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Introduciao

Os agentes antioxidantes sdo importantes para a area da quimica medicinal, pois atuam
de diversas maneiras para proteger as células contra estresses oxidativos causados por excesso
de radicais livres. Nessa percep¢do, os antioxidantes doam elétrons aos radicais livres, e
consequentemente neutralizam a tensdo oxidativa, impedindo que causem danos as
biomoléculas e células presentes no organismo (Flieger et al., 2021). No que se refere aos
radicais livres, esses sdo elementos residuais desenvolvidos pelo organismo por meio de agdes
metabolicas, ou advindos de fatores externos como tabagismo ou poluentes ambientais. Em
excesso, os radicais causam estresse oxidativo, prejudicando o funcionamento do organismo, e
gerando algumas condigdes patoldgicas como por exemplo, doencas degenerativas, cardiacas
ou cronicas (Tian; Wang; Zhang, 2017).

O proprio corpo humano possui protecao antioxidante, identificados como antioxidantes
endogenos, como por exemplo a glutationa peroxidase que causa a decomposicao de radicais
peroxidos em agua, atuando na defesa de inflamagdes (Pisoschi et al., 2021). Mas também, ha
a existéncia de antioxidantes exdgenos com a finalidade de amenizar as doencgas patoldgicas
geradas por fatores externos, dentre esses, destacam-se os antioxidantes naturais, como o acido
ascorbico (vitamina C) e f-caroteno (provitamina A) (Neha et al., 2019). Bem como os
antioxidantes sintéticos, que vem sendo de grande interesse no campo da quimica medicinal na
busca de desenvolver novos farmacos, além de determinar novos sistemas de reducdo das
espécies radicalares (Carocho; Ferreira, 2013). Nessa concepgao, ressaltam-se os compostos
heterociclicos como os 1,2,4-oxadiazol 3,5-dissubstituidos.

Os sistemas de 1,2,4-oxadiazoéis sdo heterociclicos contendo dois atomos de nitrogénio,
e um de oxigénio, e sdo sintetizados por serem estruturas de facil modificacdo estrutural, e
apresentam uma fungao essencial no metabolismo de células vivas, por possuirem estabilidade
metabolica e uma rigidez molecular (De Aguiar; Cunha, 2015; Menegatti; Fraga; Barreiro,
2001). Além disso, esses compostos podem apresentar uma variedade bem ampla de atividades
farmacologicas, dentre as quais se enquadram a capacidade de ligagao no sitio ativo de diversas
enzimas, por meio de interacdes hidrofobicas, ligagdes de hidrogénio e forgas de Van Der
Waals, por exemplo (Pearce, 2017). E também, atuagdes farmacoterapéuticas, tais como
atividades anti-inflamatoria, antimicrobiana, anticancer, sobretudo, atividade antioxidante (De
Aguiar; Cunha, 2015). Ademais, esses compostos heterociclicos também possuem propriedades
bioisostéricas, onde ha a alteracdo de grupos na estrutura de farmacos para potencializar seu
papel farmacoldgico e citotoxico, dessa forma, os 1,2,4-oxadiazdis sao sintetizados partindo de
compostos contendo grupos funcionais como os €steres, por exemplo, por serem considerados
na literatura como bioisdsteros dos mesmos (Camci; Karali, 2023).
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A partir disso, a literatura dispde de alguns estudos acerca do potencial antioxidantes de
compostos contendo 1,2,4-oxadiazol. No trabalho de Yatam et al. (2018) consistiu na sintese
de derivados de benzoxazois contendo 1,2,4-oxadiazois, os quais foram submetidos a testes
antioxidantes com radicais DPPH. Os autores concluiram que os compostos contendo os grupos
nitro, fllior, metoxi e metilcarboxilato na posicao para no fenil adjacente ao heterociclico,
apresentaram atividades antioxidantes promissoras.

Além disso, procedimentos computacionais podem ser realizados para verificar a
capacidade inibitéria desse heterociclico frente a enzimas pro-oxidantes. Ayoup et al. (2021)
realizaram um docking molecular para moléculas contendo 1,2,4-oxadiazo6is adjacentes a
fenois, os quais tiveram resultados mais significativos nos testes biologicos. Os autores
utilizaram como alvo a enzima NADPH oxidase (PDB ID: 1K4U), que é responsavel por agdes
cataliticas que geram radicais superoxidos no organismo. Como resultado, foi constatado que
os compostos contendo grupos fenil e p-CF3Ph apresentaram interacdes de ligagdo de
hidrogénio de comprimentos equivalentes com o mesmo residuo, a serina 376, e registraram
energias de ligacdo negativas relevantes com —4,62 e —4,95 Kcal/mol, respectivamente.
Portanto, sendo consideraveis para efeitos de inibi¢ao da enzima abordada.

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo de sintetizar e caracterizar
por técnicas de elucidacdo estrutural, compostos contendo o nucleo 1,2,4-oxadiazol partindo de
um f-ceto-¢ster, além de avaliar a sua atividade antioxidante in vitro e o acoplamento molecular
contra uma enzima pré-oxidante.

Material e Métodos

A principio, os compostos contendo o 1,2,4-oxadiazol 3a-c foram sintetizados por meio
do método solvente-free (Du et al., 2007), que consistiu apenas na adicao de 0,001 mol de
arilamidoximas 1a-c¢ € 0,0015 mol de acetoacetato de etila 2 em um tubo de ensaio, em seguida,
essa mistura foi submetida a um banho de 6leo de silicone pré-aquecido em temperatura entre
110-140°C durante 3-4h (Esquema 01), acompanhando-se a reagdo por cromatografia em
camada delgada em um sistema de elui¢do hexano/acetato de etila, propor¢do 7:3. Apos o
procedimento, os produtos foram recristalizados e purificados com cerca de 10,0 mL de metanol
gelado ao tubo. E suas estruturas foram elucidadas por técnicas espectroscOpicas no
infravermelho (IV), além de Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e *C com
frequéncia de 400 MHz na presenca de cloroférmio deuterado como solvente e tetrametilsilano
como padrao.

Esquema 01. Sintese de 1,2,4-oxadiazol via arilamidoximas e acetoacetato de etila, sob o método solvente-free.
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Fonte: Autor (2025).

A partir disso, os produtos foram submetidos ao teste com radicais livres de DPPH’, e
outro teste com ABTS™", onde foram preparadas solugdes estoques dos compostos contendo o
heterociclico com etanol em diferentes concentragdes variando de 10 a 500 pg/mL, e assim,
adicionando essas concentragdes em tubos eppendorfs de 1,5 mL, com 900 pL dos radicais
desejados, e completando o volume total também com etanol. Posteriormente, essas misturas
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foram submetidas a irradiagdo por ultrassom durante 30 min, ¢ a quantidade dos radicais foram
medidas em microplacas de 96 pogos no aparelho de UV-Vis em A = 517 nm para o DPPH" e A
= 734 nm para o ABTS"", utilizando como referéncia as concentragdes de acido ascorbico € o
TROLOX, respectivamente. Por fim, os resultados foram expressos como valores de
Concentracdo Efetiva Média para eliminar 50% dos radicais (CEso).

Em relagao ao docking molecular, os ligantes referentes aos compostos sintetizados 3a-
¢ foram preparados em formato 3D por meio dos programas HyperChem© e Avogadro©, onde
tiveram suas geometrias otimizadas e energias minimizadas. Em seguida, o alvo foi selecionado
no site Protein Data Bank (PDB), sendo escolhido a enzima Xantina Oxidoredutase (XOR)
PDB ID: IN5X por conta da sua relagdo com a liberagdo de radicais superéxidos ("Oz) e o efeito
de estresse oxidativo no organismo. Preparou-se o alvo no software AutoDock Tools 4.2.6,
onde foram removidos os substratos e moléculas de 4gua indesejadas, adicionou-se atomos de
hidrogénios e foi realizada a delimitacdo da area no sitio ativo da enzima, para isso, utilizou-se
a grid box com espagamento de 0,375A. O calculo de docking e redocking foi realizado através
do Algoritmo de busca Genético Lamarckiano (LGA) para determinacdo das orientacdes e
conformac¢do dos ligantes. Por fim, as interagdes do complexo proteina-ligante formado pelo
AutoDock foram analisadas no software Discovery Studio.

Resultados e Discussiao

Os resultados da sintese dos compostos 3a-c¢ contendo 1,2,4-oxadiazol estao dispostos
na Tabela 01, os quais foram obtidos sélidos cristalinos de baixo a moderados rendimentos,
1sso pode ser devido a alguns aspectos que afetam na obtencdo desses heterociclicos pelo
método de purificacdo com metanol gelado utilizado, como por exemplo a perda de porcao do
produto por filtracdo e transferéncia do mesmo, a temperatura tanto da reacdo quanto do
solvente, e at¢ mesmo a propria natureza do produto, o qual pode ser precipitado de forma
parcial no solvente utilizado. Logo, faz-se o uso de outros solventes organicos conforme
mostrado no trabalho de Liu e Guo (2021). Porém, as varia¢des no ponto de fusdo com menos
de 2°C indicam uma condi¢do de pureza dos produtos.

Tabela 01. Rendimento e ponto de fusdo dos produtos 3a-c sintetizados.
Composto Rendimento  Ponto de Fusao
(%) (o)

C"©—</ i 30,6 105 - 107
A
Br‘Q—(NM 34,4 118 - 120
N 3b
N<
(0]
OZNO_(N/ i 56,2 133 - 135

Fonte: Autor (2025).

Como mencionado no topico anterior, as estruturas das moléculas produzidas foram
caracterizadas por espectroscopia no IV. Dessa forma, pode-se observar na Figura 01 os
seguintes estiramentos de ligagdes caracteristicas para o composto 3a: em 1716 cm™, 1566 cm™
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11411 cm™ e 1357 cm™ referentes as ligagdes C=0, C=N, C=C do anel aromatico e CH3 nessa
ordem. Além das distensdes em 1091 cm™!, 1159 cm™!, 2928 cm™! e 742 cm™ relacionados as
ligagdes C—O, C—N, carbonos sp® e C—Cl, respectivamente.

Figura 01. Espectro de IV do composto 3a por ATR.
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Fonte: Autor (2025).

A respeito da técnica de andlise por ressonancia magnética nuclear, pode-se notar na
Figura 02 o espectro referente a0 RMN de 'H também do composto 3a, dois sinais singleto na
faixa de 6 2,3 ppm e o 4,1 ppm, correspondentes aos hidrogénios do grupo CH3 e CHoa,
respectivamente. E ainda, em aproximadamente 6 7,6 ppm e 6 8,0 ppm dois sinais dupleto, os
quais correspondem aos hidrogénios do anel aromatico, onde ambos os sinais apresentam
constante de acoplamento equivalentes a J34= 9,0 Hz e Js.3= 9,0 Hz. E isso indica que os
hidrogénios H3 e H4 possuem uma forte interagao tipica de hidrogénios de anéis aromaticos.

Figura 02. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) do composto 3a em CDCl;.
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Fonte: Autor (2025).

Acerca do RMN de '3C da molécula 3a foram observados nove sinais correspondentes
aos nove carbonos da estrutura desse composto. Os dois carbonos sp’ representados como 1 e
3 correspondem aos sinais por volta de 6 30 ppm e 6 41 ppm, nessa ordem. Enquanto que, o
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carbono carbonilico 2 surge em cerca de 6 198 ppm, que ¢ uma regido caracteristica para sinais
referentes a carbonos C=0 de cetonas ou aldeidos. E ainda, verificam-se dois sinais em
aproximadamente 6 168 ppm e 6 173 ppm correspondentes aos carbonos marcados como 4 e 5,
respectivamente, os quais sio caracteristicos para os carbonos sp’ ligados diretamente a 4tomos
de oxigénio ou nitrogénio. E quanto aos sinais caracteristicos aos carbonos do anel aromatico,
estes aparecem em um deslocamento quimico de 6 125 ppm a 6 132 ppm (Figura 03). Dessa
forma, o espectro analisado apresenta sinais correspondentes a estrutura proposta.

Figura 03. Espectro de RMN de '*C (400 MHz) do composto 3a em CDCl;.
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Fonte: Autor (2025).

Para os testes de verificagdo da capacidade antioxidante dos compostos 3a-c, os
resultados foram expressos em CEso na Tabela 02. E assim, para o teste com DPPH’, todos os
trés compostos sintetizados apresentaram atividade, porém, mostraram-se possuir uma
capacidade antioxidante bem inferior quando comparado com o CEsodo &cido ascorbico usado
como controle. Contudo, para o teste com ABTS"* todos os compostos apresentaram resultados
significativos, tendo como destaque o composto 3b que demonstrou um valor muito préximo
do CEso do TROLOX utilizado como referéncia nesse teste.

Tabela 02. Atividade antioxidante (CEso pg/ml) dos compostos 3a-c sintetizados.

Amostra DPPH* ABTS*™
CEso pg/mL CEso pg/mL
(intervalo de confianca) | (intervalo de confianca)
3a 142,6 34,66
(110,0 — 222,0) (31,62 -37,95)
3b 217,6 4,055
(149,8 — 466,6) (2,698 — 6,349)
3c 159,1 10,790
(116,8 —280,1) (9,947 - 11,810)
Acido ascérbico 1.6 —
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(1.4—1.8)
TROLOX -

4.1
(3.7-5.8)

Fonte: Autor (2025).

Apesar dos compostos ndo possuirem grupos hidroxilas ou fendlicos que sdo
importantes para a acao antioxidante, eles apresentam grupos retiradores de elétrons por efeito
indutivo (Cl e Br) e por efeito de ressonancia (NO2) nas posi¢des para do anel aromatico
adjacentes ao nucleo heterociclico, o que pode causar efeitos significativos para a atividade.
Como por exemplo no trabalho de Gong, Xi e Liu (2015), em que avaliaram a capacidade
antioxidante dos compostos de cumarina contendo 1,2,4-oxadiazol para prevenir a oxida¢ao do
DNA, e aquele com o brometo na posi¢cdo para se mostrou muito semelhante a um grupo
hidroxila, com um percentual antioxidante de 88,9% também proximo do TROLOX com
88,3%. Em suma, os compostos 3a-¢ demonstraram resultados mais consideraveis para o
método com ABTS"" em comparagio com o teste realizado com DPPH".

Com relagdo aos resultados do docking molecular, pode-se observar na Tabela 03 o
valor de energia de ligacdo do complexo ligante-alvo formado para cada molécula 3a-c e as
interagdes que essas fazem com a xantina oxidoredutase. A principio, o processo redocking foi
realizado com o ligante co-cristalizado da enzima identificado como Tei-6720, sendo utilizado
como inibidor original da atividade da mesma, e como resultado o complexo obtido apresentou
energia de ligacdo baixa (negativa) igual a —8,63 kcal/mol, em outras palavras, possui uma
afinidade significativa com a enzima, dado que quanto menor a energia de liga¢do, mais estavel
¢ o complexo concebido por meio do Autodock Tools, o qual busca conformagdes espaciais
dos ligantes que otimizem essas interagdes, reduzindo a energia livre de ligagdo do sistema
(Arcon et al., 2017). E entre essas interagdes que a molécula faz com os aminodcidos da XOR,
por meio do Discovery Studio foi possivel observar que esses residuos fazem parte do sitio
ativo da enzima, o qual ¢ a regido de interesse para inibi¢do da atividade catalitica e de ligagao
da mesma.

Tabela 03. Energia de ligagdo e os tipos de interagdes para os complexos formados com as moléculas 3a-c ¢ o
alvo XOR.
Interacgdes entre alvo-ligante
Energia de
Ligantes Ligacao
(AH = kcal/mol) = Hidrogénio

Ligacoes de

Interacoes
Hidrofobicas

Outras Interacoes

Ser876 Leu873, Phe914, Leu648, Phe649,

3a —-6,30 Phe1009, Vall011, Glu802, Arg880,
Leul014, Alal079 | Thr1010, Phel013,

Alal078

Ser876 Leu873, Phe914, Leu648, Phe649,

3b —-6,40 Phel009, Vall011, Glu802, Arg880,
Leul014, Alal079 | Thr1010, Phel1013

Arg880, Leu873, Phe914, Leu648, Lys771,

3c —7,69 Alal079, | Phel009, Vall011, Glu802, Ser876,
Glul261 Leul014, Thr1010, Phel013

Alal078, Alal079
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Asn768, Leu648, Leu873, Glu802, Ser876,
Tei-6720 8,63 Lys771, Phe914, Phe1009 Arg880, Phe914,
Thr1010 Vall011, Leul014, | Ser1008, Phel1009,
Alal078, Alal079 Phel013, Pro1076
Ala: alanina; Arg: arginina; Asn: asparagina; Glu: acido glutdmico; Leu: leucina; Lys: lisina;
Phe: fenilalanina; Pro: prolina; Ser: serina; Thr: treonina; Val: valina.

Fonte: Autor (2025).

Assim, pode-se notar na Tabela 03 que dentre os ligantes utilizados, o que mais se
aproximou do ligante co-cristalizado em termos de energia de ligacdo e interagdes, foi o
composto 3c¢. Enquanto que, os ligantes 3a e 3b demonstraram basicamente um mesmo
comportamento nesses parametros obtidos. As interagdes ocorreram com aminoacidos do sitio
ativo da XOR para as trés moléculas, os quais também interagiram para a Tei-6720. Vale
ressaltar que essas interagdes sdo bastante relevantes para a area da quimica medicinal na
descoberta de novos compostos como potenciais farmacos (Fokoue et al., 2020). Portanto, esses
resultados obtidos indicam previamente que os compostos 3a-¢ podem ser capazes de inibir a
atividade oxidativa desempenhada pela xantina oxidoredutase.

Conclusoes

Em conclusdo, com base no que foi discutido nesse estudo, verifica-se a importancia do
tema que propds a sintese, atividade e docking molecular de compostos como potenciais agentes
antioxidantes, os quais estdo sendo de grande interesse para a area da quimica medicinal, pois
sao relevantes na defesa dos sistemas biologicos dos seres vivos contra radicais livres e enzimas
pro-oxidantes que podem causar estresse oxidativo, e consequentemente, condi¢des patoldgicas
no organismo. E dentre esses compostos, os heterociclicos 1,2,4-oxadiazois sdo de extrema
relevancia para farmacologia devido as suas propriedades de flexibilidade metabolica,
bioisosterismo e agdes farmacoterapéuticas, a qual neste trabalho se destaca o seu potencial
antioxidante.

Nessa perspectiva, realizou-se a sintese de trés derivados por meio de um método de
reacdo eficiente e livre de solvente, o que contribuiu para o ndo surgimento de subprodutos
indesejados e outras possiveis impurezas, contudo, o método de purificagdo por metanol gelado
utilizado ndo obteve altos rendimentos dos produtos, sendo necessario a busca por outros
solventes para a obtencdo de rendimentos mais satisfatorios. Porém, os espectros de
caracterizagcdo apresentaram sinais coerentes com as estruturas propostas. Acerca do seu
potencial como agente antioxidante, os testes in vifro na eliminagdo de radicais livres exibiram
resultados significativos, em especial para o cation radical ABTS™, com destaque para o
composto 3b com CEso bem proximo do controle utilizado. E com relagdo ao procedimento de
acoplamento molecular, todos os compostos apresentaram interacdes relevantes com residuos
do sitio ativo da enzima prd-oxidante XOR, destacando-se a molécula 3¢ que apresentou um
complexo mais estavel, proximo daquele formado com o inibidor original co-cristalizado.
Portanto, os compostos 3a-c podem ser considerados aptos a atuarem como potenciais agentes
antioxidantes promissores.
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