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RESUMO

Os mosquitos da espécie Ae. aegypti sdo responsaveis pela transmissdo de diversos
arbovirus, como os da Dengue, Zika e febre Chikungunya que, uma vez contraidos pelo
hospedeiro, acarretam em doencas com risco de vida iminente no mundo. Uma das maneiras
de diminuir a prevaléncia destas sindromes é o controle populacional dos mosquitos dessa
espécie. Uma estratégia escolhida para realizar este controle pode ser o uso de larvicidas
sintéticos, que é o cerne central deste trabalho: desenvolver, sintetizar, derivatizar,
caracterizar e testar novos candidatos sintéticos para uso no controle populacional do A.
aegypti. Nossa hipdtese é de que estes larvicidas atuam interferindo no metabolismo do
triptofano nos insetos, mais especificamente durante a etapa de transaminacgdo da 3-hidroxi-
quinurenina (3-HK) para o acido xanturénico (AX) pela enzima HKT. Isto causaria 0 acumulo
da 3-HK, intermediario metabolico tdxico para os insetos, implicando na apoptose das células
neuronais do A. aegypti. Foram sintetizados 19 novos 4-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-
propanoatos de sodio cujas estruturas foram confirmadas utilizando RMN de 'H, RMN de
13C, espectroscopia no infravermelho e espectrometria de massas via MALDI-TOF. Depois de
sintetizados, os 19 sais foram testados frente a capacidade de inibicdo da enzima HKT
recombinante de A. aegypti. O teste foi realizado utilizando um método espectrométrico ex
vivo a partir da formagdo de um complexo entre o ion Fe*3 e o0 4cido xanturénico que pode ser
formado pela reagdo da enzima HKT usando a 3-HK como substrato e um dos sais de
oxadiazol sintetizados como inibidor. Os ensaios de inibicdo enzimatica evidenciaram que 0s
compostos sintetizados tém um bom potencial de inibicdo da enzima HKT, confirmando
nossa hipotese inicial. Os compostos contendo 0s grupos p-anisoila e p-trifluorometila
exibiram os melhores valores de ICso, 35,0 e 42,3 mM, respectivamente. Os resultados
mostraram, em linhas gerais, que os inibidores que possuem substituintes doadores de
densidade eletronica tém menores valores de 1Cso, sendo, portanto, candidatos mais

promissores a inibidores da HKT de A. aegypti.

Palavras-chave: Aedes aegypti. 3-hidroxi-quinurenina. AeHKT, 1,2,4-oxadiazol.



ABSTRACT

Aedes aegypti mosquitoes are responsible for the transmission of several arboviruses,
such as Dengue, Zika and Chikungunya fever. Those arbovirus, once acquired, lead to life-
threatening diseases across the world. One way for decreasing the prevalence of these
syndromes would be the control of mosquitoes population. A strategy to carry out this control
may be the use of synthetic larvicides, which is at the main objective of this work: to develop,
synthesize, derivatize, characterize and to test new synthetic candidates for use in the control
of A. aegypti population. Our hypothesis is that these larvicides would act interfering the
tryptophan metabolism in insects, more specifically during the transamination step of 3-
hydroxy-quinurenine (3-HK) to xanthurenic acid (AX) by means of the HKT enzyme. This
would cause the accumulation of 3-HK, a toxic metabolic intermediate to the insect, causing
neuronal cells apoptosis in A. aegypti. Nineteen new sodium 4-(3-aryl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)-
propanoates were synthesized and their structures were confirmed using *H NMR, *C NMR,
infrared spectroscopy and mass spectrometry. The 19 salts had then their inhibitory activity
tested in the recombinant HKT enzyme of A. aegypti. The tests were performed using an ex
vivo spectrometric method based on the formation of a Fe*® ion and xanthurenic acid complex
using 3-HK as the reaction substrate and one of the synthesized oxadiazole salts as the
inhibitor. Enzyme inhibition assays have shown that the synthesized compounds have a good
potential for HKT inhibition, confirming our initial hypothesis. Compounds containing the p-
anisoyl and p-trifluoromethyl moieties exhibited the best ICso values, 35.0 and 42.3 mM,
respectively. The results showed, in general terms, that compounds having electron donor
substituents have lower ICso values, being more promising candidates for A. aegypti HKT
inhibitors.

Keywords: Aedes aegypti. 3-hydroxy-quinurenine. AeHKT. 1,2,4-oxadiazole.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 Arboviroses transmitidas pelo mosquito Aedes aegypti

Os arbovirus formam um grupo bastante heterogéneo de virus transmitidos por
artropodes hematofagos. Os arbovirus mais populares no Brasil sdo pertencentes a familia
Flaviviridae, responsavel, entre outros, pelos virus causadores da Febre Amarela, Dengue e
Zika (CALISHAR, 1989; MUSSO e GUBLER, 2016); e também a familia Togaviridae
responsavel pelo virus do género Alphavivirus, causador da Febre Chikungunya (ROSSINI et
al. 2016). Tais virus causam infec¢bes assintomaticas ou doencas febris em humanos em
ciclos silvestres e urbanos, e podem ser encontrados em uma extensa distribuicdo geogréfica,
devido a presenca do inseto vetor (HIGUERA; RAMIREZ, 2019).

Essas arboviroses necessitam de transmissdo horizontal entre o infectado vertebrado
e 0 vetor para manter a replicacdo e manutencdo da sua populacdo (GUBLER, 1997;
WEAVER, 2006). Entretanto, outras vias de transmissdo na auséncia de vetores ja foram
relatadas pela literatura, incluindo transfusGes sanguineas (TAMBYAH et al.,, 2008;
TOMASHEK e MARGOLIS, 2011), transplantes de 6rgdos (TAN et al., 2005), infeccdes
hospitalares (CLARK et al., 2012; WAGNER et al., 2004), relacdes sexuais (OSTER, 2016) e
transmissdo de méae para filho (FRITEL et al., 2010; GERARDIN et al., 2008; TAN et al.,
2008).

Os virus pertencentes as familias Flaviviridae e Togaviridae tém genoma de RNA de
fita positiva simples, o que quer dizer que o material genético deles pode ser usado
diretamente para a producdo de proteinas nas células, e sdo caracterizados pela presenca de
envelope e possuem simetria icosaédrica (HIGUERA; RAMIREZ, 2019). O virus da Dengue
possui quatro diferentes sorotipos (DENV 1 a 4) (CALISHER, 1989). Em contrapartida, 0s
virus da Febre Amarela (YFV), Zika (ZIKV) e Chikungunya (CHIKV) possuem apenas um
sorotipo cada (HADDOW, 2012; NUNES et al., 2015). O flavivirus mais estudado é o
causador da Dengue, e essa foi a segunda doenca humana descoberta como causada por virus
e transmitida por mosquitos. Ocorrem cerca de 400 milhdes de casos de Dengue por ano no
mundo (WILDER-SMITH et al., 2019).

No Brasil, os primeiros dados de incidéncia de casos de Dengue datam de 1916
(MEIRA, 1916) na cidade de Séo Paulo e mais tarde no Rio de Janeiro, em 1923 (PEDRO,
1923). Ja em 1982, Osanai (1984) registrou o primeiro surto epidémico de Dengue na cidade
de Boa Vista (RO) com 11 mil infectados pelos sorotipos DENV1 e DENV4, que foram
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isolados nesse mesmo periodo. Mais recentemente, entre os anos de 2014 e 2016, o pais
passou por periodos de constantes epidemias de Dengue, a Figura 1 mostra a distribuigdo de
casos provaveis de Dengue, somatdrio de casos por semana, ao longo dos anos 2014 a 2016,
sendo registrados um  total de 589.107; 1.688.688; 1.487.924 casos provaveis,
respectivamente, para os anos de 2014, 2015 e 2016 (SVS/MS, 2016). A nomenclatura “casos
provaveis” ¢ utilizada pelo Ministério da Salde para incluir todos os casos notificados, com
excecao aqueles que ja foram descartados. Segundo o Ministério da Saude, em 2015 foram
registrados 1.680 casos de Dengue grave e 21.155 casos de sinais de alerta. Ja em 2016 foram
registrados 826 casos de Dengue grave e 8.116 casos de alerta. Os casos de Dengue grave,
Dengue com sinais de alarme e dbitos de Dengue, Chikungunya e Zika informados incluem
somente 0s casos ou Obitos confirmados por critério laboratorial ou por critério clinico
epidemioldgico (SVS/MS, 2016). Vale ressaltar que em 2016 a regido Sudeste registrou a

maior quantidade de casos no Brasil.
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Figura 1 - Distribuicdo de casos provaveis de Dengue por semana ao longo dos anos 2014 a
2016 (Adaptado de SVS/MS, 2016).

Mesmo com o desenvolvimento de vacinas que potencialmente protejam contra a
Dengue, como ja acontece com a Febre Amarela, ainda sdo necessarias politicas publicas que
visem a eliminacdo do inseto vetor. Isto é devido ao fato de que outros virus causadores de

arboviroses podem fazer uso dos mesmos mosquitos vetores e dependem das mesmas
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condigdes para circularem. Um fato que corrobora com esta afirmacdo foi a circulagdo dos
virus causadores das febres Zika e Chikungunya no Brasil entre os anos de 2014/2015 e que
persistem até os dias atuais. Apds um alarmante nimero de casos de microcefalia em bebés
recém-nascidos, causados por uma sindrome decorrente da infeccdo pelo virus Zika, foi
possivel diferenciar as arboviroses. Até entdo, como as doencas apresentavam manifestacdes

clinicas semelhantes, a identificacdo do virus causador era dificultada.

Segundo o Ministério da Saude, os primeiros casos do virus Zika ocorrem a partir de
abril de 2015; no ano seguinte foram registrados 211.770 casos provaveis em 2.280
municipios e 59,7% dos casos foram confirmados. A Figura 2 mostra a incidéncia de casos
provaveis de Zika no Brasil, e claramente pode-se observar que a regido Centro-Oeste

apresentou a maior quantidade de casos registrados (SVS/MS, 2016).
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Figura 2 - Incidéncia (/200 mil hab.) de febre pelo virus Zika por municipio de residéncia em
2016 (Adaptado de SVS/MS, 2016).

Neste periodo, 10.769 gestantes foram infectadas com virus Zika e até 2018 foram
registrados 2.819 casos de recém-nascidos que apresentaram algum grau de microcefalia
(SVS/MS, 2018). Ja com relagéo a febre Chikungunya, em 2015, foram notificados 38.332
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casos provaveis e 34,5% desses casos foram confirmados. Em 2016, foram registrados
263.598 casos provaveis em 2.752 municipios, sendo que 55% desses casos foram
confirmados e a regido de maior incidéncia no pais foi a regido Nordeste (SVS/MS, 2016). A
diferenca nos numeros de casos de febre Chikungunya pode ser melhor visualizada na Figura
3 gue mostra a distribuicdo de casos provaveis de febre Chikungunya, somatorio de casos por
semana, nos anos de 2015 a 2016.
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Figura 3 - Distribuicdo de casos provaveis de febre de Chikungunya, por semana, ao longo
dos anos de 2015 a 2016 (Adaptado de SVS/MS, 2016).

1.2 Aedes aegypti

O mosquito Aedes aegypti € um artropode da familia Culicidae e teve sua origem na
Africa subsaariana a partir de um ancestral selvagem, a subespécie Aedes aegypti formosus,
que possui habitos bastante diferentes do Aedes aegypti. Acredita-se que em algum momento,
h& milhares de anos atras, essa subespécie selvagem passou a conviver com 0s humanos e
ganhou a preferéncia por se alimentar de seu sangue. O Aedes aegypti espalhou-se
mundialmente gracas a mobilidade do homem e conseguiu se adaptar as mudancas que a
humanidade foi submetida e também as que foram provenientes da evolucdo dos habitos
humanos, e devido a isso € considerado um animal sinantropo — evolui com a humanidade,
mesmo que involuntariamente. O mosquito se adaptou facilmente aos ambientes urbanos,
adquirindo habitos diurnos para alimentacdo sanguinea e disseminacdo de ovos. A Figura 4

demonstra o ciclo biolégico do mosquito, que vai desde a postura de ovos, passando por
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quatro estagios larvais, seguido pela formacao de pupa e finalmente concluindo com a forma
adulta (TOWNSON, 1993).

Mosquito adulto

“"‘ukum‘)v”.l‘w""

Ovos

Figura 4 - Ciclo biol6gico da Aedes aegypti iniciado pela ovoposi¢ado, eclosdo, passagem por

4 estagios lavais, pupa e adulto (autor).

O mosquito Aedes aegypti macho alimenta-se apenas de néctar de plantas, enquanto
a fémea é hematt6faga e o vetor responsavel pela transmissdo dos arbovirus quando da sua
alimentacdo de sangue. Esse mosquito prefere regides de clima quente e Umido que sdo
adequadas ao seu ciclo reprodutivo, como mostrado na Figura 5, o mapa global de
distribuicdo de A. aegypti pelo mundo (KRAEMER et al., 2015).

A fémea deposita seus ovos em recipientes com agua parada, de preferéncia limpa,
chamados de criadouros. Estes criadores, nos centros urbanos, podem variar desde caixas
d’agua, vasos de plantas, pneus velhos e até mesmo tampas de garrafas. A presenca de
criadouros é um forte indicativo da crescente populacdo de mosquito em uma determinada
regido, e sua eliminacdo, quando possivel, com o uso de inseticidas quimicos serve como

forma de controle para impedir ciclo biologico de desenvolvimento do mosquito.
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Figura 5 - Mapa global da distribuicdo de Aedes aegypti. Probabilidade de ocorréncia (de 0
azul para 1 vermelho) (Kraemer et al., 2015).

Responsavel pela transmissdo de arboviroses, o A. aegypti ficou conhecido,
inicialmente, pela disseminacdo da Febre Amarela. A Febre Amarela foi erradicada em boa
parte do mundo com a producdo de vacinas eficazes. Atualmente, o mosquito é mais
conhecido pela transmissdo de outras arboviroses como Dengue, febre Zika e febre
Chikungunya. A producdo de vacinas para 0s arbovirus causadores dessas doencas ainda é
ineficiente, isso porque fatores como a variabilidade genética, determinacdo dos mecanismos
de protecdo imunoldgicas, tempo de desenvolvimento e a ndo manifestacdo dos sintomas das
doencas em modelos animais convencionais sdo fatores limitantes na producdo de vacinas
para essas doencas (BARRET et al., 2006; WHITEHEAD et al., 2007; WEBSTER et al.,
2009). Assim, a melhor forma de combate a essas doencas ainda é o controle da populacao de
mosquitos vetores através da eliminacdo de criadouros e pela adi¢do de larvicidas e/ou uso de
inseticidas.

1.3 Controle populacional de mosquitos

Controlar mosquitos transmissores de doengas ndo é uma tarefa facil, principalmente
depois que mosquitos como o Aedes aegypti se espalharam mundialmente com o
deslocamento da humanidade entre continentes e se adaptaram a ambientes urbanos. Nao

existe uma unica forma de controlar o A. aegypti; no entanto, um conjunto de medidas e
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métodos, como controles bioldgico, quimico, mecénico, biotecnoldgico entre outros, podem
ser utilizados de forma integrada no combate efetivo desses mosquitos. Entre os métodos de
controle citados podemos destacar o controle quimico como uma das formas mais efetivas e

utilizadas atualmente.

O controle quimico consiste na utilizacdo de inseticidas organicos ou inorganicos,
sendo estes ultimos ambientalmente invidveis, ja que a maioria possui metais pesados em suas
estruturas, apresentando alta toxicidade para os seres vivos (SANCHES, 2003). Os inseticidas
organicos mais utilizados pertencem aos grupos dos organoclorados, organofosforados,
carbamatos e piretroides, todos estes atuando diretamente no sistema nervoso dos insetos
(APONTE et al., 2013; KISHK et al., 2017; KIM et al., 2018), conforme apresentado na
Figura 6. Esses inseticidas, dependendo do momento de interrupcdo do ciclo de vida do

inseto, podem ser ainda divididos em larvicidas e mosquitocidas (MELONI et al., 2018).
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Figura 6 - Principais classes de inseticidas organicos utilizados no controle de insetos (autor).

O primeiro inseticida organoclorado sintetizado foi o diclorodifeniltricloroetano
(DDT) em 1874 por O. Zeidler. Contudo, seu uso efetivo como inseticida comecgou a partir de
1939 com Paul Miller. Os organoclorados sdo divididos em quatro grupos: difenilalifaticos,
hexaclorociclohexanos, ciclodienos e policloroterpenos. O primeiro grupo de inseticidas
sintéticos é o dos difenilalifaticos, no qual o DDT faz parte. Outro organoclorado conhecido é
0 benzeno-hexacloro (BHC), que faz parte do grupo dos hexaclorociclohexanos e atua de
forma semelhante ao DDT, e comercialmente é conhecido como Lindano. Nos demais grupos
destacam-se o clordano e aldrina que fazem parte dos ciclodienos, Toxafeno e Estrobane que
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fazem parte dos policloroterpenos. Esses organoclorados atuam inibindo receptores do acido
gama-aminobutirico (GABA), aumentando a permeabilidade aos ions cloreto nas membranas
dos neurdnios. Apesar de terem sido bastante utilizados no passado, a Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) ndo recomenda o uso de inseticidas organoclorados devido a sua
bioacumulagdo no meio ambiente e em tecidos animais (NEWTON, 2018, ATTAULLAH et
al., 2018).

Os organofosforados sdo inibidores irreversiveis da enzima acetilcolinesterase
(AChE), uma importante enzima no sistema nervoso, responsavel pela degradacdo da
acetilcolina (KING e AARON, 2015). Organofosforados podem ser divididos em alifaticos,
aromaticos, heterociclicos, e diferentemente dos organoclorados ndo se acumulam no meio
ambiente e tecidos animais. O Temefds é um organofosforado aromético recomendado pela

OMS como larvicida a ser utilizado em agua potavel e sua estrutura quimica esta na Figura 7.

Com um modo de acdo analogo, os carbamatos também sdo inseticidas
anticolinesterasicos. Derivados do acido carbamico, esta classe de inseticidas surge como
melhor opcdo em relacdo aos organofosforados, pois sdo inibidores reversiveis da
acetilcolinesterase, estaveis e menos toxicos (ECOBICHON, 1994). No entanto, esta classe de
inseticidas vem sendo apontada como responsavel pela geracdo de neoplasias e alteracdes na
resposta imune em seres humanos (DHOUIB et al., 2016). Propoxur, Carbaril e Carbofurano
sdo alguns exemplos de carbamatos disponiveis comercialmente (BRAGA; VALLE, 2007,
SANTALADCHAIYAKIT et al., 2012) e a estrutura quimica do Propoxur é apresentada na
Figura 7.
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Figura 7 - Estruturas quimicas do Temefds e do Propoxur, inseticidas representantes da classe

Organofosforados e Carbamatos, respectivamente (autor).
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J& os piretroides sdo inseticidas sintéticos derivados das piretrinas (observado na
Figura 8) que, por sua vez, sdo inseticidas naturais encontrados em flores de Chysanthemum
cineraraefolum. Esses inseticidas sdo neurotoxinas que atuam prologando a abertura dos
canais de sédio, num mecanismo de acdo analogo aos inseticidas organoclorados (LUND;
NARAHASHI, 1981; LUND; NARAHASHI, 1981).
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Figura 8 — (a) Chysanthemum cineraraefolum, (b) Piretrina e (c) Piretroide (autor).

Permetrina, Cipermetrina e Ciflutrina sdo alguns exemplos de piretrdides bastante
utilizados para pulverizacéo residual e espacial no controle de A. aegypti e A. albopictus. A
Deltametrina, além de utilizada na pulverizacdo, também € utilizada como larvicida para
reduzir a densidade de larvas no ambiente (AKINER et al., 2009). Apesar de ndo serem
toxicos para seres humanos e aves, os piretrdides sdo altamente téxicos para animais de
ambientes aquaticos (WERNER; YOUNG, 2018).

Frente ao exposto, nota-se uma necessidade continua desenvolvimento de novos
inseticidas devido a perda de larvicidas através do desenvolvimento de resisténcia. A urgéncia
por produtos com ambientalmente mais favoraveis e perfis toxicolégicos menos danosos séo
essenciais para entender e promover o desenvolvimento de novas estratégias para o controle

dos vetores.

1.4 Viadas quinureninas

A via das quinureninas é a principal via metabdlica responsavel pela degradacéo do
triptofano em seres vivos. Cerca de aproximadamente 95% do triptofano, um aminoéacido
essencial para a sintese de proteinas, é detoxificada por esta cascata bioquimica (WU et al.,
2018). Como o proprio nome da via sugere, os intermediarios metabdlicos da rota sdo

quinureninas que, ao final da biossintese dardo origem ao &cido quinolinico, acido
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quinurénico ou &cido xanturénico como principais produtos finais. O principal metabolito
final produzido e sua concentracdo dependem de cada organismo vivo estudado (LI e LI,
1997; LI, 1999; CHEN e GUILLEMIN, 2009), como pode ser observado na Figura 9. Nos
animais e seres humanos, quando totalmente degradados, esses acidos s@o incorporados a via
de producdo da adenina e nicotinamida (NAD"), coenzimas fundamentais na respiragdo
celular (STONE, 2000; SCHWARCZ, 2004; PHILLIPS, 2011; HAZARI e BHAD, 2015).
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Figura 9 — Via das quinureninas e principais produtos por espécies (autor).

A via das quinureninas é extensa e tem uma quantidade significativa de
intermediarios, porém neste trabalho sera dada énfase a 3-hidroxi-quinurenina (3-HK),
metabolito intermediério produzido a partir da quinurenina apés agdo da enzima quinurenina
monooxigenase (KMO), conforme mostrado na Figura 10. Em humanos, quando presente em
quantidades maiores que as normais, a 3-HK esta relacionada a doencas como Huntington,
Alzheimer, esquizofrenia, depressdo e mal de Parkinson (GUIDETTI et al., 2006; GULAJ et
al., 2010; MYINT et al., 2011; CHO et al., 2017; LIM et al. 2017). Alguns autores (LI, 1999;
STONE, 2004; HAN et al., 2006) estudaram o acumulo de 3-hidroxi-quinurenina em insetos
dos géneros Aedes e Anopheles e concluiram que esse metabdlito é oxidado espontaneamente

a espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONS), provocando estresse oxidativo e
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levando, entdo, a apoptose de células neuronais através de uma cascata de sinalizagdo
chamada de cascata das caspases (ACCORSI et al., 2015).

A 3-hidroxi-quinurenina € formada pela acdo da enzima KMO a partir da
quinurenina e posteriormente convertida em acido xanturénico pela acdo da enzima 3-hidréxi-
quinurenina transaminase (3-HKT), essa reacdo é mostrada na Figura 10. O &cido xanturénico
€ um metabdlito atoxico para o inseto, sugerindo, assim, que a reacdo € uma via de
detoxificacdo da 3-HK nos mosquitos (LI e LI, 1997; HAN, 2002; HAN e Li, 2002; HAN et
al., 2007). Apesar de sua toxicidade elevada, a 3-HK possui fundamental importancia no ciclo
de vida nos insetos, j& que durante a fase pupa essa substancia é a responsavel pela formacao
de omocromos, pigmentos responsaveis pela coloracéo das asas e olhos dos mosquitos (HAN
et al., 2006).
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Figura 10 - Via das quinureninas em mosquitos. TDO: triptofano dioxigenase; KFM
quinurenina formamidase; KMO: quinurenina monooxigenase; KAT: quinurenina

aminotransferase; HKT: 3-hidroxi-quinurenina transaminase (Han et al. 2007).

Ao estudar o ciclo de vida do Plasmodium falciparium em mosquitos Anopheles
spp., vetor responsavel pela disseminacdo da malaria, Rossi et al. (2005); Vidhyanandhini e
Kumar, (2008) atestaram a substancial importancia do &cido xanturénico para a reproducédo do
protozoario. Deste modo, ao inibir a enzima responsavel pela transaminacédo e converséo de 3-

HK ao &acido xanturénico, gerando acumulo de 3-HK, isto interferiria ndo apenas no
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metabolismo dos mosquitos do género Anopheles, mas também poderia ser experimentado

uma interrupcao no ciclo de vida de P. falciparium.

A funcdo metabolica da enzima AeHKT (3-hidroxi-quinurenina transaminase de
Aedes aegypti) €, primeiramente, realizar a transaminacdo do substrato 3-HK para formar
acido xanturénico. Nesse caso, para o funcionamento da enzima é necessaria a presencga de
um substrato amino-doador (3-HK), um amino-aceptor (acido glioxilico), e ainda a presenga
do piridoxal 5°-fosfato (PLP), que atua como coenzima ligando-se ao grupo amino da cadeia
alifatica de 3-HK para facilitar a transferéncia da amina para o componente amino-aceptor
(ROSSI et al., 2006; HAN et al., 2006). Sua segunda funcdo é realizar a conversdao do
glioxilato a glicina (HAN e LI, 2002), como pode ser verificado na Figura 11. HAN et al.
(2006) demonstraram que o A. aegypti possui dois tipos de alanina-glioxilato
aminotransferases (AeHKT e AeAGT) e estas apresentam 46% de similaridade em suas
sequéncias de aminoacidos. Porém, somente a AeHKT consegue metabolizar a 3-HK. Em
principio, as diferencas na funcdo enzimatica devem ser refletidas nas estruturas primarias e

tridimensionais e alguns aspectos podem ser apontados:
e Todos os residuos envolvidos na ligacdo de PLP nessas sequéncias sdo conservados;

e Existem sete locais de ligacdo do substrato e cinco deles sdo conservados entre
AeHKT e AeAGT,;

e Os residuos da quarta ligacdo sdo asparagina em AeHKT, mas o local de ligacdo é
histidina em AeAGT;

e O quinto residuo de ligacdo é acido glutamicona AeHKT, mas o quinto residuo de

ligacdo torna-se serina em AeAGT;
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Figura 11 — Ac¢éo das enzimas transaminases HKT e AGT de Aedes aegypti (Han et al. 2006).
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O substrato natural da enzima 3-HKT de Anopheles spp. € uma molécula bastante
semelhante com o inibidor encontrado na literatura, diferindo apenas em um grupo amino
presente em 3-HK, e que estd ausente no inibidor. Esse fato, possivelmente, justifica a
inibicdo da enzima, uma vez que naturalmente a enzima é responsavel pela transaminagdo do
grupo amino do substrato amino-doador para amino-receptor (ROSSI et al., 2006). Pode-se
observar na Figura 12 que a estrutura desse inibidor tem similaridade aos de acidos 3-aril-5-il-
1,2,4-oxadiazol propandicos. Tendo em vista tal similaridade, varias séries de 1,2,4-
oxadiazois contendo um grupo &cido na cadeia lateral em C-5 foram testados por nosso grupo
como provaveis inibidores da AeHKT (Alves et al. 2013; Oliveira et al. 2013; Maciel, 2016).
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Figura 12 - Comparacdo estrutural entre o inibidor testado e um protétipo proposto por nosso

grupo (autor).

1.5 Os 1,2,4-oxadiazois

Oxadiazois sdo compostos heterociclicos de cinco membros com um oxigénio e dois
nitrogénios (Figura 13). Seus heteroatomos podem estar organizados em isémeros
constitucionais de quatro possiveis formas diferentes. (CLAPP, 1976). Seu anel é resistente a
hidrélise e atua como bioisdstero de grupos amidas e ésteres, mostrando-se promissores
candidatos a farmacos (ANDERSEN et al., 1996).

N
0

Figura 13 — Estrutura geral dos 1,2,4-oxadiazois (autor).
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Os 1,2,4-Oxadiaz0is podem ser sintetizados por diversos métodos, sendo o mais
comum a O-acilacdo de amidoximas (I) com &cidos carboxilicos (I1) na presenca de agentes
ativadores de carbonila como dicicloexilcarbodiimida (DCC), N,N"-carbonildiimidazol (CDI)
ou tetrafluorborato de 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (TBTU), seguido de
ciclodesidratacdo térmica (Esquema 1) para formar o heterociclo do 1,2,4-oxadiazol (111)
correspondente (LADE et al., 2017; BAYKOQOV et al., 2017; SHARONOVA et al., 2018).
Ainda, podem ser sintetizados fazendo uso de derivados de &cidos carboxilicos como
anidridos ou cloretos de &cido. Por exemplo, para a sintese de &cido de oxadiazdis, o anidrido
succinico (IV) pode reagir com a benzamidoxima (1), na auséncia de solvente, para formar o0s
1,2,4-oxadiazois apés acilacdo e ciclodesidratacdo térmica (V) (SRIVASTAVA et al., 1984;
LEITE et al., 2000; ZHANG et al., 2005; ALVES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013;
MACIEL, 2016).
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Esquema 1 — Formacao de oxadiazdis via rea¢do de amidoximas com o acido benzoico (1) e

com o anidrido succinico (1V).

Utilizando cloretos de &cido e substituindo a etapa de ciclizagdo térmica pelo uso de
fluoreto de tetrabutilaménio (TBAF) em temperatura ambiente, Gangloff et al. (2001)
desenvolveram uma nova metodologia para a sintese de oxadiaz0is que possuem substituintes

sensiveis a altas temperaturas e/ou condic¢des extremamente basicas. O Esquema 2 mostra que
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cloreto de acila (V1) reage com a benzamidoxima (1) em meio bésico, com diclorometano
como solvente, formando assim a benzamidoxima O-substituida. Na etapa seguinte, a
benzamidoxima O-substituida é submetida a reacdo com TBAF, em THF, em temperatura
ambiente, produzindo o 1,2,4-oxadiazol (VI1). O TBAF libera o ion fluoreto que, em solvente

apréticos polares, atua como uma base forte.
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Esquema 2 — Formagéo de 1,2,4-oxadiazol via acilagdo da benzamidoxima com cloreto de

acetila, seguido de ciclizacdo com TBAF.

Residuos de aminoacidos podem ser condensados a amidoximas, adicionando-se um
estereocentro na cadeia lateral do C-5 de 1,2,4-oxadiazdis (MELO et al., 1998; BRAGA et
al., 2004). Melo et al. (1998) descreveram a reacdo de amidoximas (I) ao L-acido aspartico
protegido (VI11), em presenca de DCC, com posterior etapa de ciclizacdo térmica, para obter

oxadiazois (1X) contendo cadeias de L-alanina (Esquema 3).

CH,Ph H
Ph NH, o~
\ﬁ c DCC NHBoc
+ _ ) =
N 07 CHyCly, N3 )—K/\
~oH : COOCH,Ph
NHBoc OH ta
I Vil 100 - 110°C
54 - 66%
Ph

}N NHBoc
N\
COOCH,Ph

(0]

IX

Esquema 3 — Formagéo de 1,2,4-oxadiazol com um residuo de L-alanina na cadeia lateral do
C-5.
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Com uma perspectiva ecologicamente sustentavel, a sintese de heterociclos como
1,2,4-oxadiaz6is vem sendo realizada via micro-ondas de maneira mais pratica, com a
reducdo do numero de etapas reacionais, na auséncia de solventes e atingindo altos
rendimentos (AMARASINGHE et al.,, 2006; DU et al., 2006; DU et al., 2007
ROSTAMIZADEH et al., 2010; KANDRE et al., 2013). Neves et al. (2009) realizaram o
acoplamento da amidoxima (I) ao anidrido succinico (1) formando o 1,2,4-oxadiazol (V),

via micro-ondas, com altos rendimentos como observado no Esquema 4.

100W
Ph N
Y 120°C, 2min__ /A
N
-
O/KWOH

v V'

Esquema 4 — Formacao do 1,2,4-oxadiazol via micro-ondas, reacdo livre de solvente.

Outros pesquisadores relatam a obtencdo de 1,2,4-oxadiazOis via micro-ondas a
partir de procedimentos do tipo one-pot (ADIB et al., 2006; ROSTAMIZADEH et al., 2010;
KANDRE et al., 2013). Partindo de benzonitrilas (X) e hidroxilaminas (I), na auséncia de
solventes e sob irradiacdo de micro-ondas, benzamidoximas podem ser formadas. Em
seguida, a benzamidoxima resultante reage com cloreto de acido, também sob acdo de micro-
ondas, formando o 3-fenil-5-(p-clorofenil)-1,2,4-oxadiazol (X1) em rendimento de 95%,

conforme descrito no Esquema 5.

NH-,OH.HCI —0
CN 2 Ph NH,,
Y 450w, 130°C, 10 mm
—,... /
100°C, 3 min p—CIC5H4COC|
X |
95%

Esquema 5 — Sintese do 3-fenil-5-(p-clorofenil)-1,2,4-oxadiazol via micro-ondas, livre de

solvente.
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O 1,2,4-oxadiazol é um anel amplamente citado na literatura, uma vez que moléculas
que contém este heterociclo possuem diversas aplicacbes farmacolédgicas como, por exemplo,
acOes anti-inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, antitumoral, larvicida, entre outras
(ALVES et al., 2013; OLIVEIRA et al.,, 2013; GOBEC et al.,, 2015; MACIEL, 2016;
JANARDHANAN et al., 2016; MAFTEI et al., 2016; YANG et al., 2019). Alguns exemplos
de moléculas que contém o nucleo 1,2,4-oxadiazol e que sdo dotadas de atividade bioldgica

sdo mostradas na Figura 14.
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Figura 14 — Estruturas de 1,2,4-oxadiazo6is biologicamente ativos (autor).

1.6 1,2,4-Oxadiazois e seu uso na interrupcao do ciclo de vida de Aedes aegypti

Em estudos anteriores, nosso grupo de pesquisa sintetizou trés séries de acidos 3-(3-
aril-1,2,4-oxadiazol-5-il) com cadeia lateral formada por grupos etandicos (2C), propanoicos
(3C) e butanoicos (4C), onde se estabeleceu a atividade larvicida para Aedes aegypti de acidos
de oxadiaz6is (NEVES FILHO et al., 2008; NEVES FILHO et al., 2009; ALVES, 2011;
OLIVEIRA et al.,, 2013). Ultraestruturamente, observou-se que estes novos larvicidas
atuariam promovendo alteracdes nas valvulas laringeas espirangulares do sifdo e papilas
anais, levando a morte do inseto (NEVES FILHO et al., 2009).
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Além de modificagcbes na cadeia alquilica alifatica dos acidos 3-(3-aril-1,2,4-
oxadiazol-5-il), foram realizadas variagbes de substituintes em seu anel aromaético,
derivatizacdes no grupo acido por éster, alcool e cetona, e também modificacdo do anel 1,2,4-
oxadiazol pelo anel do isoxazol. Os resultados obtidos mostraram que a atividade larvicida
para a série de acidos 2C segue um padrdo andlogo aos da série 3C, com os melhores
resultados obtidos para compostos contendo substituintes halogenados no anel aroméatico em
C-5 do heterociclo. A reducdo da cadeia alquilica alifatica em C-5 (série 2C, com um grupo
metileno entre o anel e a carbonila) resultou em compostos larvicidas menos efetivos, com
CLso (concentracdo letal para 50% da populacdo larval, em partes por milh&o) acima de 45
ppm. Seguindo a mesma tendéncia, o alongamento da cadeia alifatica com a série de 4C
apresentou os melhores resultados para atividade larvicida (OLIVEIRA et al., 2013). A
Tabela 1 mostra os resultados de atividade larvicida das trés séries de acidos 3-(3-aril-1,2,4-
oxadiazol-5-il), em que a cadeia alquilica alifatica foi reduzida e alongada, sendo que o
melhor larvicida teve o valor de CLso igual a 10,6 ppm.

As substituicdes realizadas no grupo arila localizado em C-3 de &cidos 3-(3-aril-
1,2,4-oxadiazol-5-il) mostraram-se bastantes significativas. Os acidos contendo bromo e cloro
apresentaram boa atividade larvicida, com valores de CLso abaixo de 30,0 ppm. Em
contrapartida, o composto contendo flior mostrou baixa atividade larvicida com um alto valor
de CLso (81,3 ppm). Esses resultados indicam que os efeitos eletronicos sdo tdo importantes
guanto os efeitos estéricos, ja que ha uma diferenca significativa no perfil larvicida das trés

séries de compostos (Tabela 1).

Tabela 1 - Derivacgdes da cadeia alquilica alifatica e atividade larvicida dos 1,2,4-oxadiazois.

Série 2C CLso Série 3C CLso Série 4C CLso
(ppm) (Ppm) (Ppm)

(o] Q

N 0 a FHs o a HaC N—Q 9 a
'MNMDH 9213 { N/)WOH 70’9 D/(N/)\/V\OH 75,9

ch/\y"
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@Qliveira et al, 2013.

ModificacGes no grupo acido também ja foram realizadas, e destas alteracGes ficou
patente que a modificagdo para um grupamento éster é a mais vantajosa. Essas alteracoes
apresentaram ésteres que tiveram melhores desempenho larvicida quando comparados com
seus acidos correspondentes. A atividade larvicida desses ésteres foi superior, em todos os
casos, quando comparados aos acidos equivalentes. Esse efeito pode estar relacionado a maior
lipofilicidade da funcdo éster que facilita a penetracdo dos compostos na mucosa das larvas
(ALVES, 2011; OLIVEIRA et al., 2013). Apesar de melhores resultados apresentados pelos
ésteres, sua lipofilicidade torna-se um fator preocupante, tendo em vista que larvicidas devem
possuir boa afinidade pelo meio aquoso, uma vez que 0 mosquito Aedes aegypti deposita seus

0VO0S em agua.

Modifica¢bes no anel heterociclico também foram realizadas, alterando-se o atomo
de nitrogénio da posicdo 4 do 1,2,4-oxadiazol por um grupo CH formando, portanto,
compostos com o anel do isoxazol. A unica diferenca entre esses compostos é o seu anel

heterociclico. No entanto, ao analisar e comparar seus valores de CLso, 0S compostos
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contendo o anel isoxazol sdo ligeiramente mais potentes que os 1,2,4-oxadiazéis. Apesar
disso, quando comparados aos 1,2,4-oxadiaz0is, os isoxazois sao sinteticamente mais dificeis
de serem obtidos, sdo fotossensiveis e seu anel heterociclico pode abrir e gerar as amino-
cetonas ou as ciano-cetonas correspondentes em meio aquoso (AKHREM et al., 1981;
CICCHI et al., 2011; HAN et al., 2014; VITALE e SCILIMATI, 2017). Isto limita a
introdugdo do anel do isoxazol nas estruturas de compostos larvicidas, ja que a estabilidade
em meio aquoso € uma caracteristica imprescindivel, uma vez que o A. aegypti se reproduz
em agua e estes compostos deverdo permanecer em ambiente aquoso nos criadouros por

longos periodos de tempo, muitas vezes expostos a luz solar.

Nosso grupo de pesquisa, através de estudos computacionais e experimentais, buscou
ainda propor um mecanismo de acao para 0s compostos sintetizados. A enzima HKT pode ser
um alvo molecular plausivel para a inibicdo por este tipo de estrutura de anel heterociclico. A
primeira evidéncia experimental que levou a essa suposic¢ao foi a coloragdo escura em larvas
de Aedes aegypti quando submetidas a acdo dos larvicidas 1,2,4-oxadiaz6licos (ALVES,
2011; OLIVEIRA et al., 2013). Apesar de a 3-HK ser um metabolito neurotdxico para
insetos, essa substancia apresenta fundamental importancia fisiolégica, uma vez que durante a
fase pupa essa substancia é responsavel pela formacdo dos omocromos, que sdo pigmentos
responsaveis pela coloracdo das asas e olhos compostos dos mosquitos (HAN et al., 2006).
Surgiu, entdo, a hipétese: o larvicida ao inibir a enzima HKT, promove o acimulo de 3-HK, o
gue promoveria a pigmentacao escura observada nas larvas quando tratadas com compostos
1,2,4-oxadiazolicos. A Figura 15 mostra um esquema explicativo demonstrando a acdo do

larvicida frente as larvas de Aedes aegypti.
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Via das Quinureninas

Larvas antes e apos
agao do larvicida

Responsavel pela produgiao de omocromos
(pigmentos)

Figura 15 - Atuacao do larvicida e evidéncia do acimulo de 3-HK em larvas de Aedes aegypti

(autor).

Buscando entéo a elucidacdo desse mecanismo de acdo, em um primeiro momento,
foram realizados estudos de docking molecular entre os compostos sintetizados em um
modelo estrutural da enzima HKT do mosquito Aedes aegypti (AeHKT), que foi adquirida por
homologia a partir da estrutura cristalografica da enzima correspondente de Anopheles
gambiae (AgHKT) (NASCIMENTO, 2010, OLIVEIRA et al., 2013). As coordenadas
atbmicas da estrutura AgHKT foram extraidas do banco de dados PDB (Protein Data Bank,
ID: 2CH1 e 2CH2) e utilizadas como matriz para 0 sequenciamento de aminoacidos
correspondentes a enzima HKT de A. aegypti resultando, portanto, em 73% de similaridade.
Nestes estudos, os calculos indicaram que o0s compostos heterociclicos (oxadiazbis e
isoxazoéis) acidos e ésteres se ligam a AeHKT com conformacdo e energia de ligacdo
semelhantes ao inibidor cristalografico, o acido 4-(2-aminofenil)-4-oxobutandico (OLIVEIRA
etal., 2013).

Com uma nova hipotese formulada, Maciel (2016) clonou, expressou e purificou
uma proteina HKT fusionada a glutationa-S-transferase, a partir de Escherichia coli, para
avaliar a inibicdo de 12 inéditos sais sodicos (com melhores solubilidades em agua que 0s
acidos ou ésteres correspondentes) dos compostos 1,2,4-oxadiazolicos da série de acidos
butanoicos (série 4C). Estes ultimos haviam apresentado os melhores resultados para

atividade larvicida. Uma metodologia para os testes de inibicdo foi padronizada e a inibicéo



39

da enzima foi mensurada a partir do acimulo de 3-HK no teste enzimatico. Se a hip6tese de
inibicdo da HKT é real, esperar-se-ia, ao final da reacdo, uma maior quantidade de 3-HK em
relacdo ao produto da reacdo, o acido xanturénico. A partir desses ensaios de inibicéo, foi
possivel concluir que os sais sintetizados sao inibidores da proteina HKT recombinante,
promovendo o acimulo de 3-HK, metabdlito toxico e responsavel pela morte das células

neuronais do inseto, no meio reacional.

Diante de tudo o que foi exposto, este estudo visou a sintese de uma série de 19 sais
sodicos de 4&cidos 4-[3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propandicos com variacbes nos
substituintes do anel aromético. Estes sais tiveram seu potencial anti-HKT testado ex vivo
frente @ HKT recombinante de Aedes aegypti, com a finalidade de se obter melhores

candidatos a larvicidas sintéticos contendo o anel do 1,2,4-oxadiazol.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Desenvolver novas substancias contendo o anel do 1,2,4-oxadiazol capazes de agir
como antagonistas competitivos da enzima HKT de Aedes aegypti, gerando acimulo de 3-HK

e consequentemente a morte do inseto.

2.2 Objetivos Especificos

Sintetizar 19 sais sodicos do acido 4-(3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propandico;

e Auvaliar a cinética da reacdo de inibi¢cdo dos compostos sintetizados frente a enzima
AeHKT a partir de um método espectrométrico;

e Determinar a Clsp dos compostos da série de 4-(3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-
propanoatos de sédio e evidenciar o potencial de inibicdo da enzima AeHKT;

e Estudar as tendéncias relacionadas aos substituintes presentes em cada composto a

partir de seus valores de Clso encontrados, a fim de desenvolver melhores

inibidores futuramente.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sintese dos sais sddicos de 1,2,4-oxadiaz0is

Sabe-se que os &cidos e derivados de 1,2,4-oxadiaz0is sdo dotados de atividade
larvicida. Uma limitacdo do uso dessas moléculas € a baixa solubilidade em agua (OLIVEIRA
et al., 2013). Sabendo-se que os protétipos finais, como larvicidas, deverdo ser usados em
criadouros de larvas como agentes larvicidas e que os testes de inibicdo da HKT sé&o
realizados em ambiente aquoso, fez-se necessaria a conversdo dos acidos 4-[3-(aril)-1,2,4-

oxadiazol-5-il]-propandicos nos respectivos sais sodicos (Esquema 6).

N
7 \g
EtOH
—_——
NHzOH.HCI " aoc Ar/< )\W
NaHCO3

as 30-98%

H50
2 Srivastava et al. (2009)
55-98%

Tiemann (1884)

51-98% | NaOH/MeOH

Ar
a: Fenila f: 3-Anisoila k: 3-NOz-Fenila p: 3-Toluila N
b: 4-Toluila g: 4-F-Fenila I: 4-CFz-Fenila q: 2-F-Fenila Ar/( )\/\’,/O Na
c: 4-Br-Fenila h: 2-Toluila m: 3,4-diCl=-Fenila r: 3-Br-Fenila
d: 4-Anisoila i: 3,4-Benzodioxolila n: 2-Furoila s: 2-Cl-Fenila
e: 4-Cl-Fenila j: 4-NQO=-Fenila o: 2-Tiofenila

Esquema 6 - Sintese geral dos sais sddicos 2a-s.

A Tabela 2 mostra os rendimentos dos sais sodicos, que variaram de 51 a 98%, e
seus respectivos pontos de fusdo. Estes foram obtidos a partir de amidoximas com seus
respectivos substituintes, reagidas com anidrido succinico para obtencdo dos respectivos
acidos 4-[3-(aril)-1,2,4- oxadiazol-5-il]-propandicos e posteriormente desprotonados em meio

contendo NaOH para formar os sais sédicos (Esquema 6).
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Tabela 2 - Dados experimentais das substancias 2a-s.

Substéancia Rendimento (%) Ponto de Fuséo (°C)
2a 93 171-172
2b 98 179-180
2c 90 238-240
2d 92 214-215
2e 97 217-218
2f 76 148-150
29 96 190-192
2h 92 170-172
2i 94 185-186
2] 97 225-226
2k 95 202-203
2l 98 194-195
2m 98 270-272
2n 51 228-230
20 96 188-190
2p 93 108-109
2q 86 170-172
2r 62 118-120
2s 98 100-102

Por ser um nucleéfilo ambidente, a hidroxilamina (I) possibilita dois tipos de
ataques. Quando o ataque é feito pelo atomo de oxigénio (uma base dura atacando um acido
intermediario), uma amida, mediada pelo controle cinético, podera ser formada. Ocorre entdo
um ataque intramolecular realizado pelo atomo de nitrogénio (I1), pois o atomo de carbono
atacado continua acido, o que facilita o processo. O intermediario (111) formado é um anel de
trés membros, oxaziridinio, bastante instvel, o que possibilita a clivagem da ligacdo C-O e
consequentemente acontece a formacdo da arilamidoxima (IV), conforme observado no
Esquema 7 (SRIVASTAVA et al., 2009).
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Esquema 7 - Formacédo da arilamidoxima a partir de nitrilas aromaticas.

Apo0s a sintese da arilamidoxima, a etapa seguinte consiste em sintetizar os &cidos
propandicos fundindo a arilamidoxima (11) com anidrido succinico (I11). O intermediario 1V
¢ formado e, em seguida ocorre uma transferéncia de hidrogénio (V) e a cicliza¢do (VI),
formando o anel 1,2,4-oxadiaz6lico (VI11). Por fim, ocorre uma desidratacdo (\V111), e o acido
final é formado (1X), como explicado no Esquema 8.

U ™ U =By
— Hy

OH

NH2 -

Ar NH3

N—O *
) o, S o=,
AV OH /Q Y.
Ar N Ar + N OH
(0]
0 H i
Vil Vi

Esquema 8 - Mecanismo de formacéo do acido 4-(3-Aril-1,2,4-oxadiazol-5-il-propandico.
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3.2 Caracterizacdo dos 4-[3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanoatos de sodio

Para os 19 compostos sais sodicos foram realizadas analises de espectroscopia na
regido infravermelho com transformada de fourier (FT-IR), espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 'H, de 3C e espectrometria de massas (MALDI-TOF). Os
resultados discutidos aqui se aplicam para 0s compostos 2a, 2e, 2i e 20. Os demais compostos

apresentaram padrdes espectroscopicos semelhantes.

Nos espectros de infravermelho, foi possivel identificar as bandas de estiramento C-
Har, C=0, C=N e N-O dos sais sodicos sintetizados, que correspondem respectivamente ao
estiramento C-H do anel aromatico, estiramento da ligacdo C=0 do grupamento carboxilico,
estiramento da dupla ligagdo C=N do anel de 5 membros e por fim estiramento da ligacdo N-
O, também do anel heterociclico. Os valores obtidos, correspondem, na devida ordem, a 2925;
1691; 1582; 1205 cm™. A Figura 16 mostra o padrdo de bandas obtidas a partir da analise de
FT-IR.
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Figura 16 — Espectro de infravermelho do sal sodico 2a.
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No espectro de RMN de 'H obtido para a substancia 2a, verifica-se a presenca de
dois tripletos, o primeiro em 2,56 ppm com constante de acoplamento J = 7,35 Hz, relativo ao
CH> da cadeia alifatica mais proxima do grupo carboxilato. Ja em 2,98 ppm com constante de
acoplamento J = 7,35 e integracdo para dois hidrogénios, corresponde ao metileno mais
desblindado e proximo do anel do heterociclo. O multipleto no intervalo de 7,44-7,32 ppm é
relativo a trés hidrogénios na regido aromatica, reconhecidos pela integracdo do pico. Por
outro lado, em 7,66 ppm o sinal corresponde a um dubleto com constante de acoplamento de
J=7,8 Hz, com integracdo para dois hidrogénios, referentes aos hidrogénios mais préximos do

anel do 1,2,4-oxadiazol, sofrendo entdo efeito de desblindagem por conta do anel (Figura 17).
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Figura 17 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, D,0) do sal sodico 2a.

A Figura 18 corresponde ao espectro de RMN de *C do sal sédico 2a, em que cada
sinal corresponde a um carbono presente em sua estrutura molecular, exceto pelos sinais em
126,9 e 129,0 ppm, que correspondem a equivaléncia simétrica dos carbonos presentes no
anel aromatico. Os picos em 125,2 e 131,6 ppm correspondem, respectivamente, ao carbono
ligado diretamente ao anel de 5 membros e ao carbono na posi¢ao para do anel aromatico em
relagcdo ao anel do heterociclo. Os picos dos grupos metilenos sdo os de menor deslocamento

qguimico 23,0 e 33,0 ppm. Ja os sinais na regido de 167,4 e 179,6 ppm sdo relativos aos
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carbonos do heterociclo, na devida ordem, Cs e Cs. Por conseguinte, o sinal mais desblindado
é referente ao carbono do grupo carboxilato, em 180,6 ppm.
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Figura 18 - Espectro de RMN de 3C (300 MHz, D,0) do sal sddico 2a.

A Figura 19 corresponde ao espectro de infravermelho do sal sédico 2e, em que foi
possivel identificar bandas em 2962 cm™, que corresponde ao estiramento em C-Har do anel
aromatico; 1589 cm, atribuida ao estiramento da ligagdo C=0 do carbono carboxilico; 1423
cm?, C=N e a banda em 1195 cm™, equivalente ao estiramento da ligagdo N-O presente no

anel 1,2,4-oxadiazolico.
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Figura 19 — Espectro de infravermelho do sal sddico 2e.

Analogamente ao composto 2a, observam-se, no espectro de RMN de 'H do
composto 2e (Figura 20), dois tripletos na regido de campo alto, sendo o primeiro com
integracdo para dois hidrogénios, em 2,64 ppm e com constante de acoplamento J = 7,2 Hz
relativo ao CH> da cadeia alifatica mais préxima da carbonila e, em 3,10 ppm, com constante
de acoplamento J = 7,35 Hz e integracdo para dois hidrogénios, o metileno mais desblindado,
préximo ao anel do heterociclo. Na regido que corresponde ao anel aromatico, tem-se dois
dubletos em 7,40 e 7,73 ppm com integracdo para dois hidrogénios cada, e ambos com
constante de acoplamento J = 8,7 Hz. Este padrdo de deslocamento quimico é tipico de anéis
aromaticos para-dissubstituidos (sistemas AA’BB’).
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Figura 20 — Espectro de RMN de H (300 MHz, D20) do sal sddico 2e.

No espectro de RMN de *C correspondente ao composto 2e, Figura 21, cada sinal
corresponde a um carbono presente em sua estrutura molecular, em que os picos 20,9 e 30,9
ppm representam os carbonos dos grupos metileno da cadeia alifatica. Os sinais em 121,6 e
134,8 ppm sdao compativeis, respectivamente, aos carbonos aromaticos ligados diretamente ao
anel heterociclo e o carbono ligado ao 4&tomo de cloro na posicdo para e que estd mais
afastado devido ao efeito de desblindagem causado pelo atomo de cloro mais eletronegativo.
Os picos em 126,2 e 126,8 ppm correspondem aos carbonos que estdo no mesmo ambiente
quimico devido a simetria apresentada no anel aromatico. Ja na regido de 164,5 e 177,4 ppm,
esses sinais, sdo relativos aos carbonos do anel heterociclo Cs e Cs. Finalmente, o sinal mais

desblindado é referente ao carbono do grupo carboxilato em 178,7 ppm.
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Figura 21 - Espectro de RMN de *3C (300 MHz, D,0) do sal sddico 2e.

A Figura 22 exibe o espectro de infravermelho do composto 2i, em que as bandas
2902 cm?, 1582 cm?, 1582 cm™, 1230 cmt, 1023 cm™ foram evidenciadas e correspondem,
na devida ordem, ao estiramento em C-Har do anel aromatico, estiramento da ligacdo C=0
do carbono carboxilico, estiramento das ligagbes C=N e N-O presente no anel 1,2,4-
oxadiazélico e, por fim, estiramento da ligagcdo C-O do anel benzo[d][1,3]dioxolila.
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Figura 22 — Espectro de infravermelho do sal sédico 2i.

Ao espectro de RMN de *H do composto 2i apresentado na Figura 23, atribui-se dois
tripletos na regido de campo alto para os deslocamentos quimicos de 2,62 e 3,07 ppm.
Ambos os sinais tém integracdo para dois hidrogénios e possuem a mesma constante de
acoplamento J = 7,5 Hz. Esses picos representam os grupos metileno da cadeia alifatica entre
o anel 1,2,4-oxadiazolico e o grupo carboxilico. Em seguida, temos um simpleto com
deslocamento quimico de 5,94 ppm referente ao grupo metileno do anel
benzo[d][1,3]dioxolila. J& na regido correspondente ao anel aromatico, tem-se dupleto em
6,86 ppm, com constante de acoplamento J = 8,4 Hz, dupleto em 7,23 ppm, com constante de
acoplamento J = 1,2 Hz e duplo dupleto em 7,36 ppm, com constantes de acoplamento J = 8,7
e 1,2 Hz. O sinal em 1,80 ppm foi atribuido a impurezas na amostra, mesmo com 0
aparecimento desse pico podemos confirma um alto grau de pureza ao composto quando
verificado pelo RMN de *3C, onde ndo foi verificado sinais excedentes daqueles atribuidos

aos carbonos encontrados na estrutura do composto.
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Figura 23 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, D20) do sal sédico 2i.

O espectro de RMN de *C correspondente ao composto 2k (Figura 24). Os sinais
que se encontram em campo alto correspondem aos carbonos do grupo metileno presentes na
cadeia alifatica lateral ao anel 1,2,4-oxadiazolico, e que aparecem em 20,8 e 30,9 ppm. Em
99,7 ppm encontra-se o carbono referente ao grupo metileno do anel benzo[d][1,3]dioxolila.
Todos os carbonos do anel aromatico sdo visualizados, assim, os seis carbonos possuem
deslocamento quimico em 104,6; 106,5; 116,8; 120,0; 145,3; 147,7 ppm, sendo os ultimo,
mais desblindado, correspondente aos carbono ligado diretamente ao oxigénio do grupo
benzo[d][1,3]dioxolila. J& na regido de 166,0 e 179,6 ppm, encontram-se 0s sinais relativos
aos carbonos Cz e Cs do anel heterociclo. Por fim, o sinal mais desblindado é referente ao

carbono do grupo carboxilato em 181,5 ppm.
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Figura 24 — Espectro de RMN de *3C (300 MHz, D,0) do sal sodico 2i.

Para o composto 20 foram atribuidas as seguintes bandas em seu espectro de
infravermelho, apresentado na Figura 25. Em 2925 cm™ ha o estiramento em C-Har do anel
aromatico; em 1572 cm™ ha o estiramento da ligagdo C=0 do carbono da carbonila; a banda
em 1417 cm? ¢ atribuida ao estiramento da ligagdo C=N e a banda em 1313 cm? seria

correspondente ao estiramento da ligacdo N-O presente no anel 1,2,4-oxadiaz6lico.
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Figura 25 — Espectro de infravermelho do sal sddico 2o.

Observa-se, no espectro de RMN de *H, do composto 20 apresentado na Figura 26,
dois tripletos na regido de campo alto, sendo o primeiro com integracdo para dois hidrogénios,
em 2,73 ppm e com constante de acoplamento J = 7,2 Hz, relativo ao CH> da cadeia alifatica
mais proxima da carbonila. J& o segundo, em 3,16 ppm, também com constante de
acoplamento J = 7,2 Hz e integracdo para dois hidrogénios, equivale ao CHz mais
desblindado, préximo ao anel do oxadiazol. Na regido que corresponde ao anel aromatico,
tem-se um duplo dupleto em 7,20 ppm com integracdo para dois hidrogénios e com constante
de acoplamento J = 4,2 e 4,2 Hz e, finalmente, simpleto em 7,67 ppm com integracdo para
dois hidrogénios. Este padrdo de acoplamento é tipico de anéis heterociclicos aromaticos.
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Figura 26 — Espectro de RMN de *H (300 MHz, D20) do sal sédico 2o.

A Figura 28 corresponde ao espectro de RMN de *C do sal sédico 20, em que cada
sinal corresponde a um carbono presente em sua estrutura molecular. Os picos dos grupos
metilenos estdo em 23,0 e 33,0 ppm. A regido dos carbonos aromaticos é compreendida entre
126,4 e 130,4 ppm. Os sinais em 130,4 e 130,1 ppm estdo sobrepostos devido as semelhancas
no ambiente quimico dos carbonos. Os sinais na regido de 163,5 e 179,6 ppm sdo relativos
aos carbonos do heterociclo, na devida ordem, Cs e Cs. O sinal mais desblindado é referente

ao carbono do grupo carboxilato em 180,7 ppm.
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Figura 27 - Espectro de RMN de *3C (300 MHz, D,0) do sal sddico 20.

3.3 Cinética de inibicdo enzimatica

O mecanismo de inibicdo da enzima HKT recombinante de Aedes aegypti foi
investigado através do estudo de sua cinética enzimatica. De acordo com a Figura 28, que
representa a curva de saturacdo, a reacdo da enzima na presenca e auséncia do inibidor de
referéncia (2a) satisfaz 0 modelo de Michaelis-Menten (Eg. 1), e assim é estabelecido seu
duplo-reciproco para gerar gréaficos lineares de Lineweaver-Burk, objetivando estimar o tipo

de mecanismo de inibicéo.

Vi ge [S]
'er — LAY ~
0 T &, +5] Equagéo 1
O grafico de Lineweaver-Burk mostra um comportamento tipico para cinética de
inibicdo competitiva. Nesse tipo de inibi¢do, 2a ocupa o sitio ativo impedindo que o substrato
3-HK se ligue a enzima AeHKT, e um complexo enzima-inibidor é formado coibindo a
funcédo de transaminacdo da enzima AeHKT recombinante. Nesse sentido, pode-se determinar

a saturacao dos sitios ativos da enzima AeHKT a partir da teoria de Michaelis-Menten.
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Figura 28 — Modelo cinético de inibicdo de Michaelis-Menten na presenca e auséncia do

inibidor 2a.

Em uma inibicdo competitiva a equacdo de Michaelis-Menten ganha um novo

arranjo tornando-se,

W= ﬁ Equacdo 2
Em que:
Vo, =1+ %L] Equacéo 3
_ [1s] .
i [ Equacao 4

A equacdo acima descreve caracteristicas importantes da inibicdo competitiva. A
constante de Michaelis-Menten, Km, € uma variavel determinada experimentalmente que
representa a afinidade do sitio ativo da enzima pelo substrato, sendo dada pela concentragéao
de substrato no ponto em que a metade da velocidade mé&xima é atingida. Em uma inibicéo
competitiva, essa constante aumenta com um fator o que representa a parcela de contribuigédo
do inibidor. Em reacGes enzimaticas reversiveis do tipo competitivas as retas geradas no

gréfico de Lineweaver-Burk se encontram no eixo y e representam o inverso da velocidade
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méaxima atingida pela reacéo, isso ocorre porque tanto o substrato quanto o inibidor competem
pelo mesmo sitio ativo da enzima. Por ser reversivel é possivel deslocar a inibidor do sitio
ativo com uma alta concentracao de substrato sendo adicionada na reagdo, assim, o equilibrio
da reacéo é restabelecido e reacéo atinge sua velocidade maxima como apresentada na Figura

29, confirmando assim que nossa reacao € do tipo competitiva.

Grafico de Lineweaver-Burk
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Figura 29 — Gréfico de Lineweaver-Burk para cinética da reacao na presenca e auséncia do
inibidor 2a.

3.4 Estudo da inibicdo da AeHKT recombinante pelos sais sintetizados 2a-s

A atividade inibitoria dos 19 compostos recem-sintetizados derivados dos 4-(3-(aril)-
1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoatos de sodio foi investigada a partir de um método
espectrométrico ex vivo capaz de detectar, com bastante sensibilidade, a atividade de inibicédo
da enzima AeHKT. A partir da atividade inibitoria dos ensaios enzimaticos com diferentes
concentragfes, uma curva dose-resposta foi construida para determinar a metade da
concentracdo inibitoria (Clsg) maxima dos inibidores. O valor de Clsp foi obtido a partir da
regressdo nao-linear da curva dose-resposta de cada um dos inibidores aqui sintetizados. Por
exemplo, na Figura 30, ha a curva dose-resposta para o inibidor 2d, que apresentou 0 menor
valor de Clsg, concentracdo inibitoria para 50% da populacdo de receptores, ou seja, € 0
melhor inibidor aqui sintetizado. O mesmo padréo de curva dose-resposta foi encontrado para
0s demais inibidores (Figura 31).



Figura 30 — Curva Dose-Resposta da reacdo de inibicdo entre AeHKT e o composto 2d.
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Figura 31 — Curvas Dose-Resposta para a atividade de todos os 19 inibidores 2a-s.
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Os valores de Clso para os 19 sais estdo compilados na Tabela 3. Algumas tendéncias
com relacdo a estrutura dos compostos sintetizados e os valores de Clso foram observadas.

Por exemplo, a modificacdo do grupo aromatico de 6 membros (2a, fenil) para anéis
aromaticos de 5 membros em 2n (2-furil) e/ou 20 (2-tiofenil) foi positiva para a reacdo de
inibicdo de AeHKT, ja que o valor de Clso diminuiu da seguinte forma 2a (139,5 mM) > 2n
(83,6 mM) > 20 (67,6 mM). De fato, o anel tiofeno é considerado biois6stero de grupos fenila,
uma vez que o anel do tiofeno é aromatico e possui caracteristicas eletrénicas semelhantes
(BARREIRO; FRAGA, 2001). Isto pode estar relacionado aos tamanhos dos anéis,
favorecendo o encaixe no sitio ativo da HKT.

Para os inibidores que possuem substituintes doadores de densidade eletronica em
seu anel aromatico, os valores de Clso diminuiram de acordo com a posic¢éo do substituinte em
relacdo a seu afastamento com o anel 1,2,4-oxadiazdlico, onde a seguinte tendéncia foi
observada para < meta < orto. Essa propenséo foi observada tanto para os inibidores 2b (73,0
mM), 2h (110,3 mM) e 2p (339,0 mM) que possuem o grupo metila, como substituinte no anel
aromatico, quanto para 0os compostos 2j (76,0 mM) e 2k (84,5 mM) que possuem o grupo NO>
presente em seu anel aromatico, indicando que compostos orto e meta dissubstituidos
configuram melhores candidatos a larvicidas. Dessa maneira, podemos sugerir que quanto
mais distante a substituicdo no grupo aromatico ao anel 1,2,4-oxadiazolico, mais efetiva é a
inibicdo da enzima AeHKT. Porém, ndo foi observada essa tendéncia para os inibidores 2d
(p-anisoila) e 2f (m-anisoila) que possuem o mesmo grupo retirador de densidade eletrénica,

em que o para dissubstituido é mais promissor que o meta.

J& os inibidores que possuem substituintes retiradores de densidade eletrdnica se
mostraram mais efetivos para inibir a atividade de AeHKT, com destaque para os inibidores
2d (p-anisoila) com Clso = 35 mM e 2l (p-trifluorometila) com Clso = 42,3 mM que
apresentaram o0s melhores desempenhos frente aos 17 outros compostos restantes, mesmo

tendo a substituicdo em para, divergindo do que fora concluido anteriormente.

O efeito de inibicdo para compostos dissubstituidos no anel aromatico ndo foi téo
eficaz, uma vez que o inibidor 2m (3,4-diclorofenil) teve valor de ICso = 85,9 mM semelhante
a dos inibidores 2e (84,8 mM) e 2s (77,1 mM), que foram ligeiramente mais efetivos na

reacao de inibi¢do e possuiam apenas um substituinte.



Tabela 3 - Valores de Clso dos sais de oxadiazdis sintetizados na reacéo de inibicdo da HKT.

Inibidor I1Cs0(MmM) Inibidor ICs0(MmM)
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
Conclustes

Foram sintetizados 19 sais sddicos do acido 4-(3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-
propandico. Estes sais foram sintetizados em 3 etapas: sintese da amidoxima, reacdo entre a
amidoxima e o anidrido succinico, reacdo para a formacgéo do sal. Os sais foram obtidos em
rendimentos que variaram entre 51 e 98%.

Estes sais foram testados em relacdo a inibicdo da enzima HKT de A. aegypti
(AeHKT). A partir dessa reacéo, foi possivel determinar a Clso dos compostos da série de 4-
(3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoatos de sédio e evidenciar o potencial de inibicdo da
enzima AeHKT.

O método espectroscopico ex vivo a partir da formacdo de um complexo entre o ion
Fe*3 e 4cido xanturénico foi eficiente para realizagdo dos ensaios de inibicdo enzimatica, ja
que a cinética da reacdo de inibicdo foi determinada satisfatoriamente foi possivel obter
curvas dose-resposta para definir os valores de Clso dos 19 inibidores aqui sintetizados.

Os compostos contendo 0s grupos p-anisoila e p-trifluorometila exibiram os
melhores valores de Clso, 35,0 e 42,3 mM, respectivamente. Os resultados mostraram, em
linhas gerais, que os inibidores que possuem substituintes doadores de densidade eletrdnica
tém menores valores de Clso sendo, portanto, candidatos mais promissores a inibidores da
HKT de A. aegypti.

A partir dos ensaios de inibicdo, foi possivel concluir que os sais sintetizados sdo
inibidores competitivos da enzima AeHKT, promovendo o acumulo de 3-HK no meio
reacional. Este é um metabdlito toxico para as larvas, que provavelmente causaria a morte por

estresse oxidativo devido a geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.

Perspectivas

¢ Realizar estudos computacionais a fim de obter melhores correlagdes para entender

como se da a relacdo estrutura-atividade com os compostos sintetizados e testados.

e Sintetizar séries de compostos contendo o grupo 1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanoato de
sodio com maior nimero de variagdes no anel substituido na posi¢do C-3 do oxadiazol

e depois avaliar o potencial desses inibidores em ensaios de inibicdo com a HKT.



62

Sintetizar sais sddicos das séries de compostos 2C, 4C, 5C para futuros ensaios de
inibicdo da enzima HKT de Aedes aegypti.

Sintetizar sais sodicos de 3-(3-aril-isoxazol-5-il) das séries de compostos 2C, 3C, 4C,

5C para futuros ensaios de inibi¢do da enzima HKT de Aedes aegypti.
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5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.1 Procedimentos gerais

Os reagentes e solventes utilizados foram obtidos através dos fornecedores Aldrich®,
Vetec®, Dinamica®, Merck®. A técnica de cromatografia em camada delgada (CCD) foi
realizada utilizando-se placas de silica em suporte de aluminio contendo indicador
fluorescente F254 do fornecedor Fluka® e para a revelagdo das manchas utilizou-se lampada

ultravioleta.

5.2 Equipamentos utilizados

Os sais sddicos foram sintetizados com auxilio de um equipamento ultrassom da
marca Soni-tech modelo BRANSONIC 2510E-DTH, que possui uma poténcia de 100 W. Um
aparelho Electro-thermal modelo Mel-Temp do tipo analdgico foi utilizado para determinar os
pontos de fusdo dos compostos, que ndo séo corrigidos. Os espectros de infravermelho foram
obtidos em um espectrofotometro de tipo FT-IR da Shimadzu, modelo IR Prestige-21, na
regido de 4000 a 400 cm™* usando pastilhas KBr como agente dispersante. As pastilhas foram
preparadas pela mistura de aproximadamente 0,7 mg de cada composto. A mistura foi
homogeneizada em um almofariz de &gata, transferida para o pastilhador e submetida a uma
pressédo de 8,0 ton cm?, formando uma pastilha fina e transltcida. As massas moleculares dos
compostos sintetizados foram obtidas em um Espectrometro de Massa MALDI-TOF Autoflex
11 (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA) com laser de Nd:YAG Smartbeam® com
comprimento de onda de 355 nm em uma frequéncia de 100 Hz. Para a obtencdo dos
espectros de massas usou-se 0 método de matriz externa de acido alfa-ciano-4-
hidroxicindmico, (10 mg/mL) em acetonitrila 50% e &cido trifluoroacético 0,3%. Espectros de
'H e 13C foram obtidos em Espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) Varian
Unit Plus 300 MHz e Varian UNRMS 400 MHz. Os espectros foram obtidos a partir de 35
mg de cada composto, em que agua deuterada foi utilizada como solvente para os sais s0dicos
e cloroférmio deuterado para os acidos 1k, 1l,1n, 1g e 1s. Os dados para a reagdo da HKT
com o0s inibidores foram adquiridos em espectrofotometro de absorbancia BIOTEK
ELx800®.
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5.3 Sintese dos acidos 3-(aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoicos

Para a sintese dos acidos 3-(aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propandicos partiu-se de
arilamidoximas que foram sintetizadas de acordo com o método de Tiemann, (1884). Em um
baldo de reacdo de 150 mL foram adicionados 7,35 mmol da arilamidoxima correspondente e
11,02 mmol do anidrido succinico (1,5 equivalente molar) sob forte agitacdo com barra
magnética até fusdo dos sélidos em banho de 6éleo a aproximadamente 140 °C. A reagdo
terminou, em média, em 2 horas, onde verificou-se seu término com o consumo total da

arilamidoxima a partir de CCD.

Foram entdo adicionados 10 mL de uma solucéo de bicarbonato de sddio saturado e
10 mL de diclorometano. A extracédo foi realizada overnight sob forte agitacdo magnética para
manter a mistura entre as duas fases. No dia seguinte, as fases foram separadas, a fase
organica descartada e foi adicionada solucdo saturada de acido citrico anidro a fase aquosa até
pH &cido. A solucdo foi transferida para um funil de separacdo e foram realizadas extracdes
com diclorometano (2 x 10 mL). As fases organicas foram reunidas, secas com sulfato de
sodio anidro, filtradas e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida. O sélido obtido foi
lavado com agua para remocdo de acido citrico remanescente. O sélido foi recristalizado com
uma mistura de cloroférmio e hexano. A Tabela 4 compara os rendimentos percentuais e
pontos de fusdo dos &cidos 3-(aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propandicos obtidos e os valores
descritos pela literatura.

Tabela 4 — Rendimento percentual, ponto de fusdo e solvente de recristalizacdo dos acidos

obtidos comparados com valores encontrados na literatura.

Substancia Rendimento  Rendimento P.F P.F (°C) it Solvente de

(%) (%) Lit. (°C) Recristalizacdo
la 80 73 102-103 119-120? CHClI3 :Hexano
1b 62 76 108-110 144-145? CHCIs :Hexano
1c 65 7 118-120 156-1572 CHCIs :Hexano
1d 61 82 115-116 138-139? CHCIs :Hexano
le 79 7 130-132 153-1542 CHCIs :Hexano
1f 70 71 75-76 113-115° CHCI; :Hexano
19 63 78 130-131 146-1472 CHCIs :Hexano

1lh 63 74 82-84 101-1028 CHCIls :Hexano
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1i 82 51 125-126  126-128°  CHCI3 :Hexano
1j 76 84 118-120 134-135? CHClI3 :Hexano
1k 80 - 121-122 - CHClI3 :Hexano
1l 62 - 110-112 - CHClI3 :Hexano
im 70 70 125-127  133-135°  CHCI3 :Hexano
1n 30 - 75-76 - CHClI3 :Hexano
10 57 49 91-93 95° CHClIs :Hexano
1p 98 74 79-80 101-1022 CHClI3 :Hexano
1q 53 - 83-85 - CHClI3 :Hexano
1r 82 82 103-104 131-1342 CHCl3 :Hexano
1s 73 - 78-80 - CHCIs :Hexano

®Neves Filho et al. (2009).
bAlves, (2011).

Acido 4-[3-(3-Nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoico (1k): solido amarelo claro;
rendimento 80%; P.F.: 121-122 °C. RMN de *H (CDCls, 400 MHz) &(ppm): 3,04 (t, 2H, J =
7,2 Hz, CHy); 3,29 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CHy); 7,68 (d, 1H, J = 8,4;7,6 Hz, Haromatic); 8,40-8,34
(dd, 2H, J = 8,4; 8,0 Hz, Haromatic); 8,91 (S, 1H, Haromatic). RMN de $3C (CDCls, 400 MHz)
d(ppm): 21,7; 29,9; 122,6; 125,7; 128,5; 130,0; 133,0; 166,7; 175,7; 178,9.

Acido 4-[3-(4-Trifluorometilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propandico (1l): sélido branco;
rendimento 62%; P.F.; 110-112 °C. RMN de *H (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 3,02 (t, 2H, J =
7,2 Hz, CH2); 3,27 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CHy); 7,73 (d, 2H, J = 8,0 Hz Haromatic); 8,18 (d, 2H, J
= 8,0 Hz, Haromaiic). RMN de C (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 21,7; 30,1; 122,3; 125,0; 125,8;
125,8; 127,7; 130,0; 133,1; 167,3; 176,8; 178,6. EMAS[MALDI-TOF] calculada para
C12HgF3N203 [M-H]*: 285,0481; encontrado: 284,1118.

Acido 4-[3-(2-furilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propandico (1n): sélido branco; rendimento
62%:; P.F.; 110-112 °C. RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 2,99 (t, 2H, J = 7,6 Hz,
CH2); 3,23 (t, 2H, J = 7,6 Hz, CHy); 6,55-6,51 (m, 1H, Haromatic); 7,11 (d, 2H, J = 3,2 Hz,
Haromatic); 7,59 (d, 2H, J = 0,8 Hz, Haromatic). RMN de 3C (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 21,6;
30,0; 111,8; 113,8; 141,9; 145,2; 161,2; 176,5; 178,2. EMAS[MALDI-TOF] calculada para
CoHsN204 [M+H]": 209,0556; encontrado: 210,6012.

Acido 4-[3-(2-Fluorfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propandico (1q): sdlido branco; rendimento
53%; P.F.; 83-85 °C. RMN de H (CDCls, 400 MHz) § (ppm): 3,02 (t, 2H, J = 6,8 Hz, CH>);
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3,29 (t, 2H, J = 6,8 Hz, CHy); 7,29-7,20 (M, 2H, Haromatico); 7,25-7,46 (M, 1H, Haromatico); 8,02-
8,06 (M, 1H, Haromatico). RMN de *C (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 21,6; 30,2; 116,8; 124,4;
130,7; 132,8; 159,4; 161,9; 165,1; 176,8; 177,7. EMAS[MALDI-TOF] calculada para
C11HgFN203 [M+H]*: 237,0669; encontrado: 237,7582.

Acido 4-[3-(2-Clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propandico (1s): solido branco; rendimento
73%; P.F.; 78-80 °C. RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 3,02 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CHy);
3,30 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CHy); 7,35-7,45 (M, 2H, Haromatico); 7,53 (dd, 2H, J = 7,6; 1,2 Hz,
Haromético); 7,90 (dd, 1H, J = 7,2; 2,0 Hz, Haromatico)- RMN de *3C (CDCls, 400 MHz) § (ppm):
21,6; 30,2; 125,8; 126,4; 130,8; 131,6; 131,7; 133,4; 167,0; 176,9; 177,6. EMAS[MALDI-
TOF] calculada para C11H9CIN203z [M+H]": 253,0374; encontrado: 252,7416.

5.4 Sintese dos 3-(aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoatos de sédio

Em um baldo de 20 mL, dissolveu-se 0,956 mmol do acido (&cido 4-(3-aril-1,2,4-
oxadiazol-5-il) propandico) correspondente em 4,8 mL (38,2 mg, 0,956 mmol) de uma
solucdo de hidroxido de sddio 1% (m/v) em metanol. A mistura resultante foi mantida sob
sonicacdo durante 60 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, o solvente foi
evaporado em rotaevaporador e o solido final foi lavado com cloroférmio a quente, seguido
de filtracdo a vacuo.

4-(3-Fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato de sédio (2a): sélido branco; rendimento 93%;
P.F.: 171-172 °C. RMN de H (D20, 300 MHz) §(ppm): 2,56 (t, 2H, J = 7,35 Hz, CH,); 2,98
(t, 2H, J = 7,35 Hz, CHy»); 7,44-7,32 (m, 3H, Haromatico); 7,66 (d, 2H, J = 7,8Hz, Haromatico).
RMN de 3C (D20, 100 MHz) &(ppm): 23,0; 33,0; 125,2; 126,9; 129,0; 131,6; 167,4; 179,6;
180,6. FT-IR (pastilha de KBr) vma/cm™: 2925 (C-Harom); 1691 (C=0); 1582 (C=N); 1205
(N-O). EMAS[MALDI-TOF] calculada para C1:HgN2NaOz [M+H]": 241,0583; encontrado:
241,0707.

4-[3-(4-Metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanoato de sodio (2b): sdlido branco;
rendimento 98%; P.F.: 179-180 °C. RMN de H (D20, 300 MHz) &(ppm): 2,19 (s, 3H, CHa);
2,54 (t,2H, J=7,5Hz, CH»); 2,95 (t, 2H, J = 7,5 Hz, CH»); 7,11 (d, 2H, J = 8,1Hz, Haromatico);
7,50 (d, 2H, J = 8,1 Hz, Haromatico). RMN de *C (D20, 100 MHz) § (ppm): 20,5; 22.9; 32,9;
122,2; 126,8; 129,5; 142,5; 167,3; 179,6; 180,4. FT-IR (pastilha de KBr) vmad/cm™®: 2939 (C-
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Harom); 1650 (C=0); 1561 (C=N); 1223 (N-O). EMAS[MALDI-TOF] calculada para
C12H11N2NaO3 [M+H]*: 255,0740; encontrado: 255,0982.

4-[3-(4-Bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanoato de sodio (2c): sélido branco;
rendimento 90%; P.F.; 238-240 °C. RMN de 'H (D20, 300 MHz) & (ppm): 2,62 (t,2H,J=7,5
Hz, CH>); 3,06 (t, 2H, J = 7,5 Hz, CH>); 7,36 (d, 2H, J = 8,7 Hz Haromatico); 7,43(d, 2H, J =
8,7 Hz, Haromatico). RMN de 3C (D20, 100 MHz) § (ppm): 23,1; 33,0; 124,1; 125,4; 128,4;
131,9; 166,7; 179,6; 180,8. FT-IR (pastilha de KBr) vmax/cm™: 2943 (C-Harom) 1589 (C=0);
1473 (C=N); 1195 (N-O). EMAS[MALDI-TOF] calculada para CiiHgBrN2NaO3 [M+H]":
318,9688; encontrado: 319,8952.

4-[3-(4-Metoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanoato de sodio (2d): sélido marrom claro;
rendimento 92%; P.F.; 214-215 °C. RMN de 'H (D20, 300 MHz) & (ppm): 2,63 (t, 2H, J = 6,9
Hz, CHy); 3,07 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CH>); 3,77 (s, 3H, CHa); 6,98 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Haromatico);
7,76 (dd, J = 8,7 Hz, 1,8 Hz, Haromético). RMN de *3C (D0, 100 MHz) § (ppm): 20,8; 30,8;
53,2; 112,1; 115,7; 126,5; 159,2; 164,9; 177,5; 178,2. FT-IR (pastilha de KBr) vma/cm™:
2966 (C-Harom); 1609 (C=0); 1423 (C=N); 1237 (N-O). EMAS[MALDI-TOF] calculada para
C12H11N2NaO4 [M+H]*: 271,0689; encontrado: 271,1074.

4-[3-(4-Clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanoato de soédio (2e): so6lido branco;
rendimento 97%:; P.F.; 217-218 °C. RMN de 'H (D20, 300 MHz) & (ppm): 2,64 (t, 2H, J = 7,2
Hz, CH>); 3,10 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH»); 7,40(d, 2H, J = 8,7 Hz, Haromatico); 7,73 (d, 2H, J =
8,7 Hz, Haromatico). RMN de 3C (D20, 100 MHz) § (ppm): 20,9; 30,9; 121,6; 126,2; 126,8;
134,8; 164,5; 177,4; 178,7.FT-IR (pastilha de KBr) vmax/cm™: 2962 (C-Harom); 1589 (C=0);
1423 (C=N); 1195 (N-O). EMAS[MALDI-TOF] calculada para C1;HsCIN2NaOs [M+H]":
275,0193; encontrado: 275,0217.

4-[3-(3-Metoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanoato de sodio (2f): sélido branco;
rendimento 76%; P.F.; 148-150 °C. RMN de H (D20, 300 MHz) § (ppm): 2,29 (s, 1H); 2,64
(t, 2H, J = 7,35 Hz, CHy); 3,09 (t, 2H, J = 7,35 Hz, CHy>); 3,76 (s, 3H, OCH3); 7,05 (ddd, 2H,
J=8,1 Hz; 7,8 Hz; 1,2 Hz, Haromatico); 7,33-7,44 (M, 3H, Haromatico). RMN de *C (D0, MHz)
d (ppm): 14,6; 20,9; 30,9; 37,0; 53,2; 109,6; 115,3; 117,5; 124,4; 128,2; 156,8; 165,1; 177,5;
178,5; 180,2. FT-IR (pastilha de KBr) vma/cm™: 2953 (C-Harom); 1582 (C=0); 1452 (C=N);
1230 (N-O). EMAS[MALDI-TOF] calculada para CioH1:N2NaOs [M+H]*: 271,0689;
encontrado: 271,0772.
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4-[3-(4-Fluorfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanoato de sodio (2g): so6lido branco;
rendimento 96%; P.F.; 190-192 °C. RMN de H (D20, 300 MHz) & (ppm): 2,58 (t, 2H, J =
7,35 Hz, CHy); 3,02 (t, 2H, J = 7,35 Hz, CH); 7,02 (dd, 2H, J = 8,7 Hz e 9,0 Hz, Haromatico);
7,61-7,66 (M, 2H, Haromatico). RMN de *C (D20, 100 MHz) & (ppm): 22,9; 33,0; 115,8; 116,1;
121,56; 121,6; 129,3; 129,4; 162,7; 166,0; 166,7; 179,6, 180,8. FT-IR (pastilha de KBr)
vmax/cm™: 2939 (C-Harom); 1608 (C=0); 1554 (C=N); 1241 (N-O). EMAS[MALDI-TOF]
calculada para C11HgFN2NaOs [M+H]*: 259,0489; encontrado: 259,0794.

4-[3-(2-Metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanoato de sodio (2h): sdélido branco;
rendimento 92%, P.F.; 170 °C (Decomposi¢do). RMN de 'H (D20, 300 MHz) & (ppm):2,31
(s, 3H, CH3); 2,63 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CHy); 3,08 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CH»); 7,22-7,37 (m, 3H,
Haromatico); 7,56 (d, 1H, J = 7,5 Hz, Haromético). RMN de 3C (D20, 100 MHz) § (ppm): 18,01;
20,8; 30,9; 32,0; 122,7; 123,9; 127,4; 128,9; 130,0; 135,7; 165,8; 177,5; 177,8. FT-IR
(pastilha de KBr) vmadecm™: 2973 (C-Haom); 1575 (C=0); 1444 (C=N); 1195 (N-O).
EMAS[MALDI-TOF] calculada para C12H1:N2NaOs [M]*: 254,0661; encontrado: 254,7268.

4-[3-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1,2,4-0xadiazol-5-il]-propanoato de sdédio (2i): soélido
branco; rendimento 94%, P.F.; 185-186 °C. RMN de H (D20, 300 MHz) & (ppm): 2,62 (t,
2H, J = 7,5 Hz, CHy); 3,07 (t, 2H, J = 7,5 Hz, CH>); 5,94 (s, 2H, OCH20); 6,86 (d, 1H, J =
8,4 Hz, Haromatico); 7,23 (d, 1H, J = 1,2 Hz, Haromatico); 7,36 (dd ,1H, J = 8,7 Hz e 1,2 Hz,
Haromético). RMN de 13C (D20, 100 MHz) & (ppm): 20,8; 30,9; 99,7; 104,6; 106,5; 116,8;
120,0; 145,3; 147,7; 164,9; 177,5; 178,30. FT-IR (pastilha de KBr) vma/cm™: 2902 (C-Harom);
1582 (C=0); 1458 (C=N); 1230 (N-0); 1023 (C-0O). EMAS[MALDI-TOF] calculada para
C12HgN2NaOs [M]*: 284,0403; encontrado: 284,7558.

4-[3-(4-Nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanoato de sdédio (2j): sélido amarelo claro;
rendimento 97%; P.F.; 225-226 °C. RMN de 'H (D20, 300 MHz) & (ppm): 2,67 (t, 2H, J = 7,2
Hz, CHy); 3,15 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH?>); 8,05(d, 2H, J = 8,7 Hz, Haromatico); 8,25 (d, 2H, J =
8,7 Hz, Haromatico). RMN de 3C (D20, 100 MHz) & (ppm): 23.1; 33,1; 124,1; 128,2; 131,6;
148,9; 166,2; 179,7; 181,6. FT-IR (pastilha de KBr) vmax/cm™: 2925 (C-Harom); 1589 (C=0);
1506 (C=N); 1306 (N-O). EMAS[MALDI-TOF] calculada para CiiHsN3NaOs [M-H]*:
284,0277; encontrado: 284,0463.

4-[3-(3-Nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanoato de sdédio (2k): sélido amarelo claro;
rendimento 96%; P.F.; 202-203 °C. RMN de 'H (D20, 300 MHz) & (ppm): 2,88 (t,2H,J=7,5
Hz, CH»); 3,33 (t, 2H, J = 7,5 Hz, CH>); 7,73 (dd, 1H, J = 8,1 e 8,4 Hz, Haromatic); 8,20 (d, 1H,
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J = 8,4 Hz, Haromatic), 8,34 (d, 1H, J = 8,1 Hz, Haromatic), 8,53 (S, 1H, Haromatic). RMN de *C
(D20, 100 MHz) 6 (ppm): 23,1; 33,0; 121,7; 126,0; 126,9; 130,5; 133,1; 147,7; 166,0; 179,6;
181,5. FT-IR (pastilha de KBr) vmad/cm™: 2953 (C-Harom); 1592 (C=0); 1506 (C=N); 1327
(N-O). EMAS[MALDI-TOF] calculada para C1:HsNsNaOs [M-H]*: 284,0277; encontrado:
284,0625.

4-[3-(4-Trifluorometilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanoato de sédio (21): so6lido branco;
rendimento 98%; P.F.; 194-195 °C. RMN de 'H (D20, 300 MHz) & (ppm): 2,66 (t, 2H, J =
7,35 Hz, CHy); 3,13 (t, 2H, J = 7,35 Hz, CH2); 7,73 (d, 2H, J = 8,1 Hz Haromatic); 7,96 (d, 2H,
J = 8,1 Hz, Haromatic). RMN de *C (D20, 100 MHz) & (ppm): 23,1; 33,1; 125,4; 127,4; 128,8;
132,4; 166,5; 179,6; 181,2. FT-IR (pastilha de KBr) vmax/cm™: 2939 (C-Harom); 1568 (C=0);
1437 (C=N); 1320 (N-O). EMAS[MALDI-TOF] calculada para Ci2HsFsN2NaOs [M+H]":
309,0457; encontrado: 309,0762.

4-[3-(3,4-Diclorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanoato de soédio (2m): sélido branco;
rendimento 98%; P.F.; 270-272 °C. RMN de 'H (D20, 300 MHz) & (ppm): 2,77 (t, 2H, J =
7,35 Hz, CHy); 3,23 (t, 2H, J = 7,35 Hz, CHy); 7,40 (d, 1H, J = 8,1 Hz, Haromatic); 7,51 (d, 1H,
J = 8,1 Hz, Haromatic); 7,64 (S, 1H, Haromatic). RMN de 3C (D20, 100 MHz) & (ppm): 23,1; 33,1;
125,1; 126,2; 128,3; 130,8; 132,4; 134,9; 165,6; 179,5; 181,0. FT-IR (pastilha de KBr)
vmax/em™: 2925 (C-Harom); 1692 (C=0); 1582 (C=N); 1272 (N-O). EMAS[MALDI-TOF]
calculada para C11H7CI2N2NaOs; [M+H]*: 308,9804; encontrado: 308,7603.

4-[3-(2-Furil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanoato de soédio (2n): so6lido amarelo claro;
rendimento 51%; P.F.; 239-240 °C. RMN de ‘H (D;0, 300 MHz) & (ppm): 2,45 (s, 1H,); 2,77
(t, 2H, J = 7,05 Hz, CH»); 3,22 (t, 2H, J = 7,05 Hz, CH>); 6,70 (s, 1H, Haromatic); 7,18 (s, 1H,
Haromatic); 7,76 (S, 1H, Haromatic). RMN de *C (D20, 100 MHz) & (ppm): 22,9; 32,9; 34,2;
112,0; 114,5; 140,8; 146,1; 160,3; 179,7; 180,9. FT-IR (pastilha de KBr) vma/cm™: 2910 (C-
Harom); 1635 (C=0); 1549 (C=N); 1222 (N-O); 1024 (C-O-C). EMAS[MALDI-TOF]
calculada para CoH7N2NaO4 [M]*: 230,0298; encontrado: 230,7160.

4-[3-(2-Tiofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanoato de sodio (20): solido branco; rendimento
96%; P.F.; 188-190 °C. RMN de H (D20, 300 MHz) & (ppm): 2,73 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CHy);
3,16 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CHy); 7,20 (dd, 1H, J = 4,2; 4,2 Hz, Haromatic); 7,67 (S, 2H, Haromatic).
RMN de C (D20, 100 MHz) § (ppm): 23,0; 33,0; 126,4; 128,2; 130,1; 130,4; 163,4; 179,6;
180,7. FT-IR (pastilha de KBr) vmadcm™: 2925 (C-Harom); 1572 (C=0); 1417 (C=N); 1313
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(N-O). EMAS[MALDI-TOF] calculada para CoH7N2NaOsS [M+H]": 247,0147; encontrado:
247,0458.

4-[3-(3-Metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanoato de sodio (2p): soélido branco;
rendimento 93%; P.F.; 95-97 °C. RMN de *H (D20, 300 MHz) & (ppm): 2,70 (t, 2H, J = 7,8
Hz, CH2); 3,12 (t, 2H, J = 7,8 Hz, CH»); 7,33 (d, 2H, J = 4,2 Hz, Haromatic); 7,56 (d, 2H, J =
5,7 Hz, Haromaiic). RMN de BC (D20, 100 MHz) § (ppm): 20,3; 23,0; 33,0; 123,9; 125,1;
127,3; 128,8; 132,3; 139,1; 167,4; 179,6; 180,8. FT-IR (pastilha de KBr) vma/cm™: 2946 (C-
Harom); 1691 (C=0); 1589 (C=N); 1216 (N-O). EMAS[MALDI-TOF] calculada para
C12H11N2NaO3 [M]*: 254,0661; encontrado: 254,7474.

4-[3-(2-Fluorfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanoato de sodio (2q): sélido branco;
rendimento 86%; P.F.; 170-172 °C. RMN de H (D20, 300 MHz) § (ppm): 2,75 (t, 2H, J =
7,35 Hz, CH2); 3,20 (t, 2H, J = 7,35 Hz, CHy); 7,31-7,21 (m, 2H, Haromatic); 7,58-7,52 (m, 1H,
Haromatic); 7,80 (dd, 1H, J = 7,2; 7,5 HZ, Haromaiic). RMN de 2*C (D0, 100 MHz) & (ppm):
22,9; 33,1; 34,2; 113,3; 116,6; 124,7; 130,0; 133,6; 158,3; 161,6; 164,2; 179,6; 180,2. FT-IR
(pastilha de KBr) vmadcm™: 3049 (C-Haom); 1685 (C=0); 1596 (C=N); 1285 (N-O).
EMAS[MALDI-TOF] calculada para CiiHsFN2NaOz [M+H]": 259,0489; encontrado:
259,1279.

4-[3-(3-Bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanoato de sodio (2r): so6lido branco;
rendimento 62%; P.F.; 118-120 °C. RMN de 'H (D20, 300 MHz) & (ppm): 2,75 (t, 2H, J =
7,35 Hz, CH2); 3,19 (t, 2H, J = 7,35 Hz, CH); 7,26 (dd, 1H, J = 8,1; 7,5 Hz, Haromatic); 7,53
(d, 1H, J = 8,1 Hz, Haromatic); 7,64 (d, 1H, J = 8,1 Hz, Haromatic); 7,74 (S, 1H, Haromatic). RMN de
13C (D20, 100 MHz) & (ppm): 23,1; 33,1; 122,2; 125,6; 127,0; 129,5; 130,6; 134,3; 166,2;
179,6; 180,8. FT-IR (pastilha de KBr) vma/cm™: 2939 (C-Harom); 1671 (C=0); 1561 (C=N);
1202 (N-O). EMAS[MALDI-TOF] calculada para CiiHsBrN:NaOz [M+H]*: 318,9688;
encontrado: 318,7591.

4-[3-(2-Clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanoato de sodio (2s): so6lido branco;
rendimento 98%; P.F.; 118-120 °C. RMN de 'H (D20, 400 MHz) & (ppm): 2,61 (t, 2H, J = 6,8
Hz, CHy); 3,06 (t, 2H, J = 6,8 Hz, CH>); 7,23-7,36 (m, 3H, Haromatico); 7,53 (d, 1H, J = 7,6 Hz,
Haromatic). RMN de *C (D20, 100 MHz) § (ppm): 22,9; 33,0; 34,2; 124,4; 127,3; 130,6; 131,3;
132,4; 166,2; 179,6; 180,3. FT-IR (pastilha de KBr) vma/cm™: 2944 (C-Harom); 1721 (C=0);
1558 (C=N); 1292 (N-O). EMAS[MALDI-TOF] calculada para C1;HsCIN2NaOs [M+H]":
274,6355; encontrado: 274,6786.
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5.5 Clonagem, expressdo e purificagdo da enzima 3-HKT recombinante de Aedes
aegypti

A enzima 3-HKT recombinante de Aedes aegypti foi adquirida atraves das mesmas

técnicas de clonagem, expressao e purificacdo descritas por Maciel, (2016).

5.6 Ensaios de inibicdo enzimatica

O teste de inibicdo foi realizado segundo Maciel e colaboradores (2019). Os ensaios
de inibicdo foram realizados com pré-incubacdo de cada composto 2a-s em concentracdes
variando de 0,5 mM a 0,05 mM juntamente com o cofator PLP (piridoxal 5'-fosfato) e a HKT.
Sendo assim, as reacOes foram realizadas em placas de 96 pogos contendo, em cada poco, 8
puL de PLP a 0,5 mM, 30 uL do referido sal de oxadiazol na concentracdo desejada (5 mM a
0,05 mM), todos diluidos em tampdo HEPES 200 mM, pH 7,5/ NaCl 100 mM, adicionados de
2 ug de HKT recombinante em tampao HEPES, atingindo um volume final de 58 pL. Ap6s
30 minutos de pré-incubagdo a 50°C, foram adicionados 8 pL de 3-hidroxi-b,L-quinurenina a
25 mM e 4 pL de piruvato de sédio a 50 mM, além do tampao HEPES 200 mM, pH 7,5/ NaCl
100 mM, atingindo um volume final de 100 pL. As placas foram incubadas a 50 °C durante 5
minutos e depois foram adicionados 100 pL de FeCl3.6H>O a 10 mM em HCI 0,1 N para
interromper a reacdo e gerar 0 complexo AX-Fe*3, Os dados foram adquiridos no
espectrofotometro de absorbancia BIOTEK ELx800®. As amostras foram realizadas em
duplicata e as absorbancias foram lidas a 570 nm. Em cada teste, o controle negativo foi

adicionado para calcular a porcentagem de atividade de cada sal.
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APENDICE A

Espectro RMN de H (300 MHz, D,0) do 4-[3-(4-Metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-
propanoato de sdédio 2b.
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APENDICE B

Espectro RMN de 13C (100 MHz, D,0) do 4-[3-(4-Metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-

propanoato de sédio 2b.
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APENDICE C

Espectro RMN de *H (300 MHz, D20) do 4-[3-(4-Bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-

propanoato de sodio 2c.
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APENDICE D

Espectro RMN de 3C (100 MHz, D20) do 4-[3-(4-Bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-

il]-propanoato de sddio 2c.
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APENDICE E

Espectro RMN de *H (300 MHz, D,0) do 4-[3-(4-Metoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-

propanoato de sédio 2d.
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APENDICE F

Espectro RMN de 3C (100 MHz, D-0) do 4-[3-(4-Metoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-5-

il]-propanoato de sddio 2d.
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APENDICE G

Espectro RMN de *H (300 MHz, D,0) do 4-[3-(3-Metoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-

propanoato de sodio 2f.
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APENDICE H
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Espectro RMN de 3C (100 MHz, D-0) do 4-[3-(3-Metoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-5-

il]-propanoato de sddio 2f.
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APENDICE |

Espectro RMN de H (300 MHz, D,0) do 4-[3-(4-Fluorfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-

propanoato de sdédio 2g.

e hane || Pals2 sequance Temperaiure 27 SOUly OMTEr
coverl AR08 Ser o Specmrtr Agianti-mmns “rerane wmmn




88

APENDICE J

Espectro RMN de 13C (100 MHz, D,0) do 4-[3-(4-Fluorfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-

propanoato de sdédio 2g.
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APENDICE L

Espectro RMN de H (300 MHz, D,0) do 4-[3-(2-Metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-

propanoato de sédio 2h.
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APENDICE K
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Espectro RMN de 3C (100 MHz, D,0) do 4-[3-(2-Metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-

propanoato de sédio 2h.
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APENDICE M
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Espectro RMN de *H (300 MHz, D20) do 4-[3-(4-Nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-

propanoato de sédio 2j.
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APENDICE N

Espectro RMN de 3C (100 MHz, D;0) do 4-[3-(4-Nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-

propanoato de sédio 2j.
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APENDICE O
Espectro RMN de *H (300 MHz, D20) do 4-[3-(3-Nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-

propanoato de sédio 2k.
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APENDICE P

Espectro RMN de 3C (100 MHz, D20) do 4-[3-(3-Nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-

propanoato de sédio 2k.
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APENDICE Q

Espectro RMN de H (300 MHz, D;0) do

oxadiazol-5-il]-propanoato de sodio 2I.
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APENDICE R
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Espectro RMN de 3C (100 MHz, D,0) do 4-[3-(4-Trifluorometilfenil)-1,2,4-

oxadiazol-5-il]-propanoato de sodio 2I.
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APENDICE S
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Espectro RMN de 'H (300 MHz, D,0) do 4-[3-(3,4-Diclorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-

il]-propanoato de sédio 2m.
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APENDICE T

Espectro RMN de *C (100 MHz, D,0) do 4-[3-(3,4-Diclorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-

il]-propanoato de sédio 2m.
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APENDICE U

Espectro RMN de 'H (300 MHz, D;0) do 4-[3-(2-Furil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-

propanoato de sédio 2n.
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APENDICE V

Espectro RMN de *C (100 MHz, D20) do 4-[3-(2-Tiofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-
propanoato de sédio 2n.
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APENDICE W

Espectro RMN de H (300 MHz, D,0) do 4-[3-(3-Metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-

propanoato de sédio 2p.
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APENDICE X

Espectro RMN de 3C (100 MHz, D,0) do 4-[3-(3-Metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-

propanoato de sédio 2p.
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APENDICE Y

Espectro RMN de H (300 MHz, D20) do 4-[3-(2-Fluorfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-
propanoato de sédio 2q.
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APENDICE Z

Espectro RMN de 3C (100 MHz, D,0) do 4-[3-(2-Fluorfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-

propanoato de sédio 2q.
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APENDICE AA

Espectro RMN de *H (300 MHz, D20) do 4-(3-(2-Bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-

propanoato de sodio 2r.
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APENDICE BB

Espectro RMN de 3C (100 MHz, D20) do 4-[3-(2-Bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-

il]-propanoato de sddio 2r.
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APENDICE CC

Espectro RMN de 'H (300 MHz, D20) do 4-[3-(2-Clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-

propanoato de sodio 2s.
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propanoato de sodio 2s.

Cl

APENDICE DD
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Espectro RMN de *C (100 MHz, D,0) do 4-(3-(2-Clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-
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