAR
2.3.1 Aspectos gerais do docking

O docking molecular é uma técnica fundamentada na afinidade de ligacdo entre um
potencial ligante derivado de um protétipo e um alvo molecular (receptor), esse Gltimo podendo
ser uma enzima ou um &cido nucléico. Dessa forma, esse procedimento computacional possui
a capacidade de prever a interacdo, a energia de ligacdo, e também, caracterizar os modos de
ligacdo. A vista disso, sdo inclusas duas etapas essencias que abrangem a previsdo da
conformacao e orientagdo do ligante, chamado de pose, e a avaliagéo da afinidade de ligagéo,
0 que permite preparar novos derivados com base nos resultados desse método, considerando a
estrutura do receptor e do ligante estabelecido (Cavasotto; Aucar; Alder, 2019).

Para isso, diferentes programas foram desenvolvidos nos Gltimos anos para realizagdo
dessa técnica, dentre os mais utilizados estdo o AutoDock 4, AutoDock Vina, GOLD e outros
que sdo de acesso livre, e outros de acesso ndo-livre, ocorrendo mudangas nos parametros

usados para cada um desses softwares (Silva, 2023).
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Os procedimentos de acoplamento realizados nesses programas tornaram-se
fundamentais no reconhecimento de novos farmacos, tendo em vista, 0 crescente progresso da
biologia molecular e o aprimoramento de técnicas de cristalografia de raio-X, purificacdo de
proteinas e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear. Com base nisso, existem bancos
de dados com estruturas moleculares, como exemplo o protein data bank (PDB), que
disponibilizam estruturas cristalografadas por essas técnicas em formato 3D de diversos
receptores bioldgicos, como proteinas e acidos nucléicos a serem utilizados no docking (Meng,
etal., 2011).

Diante disso, esse trabalho utiliza o programa Autodock 4, o qual é constituido de uma
de espécie de caixa, chamada de Grid Box, com a finalidade de reduzir o custo digital, onde
essa caixa € elaborada por meio de um pré-calculo correspondente a energia de interacdo entre
0s atomos do receptor no sitio de ligacdo e do ligante, para que assim, o software determine a
energia total dessa interacdo do complexo ligante-receptor formado (Kitchen et al., 2004).

Esses parametros de calculos do docking sdo definidos com base na fisico-quimica, onde
a estabilidade do complexo é dada em niveis de energia livre de Gibbs (AG), a qual refere-se a
quantidade de energia livre no sistema que pode ser transformada em trabalho ndo-expansivo,
e ¢ resultado da contribuigdo de condicGes termodindmicas como a variagdo de entalpia (AH),
variacao da entropia (AS), e a temperatura (T) (Equacédo 1) (Santos; Freitas, 2018).

AG = AH - TAS 1)

Dessa forma, quanto mais baixa for a energia de ligacdo, mais estavel serd o complexo
formado, dado que, havera pouca energia disponivel para realiza¢do de trabalho cinético. Em
razdo disso, esse método de acoplamento molecular propde orientacdes especiais do ligante de
modo que potencializem essas interligacdes, para que a energia livre do sistema seja reduzida
(Santos; Freitas, 2018). Além disso, o estudo de Fokoue et al. (2020) destaca diversas
interacdes, como ligacbes de hidrogénio e interacbes hidrofébicas, que podem ocorrer no
complexo ligante-receptor formado na modelagem molecular, e também, sdo muito avaliadas

na quimica medicinal no reconhecimento de substancias como potenciais farmacos.

2.3.2 Simulagéo contra enzimas pro-oxidantes

A utilizacdo do docking molecular neste estudo é aplicado utilizando a enzima pro-

oxidante Xantina oxidoredutase (XOR) como receptor (Okamoto et al., 2003), devido a essa e
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mais enzimas estarem relacionadas com as causas de estresses oxidativos além das espécies
reativas. Logo, a literatura dispbe de pesquisas voltadas para a anélise dessas enzimas, por
exemplo: Xantina oxidase (XOX), NADPH oxidase (NOXs), Mieloperoxidase (MPO),
Lipoxigenase (LOX), Citocromo P450 (CP450) e entre outras (Silva, 2023).

H& poucos trabalhos na literatura que utilizam especificamente os 1,2,4-oxadiazéis
como ligantes contra enzimas pré-oxidantes em estudos de acoplamento molecular. A vista
disso, a pesquisa de Ayoup et al. (2021) avalia derivados de 1,2,4-oxadiaz6is como ativadores
de NrF2, o qual € importante para o interromper o sistema redox celular, eliminar ERO,
diminuir estresse oxidativo impedindo progressdo de cancer na célula. Assim, os autores
realizaram o procedimento de docking molecular para os 1,2,4-oxadiaz6is 25a-c (Figura 07)
gue obtiveram os resultados mais promissores nos testes bioldgicos de atividade antioxidante.
Para isso, utilizaram como alvo algumas enzimas, dentre elas a NADPH oxidase (PDB ID:
1K4U) que é responsavel por catalisar a producdo de “O2" partindo de oxigénio e NADPH no
sistema (Babior, 2004).

Figura 07. Estrutura molecular dos 1,2,4-oxadiazois utilizados como ligantes.

O’N
- >R
N R:a) Ph
b) CH,Ph
OH c) p-CF3Ph
25a-c

Fonte: Adaptado de Ayoup et al., (2021).

Como resultado, os autores verificaram que os heterociclicos 25a e 25¢ ofereceram
interagBes de ligacdo de hidrogénio de comprimentos semelhantes com o residuo de aminoacido
serina 379, registrando energia de ligacdo mais pertinentes com valores de —4,62 e —4,95
kcal.mol, respectivamente. Porém, o composto 25b perdeu algumas interagdes significativas,
apresentando uma energia de ligacdo equivalente a —4,50 kcal.mol, sendo menos favoravel
comparado aos outros dois. E ainda, os autores constataram que esses resultados de docking
foram quase congruentes com os efeitos de inibicdo da NADPH oxidase, com 0s compostos
25a e 25c¢ apresentando um alto potencial de inibicdo (Ayoup et al., 2021).

Portanto, com base nos resultados obtidos, eles concluiram que foi possivel prever que
o0 grupo fenolico se envolve em interagcdes fundamentais com a NOXs, o que pode contribuir

para a capacidade antioxidante inerente do anel oxadiazdlico, considerando-0 um composto
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essencial candidato a farmaco, nesse caso um potencial agente antioxidante, além de novas vias

de estudos computacionais de inibi¢do de enzimas pro-oxidantes, para um melhor entendimento

da reatividade de inibidores como os 1,2,4-oxadiazois (Ayoup et al., 2021). A Figura 08

apresenta as interacfes e 0 modo de ligacdo dos compostos 25a,c no complexo formado com

NOXs.

Figura 08. (A) forma de ligagdo 3D (em verde) e (B) diagrama 2D de 25a, (C) modo de intera¢do 3D (em ciano)
e (D) diagrama 2D de 25c no sitio ativo da NADPH oxidase (PDB I1D: 1K4U).
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Fonte: Ayoup et al. (2021).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar, caracterizar e avaliar a atividade antioxidante e acoplamento molecular de
1,2,4-oxadiazol 3,5-dissubistituido.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar arilamidoximas partindo de arilnitrilas, sob o0 método convencional e agitacédo
magnética;

e Sintetizar os 1,2,4-oxadiaz0is pelo método livre de solvente, base ou sal, partindo de
um f-ceto éster;

e Elucidar as estruturas dos compostos obtidos pelas analises no IV e RMN *H;

e Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos 1,2,4-oxadiazois sintetizados;

e Realizar os procedimentos de docking molecular utilizando uma enzima pro-oxidante.
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4. METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS E INSTRUMENTOS

Para a preparacdo dos compostos, 0s reagentes e solventes (etanol, metanol, cloroférmio
e acetato de etila) utilizados foram obtidos na sua forma comercial, P.A., fornecidos pelas
marcas Aldrich, Cinética, Merck e Vetec, sem nenhuma purificacdo adicional. Em relacéo as
reacOes dos compostos, foram utilizados agitador magnético com aquecimento (TMALOR,
220V, 750W), balanca analitica (BEL ENGINEERING), e evaporador rotativo a vicuo 10 L
(SL - 126) - Solab para retirada do solvente da amostra.

As reacBes foram acompanhadas por CCD, onde foram empregadas placas prontas de
silica gel contendo indicador de fluorescéncia F2s4, da Macherey/Nagel (Daren, Alemanha). O
solvente utilizado para eluicdo dessas placas, foi preparado o sistema de hexano/acetato de etila
(7:3), e para revelacdo dos compostos foram usados a lampada de ultravioleta (A = 254 nm),
revelador de permanganato de potassio e/ou os vapores de iodo. Os pontos de fusdo dos
compostos foram obtidos no instrumento Eletro-thermal série 1A 9100 Digital Melting Point.

As amostras tiveram suas estruturas elucidadas por técnicas espectroscépicas de
infravermelho (1V) a respeito dos seus grupos funcionais, e andlises mais precisas como a
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de tH. Os espectros de 1V foram obtidos por meio do
equipamento espectrofotdmetro de 1V Varian modelo 640 FTIR por método de ATR. Para 0s
espectros de RMN de tH, foram obtidos no equipamento Varian models Unitty Plus (90 MHz)
respectivamente, utilizando cloroférmio deuterado (CDCI3) como solvente e tetrametilsilano
(TMS) como padréo interno.

Para realizacdo da atividade antioxidante, foram utilizados o equipamento de banho
ultrassom (Ultronique, 25, 37 ou 40 kHz) e um dispositivo de UV-vis (Biochrom EZ Read
2000). E para os métodos computacionais, utilizou-se os programas HyperChem®© (nao-livre)
e Avogadro© v. 1.2.0 para otimizacdo da geometria e minimizacdo de energia dos ligantes,
AutoDock Tools v. 1.5.6 para tratamento do receptor, os softwares AutoDock 4.2.6, com 0s
programas autodock4, autogridd e AD4.1 _bound.dat para realizacdo dos célculos de
acoplamento e energia de ligacdo (AH = kcal.mol™) e o BIOVIA Discovery Studio Visualizer©
para analise dos resultados de docking e redocking (validacdo do metodo).
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4.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.2.1 Sintese de arilamidoximas

As sinteses das arilamidoximas 27a-c foram realizadas pelo método convencional
proposto por Srivastava et al., (2009) sob agitacdo magnética em temperatura ambiente (t.a.).
De inicio, em um erlenmeyer foram adicionados cerca de 0,001 mol das arilnitrilas 26a-c, e
solubilizados em 25,0 mL de etanol (EtOH), em um outro erlenmeyer foram adicionados 0,003
(0,2085 g) mol de cloridrato de hidroxilamina (HCI.NH>OH) e 0,0015 mol (0,159 g) de
carbonato de s6dio (Na.CQ3), e foram solubilizados em 25,0 mL de &gua destilada. Essa Gltima
solucdo preparada foi adicionada na solucao que contém as arilnitrilas, e assim, essa mistura foi
levada para a agitacdo magnética por um periodo de aproximadamente 24 horas a t.a. (Esquema
03). Apds o tempo corrido, a formacdo do produto foi acompanhada por CCD com sistema de
eluicdo hexano/cloroformio (1:1).

Esquema 03. Sintese de arilamidoximas a partir de arilnitrilas, sob 0 método de agitacdo magnética.

|N| NH,0H.HCI , EtOH HO. Ar: a) p-CIPh
Na,CO3 , H,0 - J\ b) p-BrPh
Ar Agitacdo t.a. 24h HoN™  “Ar c) p-NO2Ph
26a-c 27a-c

Fonte: Adaptado de Srivastava et al. (2009).

Em seguida, apds a verificacdo da formacdo do produto e consumo dos reagentes, o
solvente EtOH foi removido a pressdo reduzida no rotaevaporador. Depois desse procedimento,
0 produto € precipitado a 0 °C, filtrado a vacuo, e por fim, recristalizado em cloroférmio e/ou

cloroférmio:acetato de etila.

4.2.2 Sintese de 1,2,4-oxadiazol

As moléculas de 1,2,4-oxadiazéis 29a-c foram sintetizados pelo método solvente-free,
procedimento experimental baseado na proposta de Du et al. (2007), o qual foi realizado da
seguinte forma: em um tubo de ensaio, adicionou-se 0,001 mol das arilamidoximas 27a-c e

0,0015 mol do éster, acetoacetato de etila 28, obtido na sua forma comercial e é utilizado por
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ser -ceto éster. Em seguida, a mistura foi levada a um banho de 6leo de silicone pré-aquecido
entre 110-140°C, assim, a reacao ocorreu em sistema aberto dentro de um periodo de 3 a 4 horas
(Esquema 04). A reacédo foi acompanhada por CCD em um sistema de eluicdo hexano/acetato
de etila (7:3), e apds o procedimento, adicionou-se cerca de 10,0 mL de metanol gelado no

recipiente seguido de uma filtracdo comum, para obtencdo do produto cristalizado.

Esquema 04. Sintese de 1,2,4-oxadiazol via arilamidoximas e acetoacetato de etila, sob 0 método solvente-free.

N,OH 0O O A 0 O’N\>\ Ar: a) p-CIPh
| + > - Ar b) p-BrPh
Ar)\NHQ MO/\ 110-140°C MN c) p-NO,Ph

27a-c 28 29a-c

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2020).

4.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.3.1 Teste com radicais livres DPPH*

Seguindo a metodologia descrita por Silva et al. (2006), foram preparadas solucgdes
estoque dos heterociclicos 29a-c (0,2 a 1,0 mg.mL™) e da fragdo de etanol (9,8 a 2,0 mL) em
diferentes concentracdes de 10 a 500 ug.mL™ (0,01 a 0,5 mg.mL™). Em uma analise preliminar
sem exposicao a luz, transferiu-se volumes adequados das solugdes estoque das amostras e 900
pL (0,9 mL) da solucdo de DPPH" para tubos eppendorf de 1,5 mL, e ap6s a homogeneizacéo,
o volume foi completado com EtOH. Assim, as amostras foram submetidas a irradiacdo por
ultrassom por 30 minutos e a quantidade de DPPH" foi medida utilizando UV-Vis a um
comprimento de onda de 517 nm, em uma placa de 96 pogos. O acido ascérbico foi utilizado
como antioxidante de referéncia, e todas as concentragdes foram testadas em triplicata.

A partir disso, a eficiéncia antirradicalar foi determinada através da analise de regresséo
linear e o intervalo de confianca de 95% (p < 0,05) obtido por meio do programa estatistico
GraphPad Prism 9.0. Os resultados foram expressos através do valor da Concentracdo Efetiva
média (CEso), 0 qual representa a concentracdo da amostra necessaria para eliminar 50% dos

radicais.
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4.3.2 Teste com radicais livres ABTS™*

Esse teste foi realizado de acordo com o procedimento proposto por Re et al., (1999).
E, da mesma forma que descrito no item 4.3.1, as concentracGes iniciais das solugdes das
amostras 29a-c foram preparadas de 10 a 500 ug.mL™ (0,01 a 0,5 mg.mL™?), com a adic&o de
900 pL (0,9 mL) da solucdo radical ABTS™ e completando o volume de 1 mL com EtOH. Ap6s
homogeneizacdo, as amostras foram postas sob irradiacdo de ultrassom por 7 minutos. Logo
em seguida, a absorbancia das amostras e o controle positivo foram medidos em um
comprimento de onda de 734 nm no UV-Vis usando uma microplaca de 96 pocos. Todas as
concentragdes foram testadas em triplicata, utilizando o composto Acido 6 hidraxi-2,5,7,8
tetrametilcromano-2-carboxilico (TROLOX) como o antioxidante padréo.

A eficiéncia antirradicalar foi estabelecida da mesma forma que descrita no subitem

anterior.

4.4 PROCEDIMENTOS COMPUTACIONAIS

4.4.1 Preparo do alvo e dos ligantes

A principio, para realizar os procedimentos computacionais selecionou-se a estrutura
cristalogréfica do receptor utilizado como macromolécula alvo no site Protein Data Bank

RCSB (PDB) (https://www.rcsb.org/), foi utilizada a estrutura da enzima xantina oxidoredutase

ou xantina desidrogenase de leite bovino, com o codigo PDB ID: 1N5X (Figura 09). A escolha
dessa enzima € pelo fato dela esta vinculada a uma série de fatores que acarretam na produgéo

do radical superoxido ('O2), e desempenha um papel importante no estresse oxidativo.


https://www.rcsb.org/
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Figura 09. Estrutura cristalina da XOR (PDB ID: 1N5X).

Fonte: RCSB PDB.

Para os compostos de 1,2,4-oxadiaz0is 29a-c usados como ligantes, foram desenhados
em formato 3D no software nao livre HyperChem®, onde otimizou-se a geometria molecular
submetendo os calculos da mecanica molecular MM+ e 0 método semiempirica PM3 salvando
em arquivo “.mol”.

E em seguida, utilizou-se o software freeware Avogadro®©, e nesse programa utilizando
0 Campo de Forga Molecular Merck 94 (MMFF94 do inglés, Merck Molecular Force Field)
para mais uma otimizagdo das geometrias dos ligantes, com o objetivo de que as suas energias
sejam minimizadas para a obtencdo de confémeros muito mais estaveis, e por fim, exportando
0 arquivo em formato “.pdb”.

Com os alvos e ligantes estabelecidos, a seguinte etapa é correspondente a preparacéo
desses compostos, usando o AutoDock Tools para tratamento da macromolécula alvo XOR.
Para tal, foram removidos os substratos tanto do lado A quanto do lado B da enzima, que néo
foram necessarios pra o procedimento como 0s seguintes co-fatores: uma molécula de FAD e
acido fosfonico, dois compostos inorganicos de ligacdo Fe-S, e um complexo de didxido-tio
molibdénio VI para ndo ocorrer problemas de execugdo dos calculos do programa. E também,
foi removido o ligante inibidor da enzima, o acido 2-(3-ciano-4-isobutoxil-fenil)-4-metil-5-
tiazol-carboxilico (Tei-6720) co-complexado na regido do sitio ativo A e B. Adicionou-se a
estrutura, &tomos de hidrogénio polares e cargas de Kollman, exportando o receptor em formato
“.pdbgt”. Quanto aos ligantes, apenas foi selecionado a opcéo de realizar o docking com zero

torcdes das ligacbes ndo-rotacionaveis, exportando o arquivo também em formato “.pdbgt”.
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4.4.2 Procedimento redocking

Antes de realizar o acoplamento molecular com os ligantes estabelecidos, foi preciso
realizar uma espécie de validacdo dos parametros definidos para Grid Box. Para isso, o sitio de
ligagéo do alvo precisou ser identificado pelo software BIOVIA Discovery Studio Visualizer©
para delimitacdo da area da caixa com os célculos do AutoDock 4.2.6, assim, selecionou-se o
ligante co-complexado TEI-6720 do lado A da enzima, com as seguintes coordenadas: X =
96.663455, y = 54.963000, z = 39.433409, com um espacamento em angstrom de 0.375 e
tamanho para caixa de x =36, y =40 e z = 40, com 10 rodadas estabelecidas.

A validacdo foi confirmada através da obtencdo do Desvio Padrdo Médio da Raiz
(RMSD do inglés, Root Mean Standart Deviation) no Discovery Studio, em que € classificado
como um bom RMSD entre a pose obtida pelo redocking e a pose original, quando o valor ¢é

menor que 2,0 A (Alvarez; Costa; Vilarrasa, 2017).

4.4.3 Docking molecular

Com a validacéo confirmada, os ligantes foram inseridos no programa e para cada um
deles, foram utilizados os parametros validados da grid exportando a caixa em formato 1.gpf,
e para o célculo de docking foi utilizado o Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA), que € o
algoritmo de busca responsavel por determinar as orientacfes e conformacgées dos ligantes no
complexo dentro de 10 rodadas, o padrdo do programa, e a fungdo de pontuacdo baseado em
campo de forga, transferindo esse arquivo em formato 2.dpf. Para execugdo desses dados
definidos utilizou-se os softwares autodok4, autogrid4, AD4.1_bound.dat e o sistema Prompt
de Comando (Windows®). Por fim, para as analises das interacBes previstas com 0s
aminoéacidos do sitio ativo do complexo proteina-ligante formado, foi utilizado o software

Discovery Studio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ARILAMIDOXIMAS

Com a realizagdo da sintese de formacdo das arilamidoximas 27a-c, a Tabela 02
apresenta os resultados de rendimento, tempo reacional e ponto de fuséo obtidos para cada uma.
Assim, pode-se observar que todas as arilnitrilas foram consumidas no tempo proposto para o
procedimento, proporcionando rendimentos excelentes de 84,9% a 95,7%, demonstrando que
todos os compostos 27a-c nao dificultaram o ataque nucleofilico ao carbono sp da nitrila, uma
vez que, todas as trés moléculas sintetizadas possuem fortes grupos retiradores de elétrons na
posicao para do anel aromatico em relagcdo ao grupo CN, o que favorece a ocorréncia da reacao
devido ao efeito de reducdo da densidade eletrénica do anel e do carbono nitrilico, deixando-o
mais favoravel a sofrer um ataque nucleofilico, obtendo ao final da sintese, altos rendimentos

do produto.

Tabela 02. Rendimento, tempo reacional e ponto de fusdo dos compostos 27a-c sintetizados.

Arilamidoximas Rendimento Tempo Ponto de
(%) Reacional Fusdo
(h) (°C)
el
@ANHZ 95,7 24 128 - 130
Cl 27a
N| _OH
/©ANH2 86,1 24 129130
Br 27b
N-OH
/@ANHZ 84,9 24 172 - 174
O2N 27c

Fonte: Autor, 2024.
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Em relagdo ao ponto de fusdo de cada composto sintetizado, observa-se que a
temperatura ndo variou mais que 2°C durante a fusdo do estado solido para o estado liquido das
amidoximas, caracterizando-0s como substancias puras (Barreiros; Machado, 2010).

As estruturas das arilamidoximas foram elucidadas por espectroscopia de
infravermelho, o qual apresentou os estiramentos das ligagdes mais caracteristicas do produto.
Mas antes, pode-se observar na Figura 10 (A) o espectro da arilnitrila 26a o reagente limitante
da reacdo, e esse espectro apresenta um estiramento em 2225 cm™ caracteristico da ligacéo
C=N predominante em nitrilas, além disso, outros estiramentos podem fornecer outras ligacoes
especificas do composto, como em 3091 cm referente a ligagdo C—H de carbonos sp? do anel
aromatico, 1483 cm™ correspondente a ligagdo C=C também do anel, e 827 cm™ referente a

ligacdo C—CI.

Figura 10. Espectro de IV do composto 26a (A) e do composto 27a (B) por ATR.

100
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| C-H
N
—
80 = 2225
< 70 -
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& 827
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5 l
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34683340 (_H g
85 - NH, off N|
80 - NH,
] 1654
751 B al C=N
il CCl723
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N° de onda (cm'l)
Fonte: Autor, 2024.

Logo, no espectro da arilamidoxima 27a (Figura 10 B) € possivel observar a auséncia

da banda em 2225 cm™ referente ao estiramento da ligagio C=N, o que implica no consumo
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total da arilnitrila durante a reacdo. E também, ainda é possivel observar o surgimento de outros
estiramentos, como a banda em 3468 cm™ responsavel pelo estiramento do grupo NH2, a
distensdo em 3342 cm™ referente ao grupo OH, e uma absor¢io em 1654 cm™ correspondente
as vibracgdes da ligacdo C=N, sendo todas essas distensdes das ligacdes mais caracteristicos da
molécula 27a, e para mais, as bandas em 3057 e 723 cm?, referentes as ligages C—H do anel
aromatico e C—Cl, respectivamente.

Os espectros de IV dos compostos 27b e 27c estdo apresentados no tdpico de
APENDICES ao final deste trabalho, e sugerem a formagc&o dos compostos sintetizados.

Outrossim, é valido apresentar uma proposta do mecanismo de reacdo para a formacéao
dessas arilamidoximas, com base na proposta descrita por Srivastava et al. (2009), em que o
cloridrato de hidroxilamina (NH2OH.HCI) é transformado em hidroxilamina (NH2OH) pela
acdo de uma base (NaHCOsz) ou como no nosso caso, um sal basico (Na2COs). E apos a
desprotonacao, a hidroxilamina atua como um forte nucledfilo realizando o ataque no carbono
eletrofilico da nitrila, tanto pelos pares de elétrons disponiveis do O (rota a) quanto do N (rota
b), formando os intermediarios | e Il. Entretanto, o intermediario 11 ndo é to estavel quanto o
intermediario | por questdes de diferenca de eletronegatividade entre os atomos, mas ambos
podem sofrer a acdo de um rearranjo intramolecular ciclico formando o intermediéario 111, que
posteriormente, sofre tautomerizacdo entre os intermediarios Il e 1V formando assim, as

arilamidoximas (Esquema 05).

Esquema 05. Proposta de mecanismo de reacdo da obten¢do das arilamidoximas.

EtOH/H,0
ONH,OHHCI+ + Na,COy - ONH,0H + 2NaCl + 1co, + H,0
Agitacao

a
NH, mHZ
o) (@)

0
| 2. —_— o— N
P+ NHOH == Ar/gNH “NH,OH Ar/%}\le Ar” “NH,
Ar 1] v Arilamida
bu 11 + NH,ONH,
o H HO.
N

N O~nH
— . L |
E‘/\J' = )l\ = HZNJ\Ar
N

Ar
Ar NH H,

I i v Arilamidoximas

Fonte: Adaptado de Srivastava et al. (2009).
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Porém, ainda no Esquema 05 observa-se a formacdo de arilamidas, recorrentes do

excesso de hidroxilamina na reagéo.

5.2 1,2,4-0XADIAZOIS

Os resultados referentes a sintese de obtencdo dos 1,2,4-oxadiazéis 29a-c estdo
apresentados na Tabela 03, obtendo de baixos a moderados rendimentos de 30,6% a 56,2% em
um periodo de 3 a 4 horas de reacdo. O baixo rendimento desses oxadiazoOis obtidos por
cristalizagdo em metanol gelado, difere do alto rendimento reportado no trabalho de Silva
(2020). Isso pode ser atribuido a diversos fatores que influenciam a obtencdo desses
heterociclicos durante o processo de purificacdo, como perda do produto durante a filtracdo e
transferéncia do mesmo, questdes de temperatura tanto da reacao quanto do solvente utilizado,
e a propria natureza do composto, onde had uma precipitacdo parcial no solvente escolhido.
Assim, é necessario considerar o uso de outros solventes organicos para cristalizar esses 1,2,4-
oxadiazoéis de forma mais eficiente, conforme indicado o estudo de Liu e Guo (2021), que

investigou a solubilidade e termodindmica de cristalizacdo de heterociclicos.

Tabela 03. Rendimentos, tempo reacional e ponto de fusdo dos produtos 29a-c sintetizados.

1,2,4-oxadiazois Rendimento Tempo Ponto de
(%) Reacional Fuséo
(h) (°C)
CI‘©—</N;O o
N 29a 30,6 3 105 - 108

N-

N 29b 34,4 3 118 -120
N~

N 56,2 4 133 -135

Fonte: Autor, 2024.

Ainda na Tabela 03, nota-se que os pontos de fusdo dos compostos 29b e 29¢ ndo

variaram mais que 2°C durante o procedimento, indicando um aspecto de pureza nos compostos
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sintetizados. Entretanto, 0 composto 29a variou mais que 2°C, indicando a presenca de alguns
residuos que ndo foram totalmente removidos apds a purificagao.

A estrutura dos compostos 29a-c foram caracterizadas por espectroscopia de IV. A
partir disso, pode-se observar o espectro do composto 29a na Figura 11, o estiramento em 1716
cmt correspondente a ligagdo C=0 de cetona presente na estrutura, as distensdes em 1566 cm-
11411 cm? e 1357 cm? referentes as ligagies C=N, C=C do anel aromatico e CHs,
respectivamente. Além disso, o estiramento em 1091 cm™ corresponde as ligagdes C-O, e em
1159 cm s&o relacionados as ligagdes C—N do anel oxadiazolico, e ha outras bandas em 2928
cm?t e 742 cm? as quais podem esta associadas as ligagdes de carbono sp® e C-Cl,
respectivamente. Quanto aos espectros de infravermelho dos demais oxadiaz6is 29b e 29c,
estdo apresentados no topico de APENDICES no final deste trabalho.

Figura 11. Espectro de IV do composto 29a por ATR.
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Fonte: Autor, 2024.

No espectro de RMN de 'H para a molécula 29a (Figura 12), é possivel observar no
deslocamento quimico (8) em 2,36 ppm um singleto bem intenso relativo aos hidrogénios do
grupo metila do composto, em uma regido caracteristicas de ligagdes C—H ligados ao uma
carbonila. Na faixa de 6 4,11 ppm, verifica-se um singleto que corresponde aos hidrogénios do
CHoa, o qual apresenta um deslocamento maior que os hidrogénios de CHz por estar numa regido
entre a carbonila e o0 anel oxadiazdlico. E ainda, em aproximadamente & 8,07 ppm e 6 7,97 ppm
o0 surgimento de um sinal dupleto, e outro sinal dupleto entre 5 7,51 ppm e & 7,41 ppm, estes
sinais sao referentes aos hidrogénios do anel aromatico, em que 0 Je-a=9,0 Hze 0 Juc = 9,0 Hz

sdo equivalentes, indicando que os hidrogénios adjacentes (Hc e Hd) possuem uma forte
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interacdo tipico de hidrogénios de anéis aromaticos. Vale ressaltar que, o singleto em & 7,27
ppm corresponde ao préton do solvente utilizado, o CDCls.

Figura 12. Espectro de RMN de H (90 MHz) em CDCl; do composto 29a.
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Fonte: Autor, 2024.

Todavia, ainda na Figura 12 sdo visiveis vestigios de impurezas, resultado de uma
purificacdo incompleta com o metanol gelado. Segundo a tabela de deslocamentos quimicos de
impurezas residuais por RMN de H, apresentada por Gottlieb, Kotlyar e Nudelman (1997),
pode-se deduzir resquicios de subprodutos, o que corrobora com o seu ponto de fusdo. Isso é
indicado em um singleto em 6 2,15 ppm relativo a um sinal de um proton ligado a um carbono
adjacente a um grupo funcional, e outro singleto em & 2,62 ppm associado a proton de ligacdo
com carbono préximo a também, uma funcdo orgénica ou ligagdo 7. Em suma, o composto 29a
apresentou os seguintes resultados de RMN H (90 MHz, CDCls) &: 8,02 (d,2H, CH, J = 9,0
Hz), 8 7,46 (d, 2H, CH, J =9,0 Hz), 7,27 (s), 4,11 (s, 2H, CH>), 2,62 (s, 1H), 2,36 (s, 3H, CH3),
2,15 (s, 1H).

Para finalizar este topico, é importante ressaltar a proposta do mecanismo de reagao que

leva a formac&o dos 1,2,4-oxadiaz0is, baseado na sintese apresentada por Du et al. (2007) e Da
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Silva et al. (2020). De inicio, o aguecimento ocasiona a perda de uma molécula de etanol do
éster acetoacetato de etila, formando o intermediario | (acil ceteno), um composto bastante
reativo, o qual sera abordado pela amidoxima atuando como nucledfilo se ligando ao carbono
da carbonila terminal seguido de uma reorganizacdo (Il), fornecendo a O-acilamidoxima
(intermediario 111), que por sua vez, sofre a desprotonacdo do grupo amina levando ao
intermediério 1V, onde ocorre uma ciclizagdo para formacdo de um heterociclico (V), que logo
em seguida, passa por uma desidratacdo na qual a formacéo e saida de agua do composto
(intermediario VI e VII), ocasionando na formacéo do intermediario V111, o qual se rearranja

levando a formacéo de 3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il-proanona (Esquema 06).

Esquema 06. Proposta de mecanismo de reacéo de 1,2,4-oxadiazol partindo do éster acetoacetato de etila, sob o

método solvente-free.
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43

5.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Com a realizacdo dos testes biologicos dos produtos 29a-c contra radicais livres de
DPPH' e ABTS™, os resultados da concentracdo efetiva média (CEso) estdo apresentados na
Tabela 04, e tendo conhecimento de que o valor de CEso indica a concentragdo necessaria para

eliminar até 50% dos radicais.

Tabela 04. Atividade antioxidante (CEso pug/ml) dos compostos 29a-c.

DPPH ABTS
Amostra CEsopug.mL? CEso pg.mL?
(intervalo de confianca) (intervalo de confianca)
293 142,6 34,66
(110,0 - 222,0) (31,62 — 37,95)
—_— 217,6 4,055
(149,8 - 466,6) (2,698 — 6,349)
29c 159.1 10,790
(116,8 —280,1) (9,947 — 11,810)
- e 1.6 -
Acido ascorbico (14-18)
- 4.1
TROLOX (3.7-58)

Fonte: Autor, 2024.

E a partir disso, pode-se verificar que em relagdo aos testes contra DPPH", todos 0s
1,2,4-oxadiazois testados apresentaram valores de concentraces para sequestro desse radical
livre, contudo, quando comparado ao intervalo de confianga do acido ascorbico (CEso 1,4 — 1,8
ug.mL1) que serve como controle positivo, se demonstram agdes antioxidantes mais inferiores,
com o0s compostos 29a apresentando um CEso equivalente a 142,6 pg.mL™* (110,0 — 222,0
ug.mL?t) e 29¢ CEsp 159,1 pug.mL*? (116,8 — 280,1 pug.mL™), o que sugere uma atividade
antioxidante relativamente boa ou intermediaria, enquanto que o composto 29b apresentou a
menor atividade antioxidante nesse teste, precisando de uma concentragdo efetiva maior igual
a217,6 pug.mL™* (149,8 — 466,6 ug.mL™Y), logo, indicando uma menor atividade antioxidante
comparada as outras.

Ainda na Tabela 04, também verifica-se os resultados a respeito da eliminacdo dos

radicais livres de ABTS", onde todos os compostos apresentaram valores significativos na
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reducdo desses radicais, com destaque para o composto 29b, que apresentou um valor de CEso
de 4,055 pg.mL? (2,698 — 6,349 pug.mL™t) muito proximo ao valor do TROLOX CEsp 4,1
ug.mL* usado como controle positivo, sugerindo uma atividade antioxidante muito boa nesse
teste, em seguida, temos os heterociclicos 29a (CEso = 34,66 pg.mL™) e 29¢ (CEso = 10,790
ug.mL?), indicando concentragdes maiores para agirem como antioxidante comparado ao
composto 29b, porém ainda assim, apresentam ac@es significativas na eliminacdo de radicais
de ABTS™.

Embora os compostos analisados ndo apresentem grupos hidroxilas ou fendlicos, como
em trabalhos como os de Ayoup et al. (2021) 25 e Zhao e Liu (2013) 22 que apresentaram
compostos de 1,2,4-oxadiazdis com esses grupos adjacentes e obtiveram excelentes resultados
de inibicdo de radicais livres em testes com DPPH" e ABTS"*. Porém, grupos retiradores de
elétrons por efeito indutivo ou ressonancia como o Cl, Br e NO2 na posicao para de um anel
aromatico ligados diretamente ao 1,2,4-oxadiazol podem apresentar efeitos antioxidantes
significativos. A pesquisa de Gong, Xi e Liu (2015) concluiu que hibridos formados por
cumarina e 1,2,4-oxadiazol 30 pode potencializar o efeito antioxidante dos grupos hidroxilas
fenolicas, e adicionalmente, transformar atomos de halogénios em grupos ativos capazes de
prevenir a oxidacdo do DNA mediada por Cu?*/GSH. Assim, os 4tomos de halogénios podem
emergir como novos grupos funcionais em antioxidantes heterociclicos (Gong; Xi; Liu, 2015).

O efeito inibitério de espécies radicalares no DNA gerado pelo brometo mostrou-se
semelhante ao grupo hidroxila. Em particular, a eficacia antioxidante da p-Br no anel benzénico
até se aproximou do TROLOX, com percentuais de inibicdo da oxidacdo no DNA de 88,9% e
88,3%, respectivamente. Além disso, o 1,2,4-oxadiazol adjacentes aos benzoxazobis 31
estudados pelos autores Yatam et al. (2018), revelou que o composto contendo um grupo NO>
na posicao para do anel aromatico ligado diretamente ao anel oxadiazélico foi promissor para
atividade antioxidante de eliminacdo dos radicais de DPPH, com Clsp = 34,5 uM. Dentre 0s
compostos analisados, o grupo p-NO2Ph aproximou-se mais do efeito antioxidante do acido
ascorbico, utilizado como controle positivo, que teve uma Clso = 20,9 uM. Outro grupo de
halogénio também demonstrou atividade antioxidante promissora, o p-FPh com Clsg = 40,1
MM, A Tabela 05 apresenta as estruturas moleculares e os testes realizados por esses autores

supracitados.
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Tabela 05. Compostos de 1,2,4-oxadiaz6is na literatura que demonstraram resultados positivos para atividade

Compostos

o-N

: [ >R
N
OH

25

Ry
22
_N
O N —
N4
R
O (@]
30
7]
N X

antioxidante.
Descricédo dos grupos que
influenciaram na atividade
antioxidante em testes de inibicao
O 1,2,4-oxadiazol fenolico contendo
halogénios na posicdo para de um fenil
(R: p-CF3Ph) mostrou-se promissor em
testes de eliminagdo de radicais de
DPPH e quelantes de ferro. Com um
Clso de 0,423 £ 0,017, proximo do acido
ascorbico (0,461 £ 0,024), e um CEsxo de
0,063 UM, muito proximo do EDTA
(CEso = 0,055 uM), respectivamente.
O composto contendo Ri: Cl, R2: H e
Rs: H apresentou um valor de 57,3%
mais baixo de percentual de inibicdo da
oxidacdo de DNA induzida por ‘OH
comparada aos outros, considerando-o
0 mais promissor nesse teste.
O composto com R: p-Br obteve um
resultado promissor de inibicdo da
no DNA
Apresentando

oxidacao

Cu®*/GSH.
percentual de inibi¢do de 88,9%, muito
proximo ao do TROLOX (88,3%)

usado como controle positivo.

induzida por

um

O benzoxazol-1,2,4-oxadiazol com o
grupo NO2 na posicéo para do fenil foi
oque apresentou o resultado mais
promissor na inibicdo de radicais livres
do DPPH com valor de Clsp = 34 pM.
Sendo o que mais se aproximou do

acido ascorbico com Clso de 20,9 pM.

Referéncia

Ayoup et al.
(2021)

Zhao e Liu
(2013)

Gong, Xi e Liu
(2015)

Yatam et al.
(2018)
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Fonte: Autor, 2024.

Em suma, neste trabalho os 1,2,4-oxadiazéis 29a-c apresentaram resultados
significativos com maior atividade antioxidante para o método do radical ABTS™ em
comparacdo com o método do radical DPPH’, sugerindo que sdo potenciais agentes

antioxidantes.

5.4 DOCKING MOLECULAR

5.4.1 Validacao do método por redocking

Com a validagdo dos parametros da Grid Box verificou-se que, o ligante Tei-6720
apresentou uma energia de ligacdo baixa (negativa) equivalente a —8,63 kcal.mol-1, ou seja,
mostrou possuir uma alta afinidade com a enzima alvo, e o célculo referente ao RMSD gerou
um valor de 0,34 A com o inibidor original da enzima, o que é muito inferior a 2,0 A. Logo, a
conformacéo gerada pelo redocking, revelou uma eficiéncia dos parametros determinados para
realizacdo do acoplamento dos outros ligantes com o receptor estudado, uma vez que, a pose
gerada pelo software (em cinza) se mostrou muito semelhante a conformacéo original do ligante

co-cristalizado (em amarelo) (Figura 13).

Figura 13. Sobreposi¢do entre o ligante gerado pelo AutoDock (cinza) e o ligante original co-complexado com a
enzima (amarelo), com RMSD de 0,34 A.

RMSD: 0,34 A

Fonte: Autor, 2024.
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Em relacdo as interagdes que o inibidor co-cristalizado faz com a com o alvo, a Figura
14 apresenta quais interacdes estdo envolvidas com os residuos de aminoacidos que compde o
sitio ativo da enzima e sdo importantes para atividade de inibicdo do Tei-6720 com a XOR. E
possivel verificar que relativamente ndo uma diferenca significativa na interacdo e os residuos
envolta dos ligante original (A) e o concebido pelo método computacional (B), o que justifica
0 processo de validagdo bem sucedida das coordenadas e dimensdo da Grid Box ajustados,

podendo assim, serem utilizados para o acoplamento com os ligantes deste trabalho.

Figura 14. InteracGes do ligante original co-complexado (A) e o ligante gerado pelo programa (B), com residuos

de aminoéacidos do sitio ativo da enzima.
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Fonte: Autor, 2024.
5.4.2 Ancoragem receptor-ligante
Para os complexos receptor-ligante com os 1,2,4-oxadiazois 29a-c, na Tabela 06 s&o

apresentados os resultados obtidos pelo LGA e a fungdo de pontuagéo do autodock4, os quais

proporcionaram as conformacBGes mais estaveis de acordo com a energia de ligacdo e as
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interacGes com os residuos de aminoécidos no sitio ativo, visto que, boa parte desses residuos

também fazem ligagdo com o forte inibidor original no sitio ativo da XOR.

Tabela 06. Energia de ligacéo e os tipos de interacfes para os complexos formados com os ligantes 29a-c e 0
alvo XOR.

Interacdes entre alvo-ligante

Energia de LigacOes de Interacdes Outras Interagdes
Ligantes Ligagao Hidrogénio Hidrofobicas
(AH = kcal.mol?)

Ser876 Leu873, Phe914, Leu648, Phe649,

29a -6,30 Phe1009, Val1011, Glu802, Arg880,
Leul014, Alal079  Thr1010, Phel013,

Alal078

Ser876 Leu873, Phe914, Leu648, Phe649,

29b —6,40 Phe1009, Val1011, Glu802, Arg880,
Leul014, Alal079  Thr1010, Phel013,

Br

Arg880, Leu873, Phe914, Leu648, Lys771,

29c —7,69 Alal079,  Phel009, Val1011, Glu802, Ser876,
Glul261 LeulO14, Thr1010, Phel1013

Alal078, Alal079
Ala: alanina; Arg: arginina; Glu: glutamato ou acido glutamico; Leu: leucina; Lys: lisina;
Phe: fenilalanina; Ser: serina; Thr: treonina; Val: valina.
Fonte: Autor, 2024.

Assim, a respeito da energia de ligacdo, o ligante 29c foi o que apresentou a menor
energia de ligacdo, com —7,69 kcal.mol™? sendo a energia mais negativa. De acordo com o0s
autores Santos e Freitas (2018) quanto mais baixa for a energia de ligagdo, mais estavel sera o
complexo formado, considerando que havera pouca energia disponivel para realizacdo de
trabalho cinético, devido a essa relagdo desse software com o conceito de energia livre de Gibbs.
Portanto, o composto 29¢ é o que demonstrou ser mais estavel com o complexo de XOR, com
uma energia de ligacdo mais proxima do ligante Tei-6720 no redocking com —8,63 kcal.mol™.

Vale mencionar que, esse ligante foi o que mais apresentou ligacdes de hidrogénio (que

dentre as interacdes intermoleculares, sdo as mais fortes) com os residuos terminais de Arg880,
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Alal079 e Glul26 e os oxigénios do grupo NO2 do composto (Figura 15). E também, as
interacOes hidrofobicas do tipo empilhamento n-n (paralela) e empilhamento-T n-n (ortogonal)
entre o anel aromatico do ligante e o anel aromatico da fenilalanina, e do tipo w-alquil com os
grupos alquilas dos aminoacidos com o anel oxadiazélico e o anel aromatico adjacente, apesar
dessas interagOes serem fracas, sdo importantes para identificacdo desses ligantes como
possiveis farmacos, vista a grande quantidade de subunidades hidrofobicas presentes nessas

estruturas peptidicas, da mesma forma que as forgas de van der Waals (Fokoue et al., 2020).

Figura 15. Interacdo do complexo XOR-ligante 29¢ em visualizacdo 3D (A) e 2D (B).
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Fonte: Autor, 2024.

Na Figura 15 A ainda é possivel observar o co-fator complexo de molibdénio V1, o qual

é essencial para a fungdo catalitica da enzima, porém, assim como o Tei-6720 tanto 0 composto

29c, quanto os demais ligantes ndo interagiram de forma direta com essa substancia, mas sdo

evidentes essas interacdes com residuos do sitio ativo envolta desse ligante, e se encontram na

mesma posic¢ao que o forte inibidor estudado no trabalho de Okamoto et al. (2003). Podendo
assim, competir com o substrato impedindo a interagdo com o co-fator e atividade da enzima.

Em parte, os ligantes 29a e 29b tem valores de energia de ligacdo muito préximos de —6,30

kcal.mol™ e —6,40 kcal.mol?, assim, com energias maiores que a do ligante 29c¢, porém, ainda
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formam complexos estaveis com a macromolécula alvo. E também, apresentam um mesmo
padrdo de interacbes com residuos semelhantes, com destaque para 0 composto 29b, o qual
houve uma interacdo estérica causando um rompimento na ligagdo C-Br, devido as essas
ligacGes serem mais fracas e facil de serem quebradas, onde o 4&omo de bromo é mais
polarizavel, por possuir um raio atbmico maior que o atomo de cloro, o qual possui uma maior
afinidade eletrénica o que contribui para forca de ligagcdo com o carbono.

Porém, ainda é permitido visualizar as interacbes que ocorrem entre 0s aminoacidos e o
fragmento contendo o 1,2,4-oxadiazol e o anel aromatico, apresentados na Figura 16. As
interacbes que envolvem o ligante 29a e a disposi¢do desses 1,2,4-oxadiaz6is no complexo
obtido no docking est&o postos no topico de APENDICES.

Figura 16. Interacdo do complexo XOR-ligante 29b em visualizac¢do 3D (A) e 2D (B).
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Fonte: Autor, 2024.

Portanto, essas observacgdes realizadas indicam que, apesar das diferengas nas energias
de ligacéo e os tipos de interacOes, todos os ligantes estudados tém potencial para influenciar a
atividade da XOR de maneira significativa, dado a afinidade que esses ligantes apresentaram
com essa enzima, e que consequentemente, sejam capazes de inibir o seu papel na producdo de
radicais de superdxidos no organismo. Além disso, as interagGes descritas neste estudo e entre

outras pesquisas, ajudam a entender a estabilidade energética dos complexos formados, bem
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como o modo de ligagdo e o posicionamento dos ligantes no sitio ativo do receptor de maneira

eficaz.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A partir desse estudo observa-se a importancia do tema que propdes a sintese e docking
molecular de compostos como potenciais agentes antioxidantes, os quais defendem os sistemas
bioldgicos de seres vivos de espécies oxidativas, como os radicais livres, os quais sdo originados
no nosso metabolismo e podem causar estresses oxidativos no nosso corpo, prejudicando
biomoléculas importantes para o funcionamento do nosso organismo, como também, o
desenvolvimento de inflamacdes, doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e cronicas
como por exemplo, o cancer e o Alzheimer.

Diante disso, existem alguns antioxidantes como os end6genos que 0 proprio corpo
humano possui, 0s antioxidantes naturais potentes como o &cido ascorbico (a vitamina C), mas
também ha trabalhos na literatura que investigam a capacidade antioxidante de alguns
compostos sintetizados em laboratério, como os 1,2,4-oxadiazdis, esses sdo heterociclicos que
possuem atividades farmacoldgicas importantes para o desenvolvimento de medicamentos e o
tratamento de doencas. A partir disso, esse trabalho buscou realizar a sintese desses compostos
heterociclicos, com objetivo de avaliar o seu potencial antioxidante.

Com esse intuito, realizou-se a sintese de trés desses compostos sob um método de reacdo
eficaz e livre de solventes, base ou sal, 0 que contribui para 0 ndo surgimento de muitas
impurezas. Contudo, o método de purificacdo utilizado foi por cristalizacdo em metanol gelado,
que apesar de ser mais rapido e faz usos de poucos materiais do que uma coluna cromatogréfica,
apresentou de baixos a moderados rendimento de 29a-c, sendo necessario fazer uso de outros
solventes organicos para aprimoramento da obtencdo desses oxadiaz6is com mais rendimento
e pureza, tendo em vista a capacidade desse produto de se precipitar em solvente organico, e 0
espectro de RMN de *H do composto 29a indicar residuos de alguns reagentes que fazem parte
da reacéo.

Acerca do seu potencial como agente antioxidante, os resultados de teste in vitro contra
eliminacgdo de radicais livres, demonstraram que os 1,2,4 oxadiazdis tiveram resultados mais
promissores na redu¢do dos radicais do método ABTS™ do que com o DPPH®, com destaque
para 0 composto 29b que apresentou uma atividade antioxidante muito proxima do antioxidante
padrdo TROLOX usado como controle positivo.

Por fim, utilizou-se do procedimento de ancoragem molecular para analisar a capacidade
inibitdria de enzimas pro-oxidantes. E assim, esse método foi importante para compreendermos
acerca da estabilidade energética dos complexos formados com a XOR, ressaltando o composto

29c como o mais estavel obtendo uma energia de ligacdo mais proxima do forte inibidor dessa
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enzima. Entretanto, é necessaria a realizacdo de um teste in vitro de inibicdo dessa
macromolécula, para efeitos de comparagdo com os resultados do docking apresentados.

Em suma, os compostos 29a-c sintetizados, podem ser considerados como potenciais
agentes antioxidantes e no desenvolvimento de novos medicamentos contra estresses oxidativos
no nosso corpo, atuando na eliminacdo de radicais livres ou no blogqueio de enzimas pro-

oxidativas.



54

PERSPECTIVAS

e Purificar os compostos 29a-c, fazendo uso de outros solventes para cristalizacéo;

e Caracterizar os compostos 29b e 29¢ por RMN de H, e realizar anélises de RMN de
13C;

e Realizar a sintese de reducéo desses 1,2,4-oxadiazdis;

e Caracterizar por IV, RMN de 'H e 3C, avaliar a atividade antioxidante pelo método
ABTS*/DPPH- e realizar o acoplamento molecular dos heterociclicos 29a-c reduzidos;

e Comparar os resultados obtidos desses compostos reduzidos com os resultados deste
trabalho.
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APENDICES
Figura 17. Espectro de 1V do composto 27b por ATR.
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Figura 18. Espectro de 1V do composto 27c por ATR.
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Figura 19. Espectro de IV do composto 29b por ATR.
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Figura 20. Espectro de 1V do composto 29¢ por ATR.
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Figura 21. Interagdo do complexo XOR-ligante 29a em visualizagdo 3D (A) e 2D (B).
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Figura 22. Complexo LGA da enzima XOR e o ligante 29a (em amarelo).

Fonte: Autor, 2024.
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Figura 23. Complexo LGA da enzima XOR e o ligante 29b (em amarelo).

Fonte: Autor, 2024.

Figura 24. Complexo LGA da enzima XOR e o ligante 29¢ (em amarelo).
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