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RESUMO

Nesta dissertacdo, duas séries de compostos, uma contendo um anel 1,2.4-
oxadiazol e outra contendo um anel isoxazol, foram sintetizadas. Em ambos os casos,
foram feitas modificacdes na cadeia lateral em C-5, com o objetivo de avaliar a sua
atividade larvicida. Em um primeiro momento, foram preparados 4cidos 3-[3-(aril) -
1,2,4-oxadiazol-5-il] propidnicos que, mais tarde, foram transformados em seus ésteres
metilicos. Posteriormente foram sintetizados os compostos contendo o anel isoxazol
através de cicloadi¢@o 1,3-dipolar entre 6xidos de arilnitrilas e alcinos terminais, o que
forneceu os produtos desejados com rendimentos que variaram de 19% a 79%.

Um estudo comparativo da atividade larvicida entre os acidos 3-[3-(aril)-1,2,4-
oxadiazol-5-il] propidnicos e seus respectivos ésteres metilicos também foram feitas no
presente trabalho. Os testes revelaram que os ésteres possuem atividade muito melhor
do que seus 4cidos antecessores. Entre os ésteres, o 3-[3-(3,4-diclorofenil)-1,2,4-
oxadiazol-5-il] propanoato de metila exibiu a melhor atividade. Uma comparacio
similar entre os dcidos 3-[3-(fenil)] e [4-(clorofenil)-isoxazol-5-il] propidnicos e seus
ésteres metilicos demonstrou claramente que estes ultimos possuem atividade larvicida
muito melhor do que seus acidos.

Fortes indicios mostram que os compostos sintetizados podem atuar de fato na
via das quinureninas. Além dos estudos de docking molecular realizados em trabalhos
anteriores, a quantificagdo dos metabdlitos via CLAE mostrou que as substincias geram

um acuimulo da 3-HK no organismo dos insetos.

Palavras-chave: 1,2,4-oxadiazol, isoxazol, Aedes aegypti, atividade larvicida.
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ABSTRACT

In this dissertation, two series of compounds, one containing a 1,2,4-oxadiazole
ring and the other having a isoxazole ring, have been synthesized. In both cases,
modifications were made in the side-chain at C-5 with a view to test their larvicidal
activity. First, we prepared 3-[3-(aryl)-1,2,4-oxadiazol-5yl]propionic acids and later
these were transformed to their methyl esters, respectively. Second, the compounds
having the isoxazole ring have been obtained by 1,3-dipolar cycloaddition of arylnitrile
oxides to terminal alkynes which furnished the desired products in 19% to 79% yields.

A comparative study of the larvicidal activity between 3-[3-(aryl)-1,2.4-
oxadiazol-5yl] propionic acids and their methyl esters have been made in the present
work. The tests revealed that the esters possess much better activity than their
predecessor acids. =~ Among the esters, methyl 3-[3-(3,4-dichlorophenyl)-1,2,4-
oxadiazol-5-yl]propionate displayed the best activity. A similar comparison between 3-
[3-(phenyl)] and [(4-chlorophenyl)-isoxazol-5-yl]propionic acids and their methyl esters
clearly demonstrated that the latter possesses much better larvicidal activity than the
acids. Thus, methyl 3-[3-(4-chlorophenyl)isoxazole-5-yl] propionate presented an
excellent larvicidal profile.

Strong evidence shows that the synthesized compounds may act on the
kynurenine pathway. In addition to previous studies that have showed such correlation,
the quantification of metabolites through HPLC showed that the synthesized substances

cause an accumulation of 3-HK in the insects.

Keywords: 1,2,4-oxadiazole, isoxazole, Aedes aegypti, larvicidal activity.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

1.1.  Dengue

A dengue € uma doenca infecciosa aguda que ocorre em regides tropicais e
subtropicais, transmitida pela fémea do mosquito Aedes aegypti.' Cerca de 80 milhdes
de pessoas se infectam anualmente por um dos quatro tipos do virus causador da
doenca, o que a torna um dos principais problemas de satde publica do mundo, ja que o
mosquito vetor estd presente em mais de 100 pal’ses.2

O agente etioldgico da dengue é um arbovirus da familia Flaviviridae, que pode
se apresentar como quatro diferentes sorotipos: 1, 2, 3, e 4. No Brasil, ja foram
encontrados os quatro tipos de virus da dengue, porém ha 28 anos o virus tipo 4 ndo era
notificado até sua reaparicio no Amazonas € em Roraima em 2010.° E importante
ressaltar que quando um individuo € infectado por um dos sorotipos da dengue ele
adquire imunidade a este sorotipo, mas nao fica imune aos demais. Assim, um individuo
pode desenvolver a doenga até quatro vezes. A reincidéncia da doenga no mesmo
individuo leva a manifestagdes mais severas dos sintomas e aumenta a probabilidade de
o individuo desenvolver formas clinicas mais graves da dengue, tais como a Dengue
Hemorragica e a Sindrome de Choque da Dengue.4

A primeira epidemia de dengue confirmada ocorreu em Roraima em 1981/1982
com a circulagio dos sorotipos 1 e 4. Outro surto de epidemia ocorreu no Rio de Janeiro
em 1986 com a introducdo do sorotipo 1 neste estado. Desde entdo, ocorréncias de
dengue t&m sido registradas anualmente no Brasil.” Atualmente, a dengue estd presente
nos 26 estados brasileiros e no Distrito Federal, sendo as regides Nordeste e Sudeste
responsdveis por cerca de 86 % das notificagf)es.6 Nos dltimos 20 anos, quatro grandes
epidemias foram registradas no Brasil: em 1998, com a predominancia do sorotipo 1;
em 2002, com a predominancia do sorotipo 3; em 2008, com a predominancia do
sorotipo 2 e, por fim em 2010 com a predominéncia do sorotipo 1,” chegando a quase 1

milhiio de casos notificados.®
1.2.  Aedes aegypti

O Aedes aegypti € um mosquito pertencente a familia Culicidae, origindrio da

Africa. A adaptagio deste vetor a ambientes domésticos facilita sua dispersdo, tendo em
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vista que o mosquito faz uso para sua reproducio de recipientes contendo dgua potavel
ou mesmo de pequenas pogas contendo dgua de chuva.® Os ovos sdo bastante
resistentes, podendo resistir meses na auséncia de dgua. Quando submersos em &agua,
eclodem dando origem as larvas, que se transformam em pupas e originam o mosquito
adulto.’

O mosquito adulto tem pouco mais de 0,5 cm, € preto e apresenta pequenas
manchas branca na cabeca, nas pernas e no dorso (Figura 1). Tem habitos diurnos,
picando suas vitimas principalmente nas primeiras horas da manha e nas dltimas horas
da tarde. E no momento da alimentacio que a fémea, quando contaminada, transmite o
virus da dengue para o ser humano. Como a fémea € inquieta, a0 menor movimento ela
interrompe a alimentag¢do. Assim, em um curto periodo de tempo ela pica varias pessoas
para uma Unica alimentacdo de sangue. Além disso, a fémea realiza mais de uma
refeicdo de sangue antes de colocar os ovos. Essas caracteristicas nos faz entender a
relacdo direta entre a distribuicdo do Aedes aegypti com o nimero de pessoas infectadas

pelo virus da dengue.

Figura 1: O mosquito Aedes aegypti

Embora vacinas estejam sendo desenvolvidas para combater o virus da dengue, a
Unica maneira que tem se mostrado realmente eficaz no controle da doenca é a
erradicacio do mosquito vetor.’ Isto se deve a uma série de fatores.'®'" O primeiro deles
diz respeito ao tempo de desenvolvimento de uma vacina, que €, em média, de 15 anos.
Para o desenvolvimento de uma vacina eficaz, é necessdrio conhecer os reais
mecanismos de protecdo imunoldgica contra a infeccdo a ser evitada. No caso da
dengue, ainda ha controvérsias em relagdo a estes mecanismos. Uma outra informagéo
importante € que sdo conhecidos 4 tipos de virus da dengue. Como o sistema
imunolégico humano reconhece cada virus como uma nova cepa infectante, seriam

necessdrios 4 imundgenos para o combate da infec¢do. O ultimo fator, € ndo menos

importante, estd relacionado com o modelo animal para os testes da suposta nova vacina
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antes dos testes em humanos. Dos modelos animais existentes (macacos e ratos) para o
teste de vacinas, nenhum deles exibe os sintomas observados no homem.'*'? Diante dos
fatores listados no tocante do desenvolvimento de vacinas que evitem a infec¢do pelo
virus da dengue, fica evidente que o desenvolvimento de larvicidas seria uma potente
arma no controle da dengue. Ao contrério das vacinas, a pesquisa € o desenvolvimento
de larvicidas ndao demandam longos periodos de tempo, tampouco os mesmos altos
custos para sua introducdo na terapéutica. Como seu uso fica restrito as dreas de
reproducdo do mosquito, ndo sendo administrado ao ser humano diretamente, e sendo a
ingestdo destas substancias, por humanos e animais domésticos, de natureza acidental, a
quantidade de testes pré-clinicos a serem realizados em relacdo a sua toxicidade é
bastante reduzido. Isto torna os inseticidas larvais economicamente mais vidveis que as

vacinas."
1.3. Larvicidas no combate ao Aedes aegypti

Uma das formas de se combater os mosquitos vetores em Sadde Publica é
através do uso de inseticidas quimicos. O primeiro inseticida quimico de efeito
prolongado foi dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), pertencente a classe dos
organoclorados. Outros inseticidas que tém sido empregados no controle de vetores de
doencas sdo os inseticidas organofosforados, carbamatos, piretrinas e piretr(’)ides.14

Os organoclorados sdao divididos em quatro grupos: difenil-alifdticos,
hexaclorocicloexanos, ciclodienos e policloroterpenos. Destes, 0 mais antigo é o grupo
difenil-alifaticos, do qual o DDT faz parte, o inseticida mais conhecido do século
passado. Sabe-se que ele atua no sistema nervoso central dos insetos. O uso agricola dos
organoclorados foi suspenso e estes inseticidas chegaram a ser proibidos em alguns
paises devido a sua persisténcia no ambiente e seu actimulo nos organismos de animais
e humanos. Ainda assim, o DDT ainda € indicado pela Organizagdo Mundial da Satde
(OMS) como inseticida para uso no controle de vetores. O inseticida hexaclorobenzeno
(HCB) conhecido comercialmente como lindano, pertence ao grupo dos
hexaclorocicloexanos (HCH) e atuam de maneira semelhante ao DDT. Ja os inseticidas
pertencentes ao grupo dos ciclodienos sdo persistentes e estaveis no solo, por esta razao
foram muito utilizados no controle de térmitas e larvas que se alimentam nas raizes de
plantas. Eles agem inibindo os receptores do dcido gama-aminobutirico (GABA). Os
policloroterpenos, estrobane e toxafeno, foram muito utilizados como inseticidas

agricolas. Eles possuem mecanismo de acdo semelhante aos ciclodienos."
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Ao contrario dos organoclorados, os organofosforados sdo biodegradaveis e ndo
se acumulam em tecidos de animais e humanos e por esta razdo, sdo muito utilizados
em Programas de Satide Publica. Dois exemplos sdo, o temephos, que possui acdo
larvicida e o fenitrotion que possui agdo inseticida e larvicida. Estes inseticidas foram
introduzidos no controle quimico de vetores na década de 80. O fenitrotion foi utilizado
até 1999 e o temephos € utilizado até os dias atuais, sendo o tnico larvicida pertencente
ao grupo dos organofosforados recomendado pela OMS para uso em 4gua potdvel.
Porém, os organofosforados sdo quimicamente instiveis e isso faz com que seja
necessdria a aplicacdo periddica desses inseticidas. Os organofosforados atuam no
sistema nervoso central, inibindo a acetilcolinesterase (AChE) de forma irreversivel,
causando a paralisia e morte do inseto.'*"

O fenitrotion foi substituido pela cipermetrina, da classe dos piretréides
sintéticos. Eles possuem a vantagem de serem biodegraddveis e ndo cumulativos. E
ainda sdo muito ativos, apresentando acdo em pequenas quantidades. No entanto,
apresentam a desvantagem de possuirem um custo muito elevado. Os piretréides atuam
no sistema nervoso periférico e central dos insetos, fazendo com que as celulas nervosas
produzam descargas repetidas causando a paralisia e morte do inseto. Este mecanimo de

z

acdo dos piretrdides € semelhante ao do DDT, no entanto o efeito estimulante dos
piretréides é mais intenso.'*

Os inseticidas da classe dos carbamatos tem agfo letal rapida sobre os insetos,
inibindo a acetilcolinaesterase de forma reversivel, diferentemente dos
organofosforados.'* O propoxur é um exemplo de carbamato usado como inseticida.'

A utilizacdo desses inseticidas ao longo dos anos tem provocado o surgimento
de populagcdes de insetos resistentes. Esta resisténcia tem se apresentado para todas as
classes de inseticidas, causando um problema para o controle de vetores. Assim,
doencas que sdo transmitidas por esses vetores estio reaparecendo. Desta forma faz-se
necessdrio o desenvolvimento de novos larvicidas e inseticidas para o controle de

insetos vetores.'>!®
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Figura 2: Inseticidas no Combate a Dengue
1.4. Via das quinureninas

Os insetos nao sdo dotados de memoria imunolédgica, sendo sua defesa advinda
da neutraliza¢do de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio.”’20 Estas espécies sdo
continuamente geradas e expelidas durante o metabolismo destes seres. No entanto,
quando radicais superéxido, hidroxila e o perdxido de hidrogénio estdo em quantidades
maiores que as usuais, estas espécies podem ser bastante nocivas ao inseto, causando
apoptose (morte celular programada) e diversos efeitos neurotéxicos.?'*

Assim sendo, mecanismos que levem a um acimulo de tais espécies no
organismo dos insetos constituem numa poderosa arma terapéutica no combate a
mosquitos como o A. aegypti. Uma das vias metabdlicas mais importantes na
desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio é a chamada “via das quinureninas”, a
maior via de metabolizacdo do triptofano (Trp) nos organismos vivos. Nesta via, o
triptofano é oxidado a 4cido quinolinico ou quinurénico ou ainda a 4cido xanturénico,

23-27

dependendo do organismo vivo estudado. Estes 4cidos enddgenos podem ser
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totalmente oxidados a CO, e agua ou serem utilizados na biossintese de outras
substancias, como a nicotinamida.”

Este trabalho, no entanto, estd focado em um dos intermedidrios da via das
quinureninas, a 3-hidréxi-quinurenina. Esta substancia, quando presente em quantidades
maiores que as normais em humanos, estd relacionada & deméncia e doengas como o
mal de Parkinson e Alzheimer e 2 sindrome de Down.”* Em insetos tratados com a 3-
hidroxi-quinurenina, os efeitos mais proeminentes foram a apoptose das células
neuronais e distirbios motores.”'** Outros estudos indicam que o actimulo deste
intermedidrio metabdlico nos insetos leva a sua oxidac@o espontinea a espécies reativas
de oxigénio, corroborando com a hipdtese de que os danos observados estdo
relacionados com o actimulo destes radicais toxicos, o chamado estresse oxidativo.>"*

Uma visdo simplificada da via das quinureninas (metabolismo do triptofano) é
mostrada no esquema abaixo (Esquema 1). Como pode ser observado, a 3-hidroxi-
quinurenina (3-HK) provém da quinurenina e leva a formagao do dcido xanturénico.
Este ultimo metabdlito é atdxico para o inseto, provando que a reacdo que leva a sua
formacdo consiste numa via de desintoxicagdo da 3-HK nos mosquitos.”’27 Outra
constatagdo interessante é o que o dcido xanturénico € essencial na reprodugdo sexual
do Plasmodium falciparium dentro do moquito vetor Anopheles spp.27 Logo, o
impedimento nesta via do metabolismo do Trp, gerando acimulo de 3-HK e evitando a
formacdo do 4cido xanturénico, ndo somente seria interessante no combate aos
mosquitos da espécie Aedes aegypti, mas também aos mosquitos do género Anopheles,

mosquitos vetores da maldria.

O
OH Triptofano Quinurenina
\ dioxigenase formamidase
NH NH, — — =5
Triptofano (@) H Quinurenina
Formilguinerenina
Quinurenina Qui .
monooxigenase =uinurenina
aminotransferase
OH OH
N 3-Hidréxi-quinurenina
N _ OH transaminase OH
OH O o
Acido xanturénico 3-Hidréxi-quinurenina Acido quinurénico

Esquema 1: A via das quinureninas
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O uso de antagonistas competitivos da enzima 3-hidréxi-quinurenina
transaminase (HKT) evitariam a conversdo da 3-HK a &4cido xanturénico, gerando
acimulo da 3-HK, potente agente neurotéxico para o A. aegypti. A HKT ndo estd
presente em mamiferos e consiste em um tipo de alanina glioxilato aminotransferase
(AGT). Este grupo de enzimas (AGTs), realiza a interconversdo entre o glioxilato a
glicina.”® Desta forma, é possivel que se tenha uma inibicio enzimética da HKT dos
mosquitos, diferentemente sem prejuizos para o organismo humano.

Foi reportado na literatura que a AeHKT (Aedes aegypti 3-hidréxi-quinurenina
transaminase) tem duas fungdes: a primeira é realizar a transaminagdo entre a 3-HK e o
4cido xanturénico. A segunda é realizar a interconversdo entre o glioxilato a glicina.”’
Ainda, ja foi demonstrado que mosquito possui duas AGTs (AeHKT e AeAGT), sendo
que somente a AeHKT tem a funcio de degradar a 3-HK.*® A AeHKT ji foi
caracterizada e sua seqiiéncia ja é conhecida.’’ No entanto, ainda ndo se tem relatos
quanto a sua estrutura cristalogréfica.

A AeHKT ¢é homdloga a AnHKT (Anopheles HKT) e a AeAGT (A. aegypti
AGT). Alguns estudos confirmam que a seqiiéncia de aminodcidos no sitio ativo das
enzimas AnHKT e AeHKT é a mesma, sugerindo que a triade Ser*-Asn*-Phe® estd

envolvida no reconhecimento entre substrato natural (3-HK) e a enzima HKT (Figura

1

4 4 5
SNCSKRVLWAM NT LSNFIRELF WMDEVKDGEESA: 9N

Figura 3: Alinhamento da seqiiéncia Ser43-Asn44-Phe45 (seta azul), envolvida no

reconhecimento enzima substrato 3-HK — HKT. Adaptado da Referéncia 28.

A estrutura tridimensional da HKT de Anopheles gambiae € conhecida (c6digos
no Protein Data Bank 2CH1 e 2CH2) e uma visdo esquematica do sitio ativo contendo
uma molécula de 3-HK pode ser observada na figura 3.°**> As HKTs do género
Anopheles e do A. aegypti tm similaridade de 73% na seqiiéncia dos aminoacidos,”
possibilitando estudos de modelagem molecular através de modelos de homologia

(Figura 4).
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B

Figura 4: Estrutura 3D da AnHKT (A) e visdo esquematica (B) do sitio ativo contendo

uma molécula do substrato natural 3-HK. Adaptado da Referéncia 33.

Alguns inibidores da AGT ja sdo conhecidos como o dcido 4-(2-aminofenil)-4-
oxobutirico (1),** o écido (+)-(18,25)-2-(3,4-diclorobenzoil)-ciclopropil-1-carboxilico
(2)** e o 4cido amino-oxiacético (3),> sendo que estas substincias atuam como
antagonistas competitivos deste receptor. Levando em consideracdo que a HKT € um
tipo de AGT, observa-se que hd homologia estrutural das substincias 1 e 2 (Figura 5)
com a estrutura do agonista natural da HKT, a 3-HK (vide esquema 1). Entretanto,
nenhuma destas substincias foi testada contra larvas ou mosquitos adultos de A.
aegypti, ressaltando a importincia de realizar tais tipos de testes com drogas inibidoras

da HKT (Figura 5).

Figura 5: Estruturas de antagonistas (1, 2 e 3) dos receptores enzimaticos HKT
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Nosso grupo de pesquisa sintetizou diversos 1,2,4-oxadiazéis contendo um
grupo 4cido propidnico na cadeia lateral que demonstraram excelente atividade
inseticida em larvas de A. aegypti.36 Nio se sabe qual o mecanismo de acdo responsavel
por esta atividade. Ao se observar as estruturas destas substancias e dos antagonistas
competitivos, verifica-se que vdrias das interagdes farmaco-receptor também sdo
factiveis de ocorrer entre os oxadiazdis dcidos e a HKT (Figura 6).> Isto mostra que nao
somente estes oxadiazois, mas outras substancias podem ser sintetizadas com o objetivo
de se obter inibidores da enzima HKT e, como conseqiiéncia desta inibicdo, haveria

acumulo da toxina 3-HK, resultando na morte do inseto.

Figura 6: Interacdes existentes entre a 3-HK e o sitio ativo da HKT (A)Pe possiveis

interagdes entre o dcido 3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propidnico e 0 mesmo receptor

(B)
1.5. Compostos heterociclicos de cinco membros

Compostos heterociclicos de cinco membros tém sido bastante estudados,
devido as suas diversificadas aplicacdes bioldgicas. Alguns sdo comercializados como
farmacos, tais como: losartana (anti—hipertensivo)3 7; fluconazol (antifﬁngico)37; dipirona
(antiinflamatério e analgésico)37; oxolamina (antiinflamat(’nrio)38 € a acivicina

(antitumoral)”.

10
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Figura 7: Farmacos que contem heterociclos de cinco membros em suas estruturas

Heterociclos aromdticos de cinco membros contendo um ou mais dtomos de
nitrogénios sdo denominados genericamente de azdis. Quando apresentam um atomo de
A . . oA 37
oxigénio adicionalmente ao dtomo de nitrogénio sdo chamados de oxazdis.
Dentro desta grande classe, alguns dos anéis de heterociclos de cinco membros
mais estudados s@o os triazdis, isoxazdis e oxadiazois. Estas classes de compostos tém
despertado bastante interesse por apresentarem uma vasta aplicabilidade na inddstria

gt 3739 - .
farmacéutica e na agroindudstria.””” A figura abaixo mostra alguns exemplos de

heterociclos pertencentes a essas classes.

2 N N4—3N 7 3 N4 3 N4—3N
SRS S

H

1,2,3-triazdis 1,2,4-triazdis isoxazois 1,2,4-oxadiazéis 1,3,4-oxadiazois

Figura 8: Heterociclos aromdticos de cinco membros farmacologicamente importantes

O ndcleo do 1,2,4-oxadiazéis estd presente em diversas moléculas bioativas.
Uma caracteristica importante deste anel é sua comparacdo com grupos ésteres e
amidas, sendo considerado um bioiséstero destas fungdes. Muitas vezes, esta troca pelo
anel oxadiazélico torna a molécula farmacologicamente superior, uma vez que este
heterociclo é mais resistente a hidrélise. Em conseqiiéncia, a molécula adquire

o . .. . .40
estabilidade em meio aquoso, melhorando o desempenho farmacocinético in vivo.

11



Diana Carolina Barbosa da Silva Alves Dissertacdo de Mestrado

Algumas substancias bioativas contendo o anel 1,2,4-oxadiazol sdo mostrados na

Figura 9.
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Figura 9: Exemplos de 1,2,4-oxadiazdis que apresentam atividade bioldgica

Existem varios métodos para sintetizar 1,2,4-oxadiazéis, 0 mais comum deles € a
O-acilagio de amidoximas seguido de ciclodesidratagio térmica.”’ Para acilar
amidoximas, geralmente sdo utilizados derivados de dcidos carboxilicos ou ainda dcidos
carboxilicos na presenca de agentes ativadores tais como dicicloexilcarbodiimida
(DCC), N,N’-carbonildiimidazol (CDI) ou tetrafluorborato de 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-
1,1,3,3-tetrametilurdnio (TBTU).39
Outro método para sintetizar 1,2,4-oxadiazdis € através da cicloadi¢do 1,3-

dipolar de N-6xidos de nitrila a nitrilas. Os 6xidos de nitrila alifiticos podem ser

gerados in situ a partir da desidratacio de nitroalcanos. J4 os 6xidos de nitrila

12
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aromadticos sdo menos reativos e podem ser isolados, sendo formados a partir das
respectivas oximas.™

Os isoxaz6is sao heterociclos andlogos aos ja citados 1,2,4-oxadiazdis.
Igualmente aromatico, a diferenca estrutural reside na troca do N-3 do oxadiazol por um

grupo CH no isoxazol. Alguns farmacos contendo o anel isoxazélico sdo mostrados na

Figura 10.
HO o
3 ) o
o/\g[)r«:/( s
i
S
N N= Q o
o) NH
N I\
cl )
15 16
Cefoxazol, uma cefalosporina Oxacilina, uma penicilina
(Antimicrobiano) (Antimicrobiano)
QL9
S\ -~
N

H
Z NW

OH 0 N-g

18
Danazol, um estertide Isoxicam, um oxicam
(Anabolizante) (Anftiinflamatério)
Q\ //O
S\ /N\ H\/<)
IDLE S
H2N o’N
19 20
Sulfametoxazol, uma sulfa Isocarboxazida, um IMAO
(antimicrobiano) (Antidepressivo)

45,39

Figura 10: Exemplos de Isoxazdis que apresentam atividade bioldgica

O primeiro método descrito na literatura para a formacao e isoxazéis foi descrito
por Claisen e Lowmann em 1888, que consiste na reagdo de ciclocondensacio entre
uma B-dicetona com a hidroxilamina. Posteriormente, em 1946, Quilico descreveu a
formacdo de isoxazdis a partir de N-6xidos de nitrila e compostos insaturados. Esses

dois métodos sdo atualmente as principais rotas para a obtengdo de isoxaz6is.”’

13
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Para o método descrito por Claisen, o mecanismo aceito é a formacdo de
monoxima 22, seguido da formacdo da 5-hidréxi-isoxazolina 23. Esta dltima ¢é
convertida no isoxazol através de tratamento com 4cido ou base tendo-se a supressio de

uma molécula de dgua (Esquema 2).46

Ry R,
o) o) HO\N 0
/ 3 4 OH /
NH,OH | No s \
— — ] K R, | NS R
R4 R, R, Ry o 2 (o) 2
21 22 23 24

Esquema 2: Formacao de isoxazol a partir de B-dicetonas e hidroxilamina

Este método € conveniente quando se deseja preparar isoxazoéis substituidos na
posicao 5, ou ainda substituidos nas posicdes 3 e 5 por substituintes idénticos. Quando a
B-dicetona é assimétrica, a reacdo com hidroxilamina produz uma mistura isomérica de
isoxazdis, o que causa uma reducdo no rendimento reacional do produto desejado, além
do processo de purificacio tornar-se mais complicado.>

O método descrito por Quilico para a formacdo de isoxazdis a partir de N-
oxidos de nitrila foi classificada por Huisgen como sendo uma tipica cicloadi¢édo 1,3-
dipoleur.48

A forma mais comum de se representar a estrutura do N-6xido de nitrila é
através da estrutura 25b mostrada no esquema abaixo, que apresenta também algumas

formas de ressonancia (25a, 25¢ ¢ 25d).3 o
+ - + - - + .
R—C=N—O0 =<=—> R—C=N—0 <—> R—C=N=0 =<=—> R—C—N=—/0
25a 25b 25¢ 25d

Esquema 3: Estrutura do N-6xido de nitrila e suas formas de ressonincia

A sintese de isoxazol a partir de um N-6xido de nitrila e um alcino é uma reacio
simples que geralmente ocorre apenas deixando os reagentes em solucdo de éter, sob
agitacdo, em temperatura ambiente. O tamanho do substituinte ligado ao alcino pode
influenciar na reagdo, neste caso, o problema pode ser solucionando quando o N-6xido
de nitrila é gerado in sifu e sua concentra¢do ¢ mantida baixa ao longo da reagﬁo.49 Ao
se utilizar um alcino monossubstituido (26), a reacdo pode ser regiosseletiva,

produzindo exclusivamente o isoxazol 3,5-dissubistituido 27 (Esquema 4).39

14
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Esquema 4: Reacio de 6xido de nitrila com alcino monosubstituido

Diante das informag¢des supracitadas, fica claro que o desenvolvimento de novos
larvicidas contendo os niicleos oxadiazol ou isoxazol € um campo bastante promissor.
Sendo assim, a finalidade deste trabalho € sintetizar novos compostos aril-heterociclicos
potencialmente larvicidas e capazes de inibir seletivamente a enzima HKT presente nas

larvas de A. aegypti.

15
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CAPITULO 2: OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Pretende-se com este trabalho, realizar a sintese de novas moléculas contendo
anéis heterociclicos capazes de agir como antagonistas da HKT presentes nas larvas de

A. aegypti tendo, por conseguinte, acdo inseticida sobre estes individuos.
2.2. Objetivos Especificos

e Sintese de novas substancias contendo um grupamento aromatico, uma unidade

de heterociclo e um grupo hidroxila, 4cido ou derivado na cadeia lateral do

heterociclo;

N-O 3—COOCH; N-O 3—CH,0H
Pa )I $ &—COCH; M 2—COOH
Ar” N 3—CH,0H Ar $—COOCH;

1,2,4-Oxadiazoéis Isoxazoéis

Figura 11: Substancias contendo os anéis do 1,2,4-oxadiazol e do isoxazol

e Avaliagdo da atividade larvicida das substancias sintetizadas frente as larvas de
Aedes aegypti;
e (Quantificagdo das substincias 3-hidréxi-quinurenina e d4cido xanturénico

presentes nas larvas, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

OH
X
P OH

N

OH (0]
3-Hidréxi-quinurenina Acido xanturénico

Figura 12: Estrutura da 3-Hidréxi-quinurenina e do Acido Xanturénico
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CAPITULO 3: RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Sintese dos 1,2,4-oxadiazdis potencialmente larvicidas

Como parte da busca por substincias larvicidas mais potentes que os prototipos
acidos 3-[3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propandicos (28a-q), anteriormente sintetizados
por nosso grupo de pesquisa,” resolveu-se funcionalizar a fun¢do 4cido terminal,
derivatizando os acidos a ésteres metilicos. Para tal, os acidos foram submetidos as
condicdes de esterificacio em meio dcido, fornecendo os novos larvicidas 29a-q,

conforme mostrado no Esquema 5 e Esquema 6.

OH o—
J\ ) S CHsOH ' o
Ar N HoSO4 cat.  Ar N
refluxo
28q 51-98% 29q
Ar

a: Ph g: 4-CH30Ph m: 3-CH3OPh
b:4-CH3Ph h: 4-NO2Ph n: 2-CH3OPh
c: 4-FPh i 3-CHsPh o: Benzodioxolil
d:4-CIPh j: 3,4-Cl2Ph p: a-Naftil
e: 4-BrPh k: 3,5-CloPh
f:4-IPh I: 3-BrPh

Esquema 5: Sintese dos ésteres 29a-p a partir dos acidos propandicos 28a-p.

O método acima nao funcionou para o composto 29q, logo partiu-se para a
sintese utilizando cloreto de tionila em metanol sob fluxo, obtendo-se o composto 29q

com rendimento de 54 % (Esquema 6).

°>_/_<]H >_/_<]
- -0

N socl N

|/ o —2> | o

= N CH30H = N
\ S refluxo N\ s
28q 54% 29q

Esquema 6: Sintese do 3-(3-(tiofen-2-il)-1,2,4-oxadiazol-5-il)propanoato de metila 29q
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Os ésteres foram obtidos em rendimentos de moderados a bons (51% a 98%),

conforme pode ser verificado na Tabela 1.

Tabela 1: Dados experimentais dos compostos 29a-q.

Substancia Rendimento P.F (°C) P.F(°C) pit Solvente de
(%) Recristalizacao

29a 98 45-46 49 % CHCl;: hexano
29b 91 63-65 63-64 CHCl;: hexano
29c¢ 59 67-68 4 CHCls: hexano
29d 94 88-89 92 % CHCl;: hexano
29¢ 91 98-99 100°° CHCl;: hexano
29f 73 106-107 a CHCls: hexano
29g 92 58-59 59,5 CHCl;: hexano
29h 69 85-86 @ CH;0H: H,0
29i 51 - a -
29j 77 111-112 . EtOH: H,O
29k 86 67-69 a EtOH: H,O
291 75 - a -
29m 59 39-41 a CHCls: hexano
29n 94 43-45 a CHCls: hexano
290 57 83-84 8 EtOH: H,O
29p 81 84-85 @ EtOH: H,O
29q 54 66-68 a EtOH: H,O

% Substincia inédita

No intuito de investigar mais a fundo a influéncia na atividade larvicida da
funcionalizacdo na cadeia lateral da posi¢do 5 do anel 1,2,4-oxadiazol, resolveu-se
transformar a funcdo éster terminal, reduzindo o éster metilico a dlcool primdrio. Para
tal, utilizou-se boroidreto de s6dio como agente redutor e metanol como solvente. A
reacdo foi realizada em temperatura ambiente, conforme mostrado no Esquema 7. O

alcool primario 30 foi obtido em 61% de rendimento.
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0 0— _ H
1 />\/\<o NaBHs ) M

N N
MeOH, t.a.

Cl Cl
29d 61 % 30

Esquema 7: Sintese do 3-(3-(4-clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)propan-1-ol 30.

Ainda com o objetivo de avaliar a influéncia da funcionalizacdo da cadeia lateral
na posicdo 5 do anel oxadiazol sobre a atividade larvicida, realizou-se a reacdo entre a
benzoamidoxima 31 e o 4-oxopentanoato de metila 32, utilizando como base carbonato

de potéssio. A reacado forneceu a cetona 33 em 69 % de rendimento.

~-OH -
'\1 )OW (2C0s '\f m
(o] > (o)
+ ~
NH2 o tolueno, refluxo N
Dean Stark
31 32 69% 33

Esquema 8: Sintese de 4-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)butan-2-ona 33.

O mecanismo das reagdes para a formacdo de 1,2,4-oxadiazdis a partir de
arilamidoximas é mostrado no esquema 12. A primeira etapa consiste no ataque da
arilamidoxima (I) ao anidrido succinico (II) para formar o intermedidrio III que, através
da abertura do anel de cinco membros e transferéncia de préton, resulta no intermedidrio
O-acilamidoxima (V). H4 o ataque do grupo amino a carbonila para formar o anel de
cinco membros (VI) e nova transferéncia de préton para formar o intermedidrio VIIL.
Este intermediario € convertido ao 1,2,4-oxadiazol VIII através da saida de uma

molécula de dgua.
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I o 1 v

Vil A \')

l— H20
N-
A"/</ MOH
N
o

Vil

Esquema 9: Mecanismo de formacdo do 1,2,4-oxadiazdéis a partir de arilamidoximas
3.2. Sintese dos isoxazois potencialmente larvicidas

Buscando decobrir a estrutura do farmacéforo das substancias larvicidas aqui
sintetizadas, resolveu-se sintetizar isoxazéis 3,5-dissubstituidos. E interessante notar
que a diferenca que existe entre os dois anéis de heterociclos, 1,2,4-oxadiazol e o
isoxazol, € que nos primeiros ha dois dtomos de nitrogénio no anel, ja no segundo
heterociclo hd um grupo CH no lugar do N-3. A influéncia desta troca serd investigada
na andlise dos resultados larvicidas.

Foram sintetizados isoxazodis contendo um grupo hidroxila terminal, além dos
compostos contendo um grupo dcido propidnico. Desta forma, a influéncia do grupo

carbonila também serd avaliada na estrutura do protétipo final.
3.2.1. Sintese dos 3-(3-aril-isoxazol-5-il)propan-1-dis

Para a sintese dos isoxazdis 38a-j, fez-se necessdrio preparar os cloretos de
imidoila, que liberariam os 6xidos de nitrila correspondentes in sifu. Por sua vez, para
obter os cloretos de imidoila (36a-j), ariloximas (34a-j) precisaram reagir com a N-
clorossuccinimida (NCS), utilizando como solvente N, N-dimetilformamida (DMF). Em
seguida, os compostos 36a-j reagiram com o 4-pentin-1-ol (37), na presenca de acetato
de cobre e ascorbato de s6dio como sistema catalitico e bicarbonato de potdssio como

base, via cicloadicdo 1,3-dipolar (Esquema 10).
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N/OH ~OH
J e TR |
Ar H ta, 1h Ar Cl
(o]
34a-j 35 36a-j
4-Pentin-1-ol (37)| t-BuOH/ H20, 1:1
Cu(OAc)» ta.
Ar Na-Ascorbato 19-57%
KHCO3 oo
a:Ph f: 4-NO2Ph
b: 4-CIPh g:4-CHsPh H
c: 4-FPh h:3-CHsPh N~©O
d: 4-BrPh iz 2-CH3Ph |/
e:4-CH30Ph j: 3,4-Cl2Ph Ar

38a-j

Esquema 10: Sintese dos isoxazdis 3,5-dissubstituidos contendo uma porg¢éo hidroxila

terminal na posi¢ao 5 do anel heterociclico 38a-j.

Os isoxazois 38a-j foram obtidos em rendimentos moderados (19% a 57%). A
reacdo funcionou tanto com cloretos de imidoila contendo grupos doadores, quanto com
grupos retiradores de elétrons ligados no anel aromdtico. A Tabela 2 compila alguns

dados experimentais obtidos para os compostos desta série.

Tabela 2: Dados experimentais para os compostos 38a-j.

Substancia Rendimento (%) P.F (°C) P.F(°C) Lit
38a 54 49-51 o
38b 19 71-72 a
38c 33 74-75 o
38d 57 80-81 o
38e 19 60-62 @
38f 44 80-82 8
38g 52 48-50 a
38h 57 - 4
38i 22 - @
38j 27 - 4

4 Substancia inédita
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3.2.2. Sintese dos acidos 3-(3-aril-isoxazol-5-il)propanéicos

A sintese dos isoxazdis 40a-h € anédloga a sintese das substancias 38a-j, em que
cloretos de imidoila geram os dipolos, os N-6xidos de nitrila, no meio reacional. Os
compostos 36a-h reagiram com o sal sddico do 4cido 4-pentindico (39) como
dipolardfilo, na presenga de acetato de cobre e ascorbato de sddio como sistema
catalitico e bicarbonato de potdssio como base para gerar os dipolos, fornecendo os

dcidos 3-(3-aril-isoxazol-5-il)propandicos (Esquema 11).

~OH ~-OH
-
Ar H ta, 1h Ar Cl
(o)
34a-h 35 36a-h
4-Pentinoato de sodio (39) | +-BuOH/ H20, 1:1
Cu(OAc)2 ta.
Na-Ascorbato
KHCO4 43-77%
H
-0
P o
Ar
40a-h

Esquema 11: Sintese dos isoxazdis 3,5-disubstituidos contendo uma por¢ao acido

propandico em C-5 da cadeia lateral (40a-h).

Os isoxazois 40a-h foram obtidos em rendimentos considerados moderados a
bons (43% a 77%). A Tabela 3 compila alguns dados experimentais obtidos para os

compostos desta série.

Tabela 3: Dados experimentais dos compostos 40a-h.

Substincia Rendimento (%) P.F (°C) P.F(°C) Lit
40a 63 148-150 2
40b 50 189-190 :
40c 77 165-168 :
40d 45 152-153 :
40e 43 159-161 ¢
40f 76 - :
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40g 48 168-169 4

40h 52 - ‘

4 Substincia inédita

3.2.3. Sintese dos 3-(3-aril-isoxazol-5-il)propanoatos de metila

Visando protétipos moleculares ainda mais ativos frente as larvas de Aedes
aegypti, resolveu-se sintetizar 2 ésteres derivados de isoxazdis. Assim, semelhante a
sintese dos compostos 29a-q, os acidos 40a-b foram submetidos a reacdo de
esterificacdo de Fisher em meio acido, fornecendo os novos candidatos a larvicidas 41a-

b, conforme mostrado no Esquema 12.

OH o—
|\1"; 3 MeOH |\1”°/ .
HoS O4 cat.
Ar refluxo Ar
40a-b 59-79% 41a-b

a: Ph
b: 4-CIPh

Esquema 12: Sintese dos isoxazois 3,5-disubstituidos contendo uma porgao éster

metilico na cadeia em C-5 (41a-b).

3.3. Caracterizac¢ao dos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il) propanoatos de metila

Os compostos desta série mostraram padro espectroscopico semelhantes aos ja

descritos na literatura’> e, por esta razdo, ndo serdo discutidos aqui em detalhes.
3.4. Caracterizacao do 1,2,4-oxadiazol contendo a porc¢ao hidroxila terminal (30)

No espectro de RMN de 'H obtido para o composto 30 (Figura 13) observa-se
um quinteto em 1,96 ppm com J = 7,6 Hz e J = 6,0 Hz referente aos hidrogénios do
grupo CH, que estd no centro da cadeia lateral. Em seguida é possivel perceber dois
tripletos, um em 3,05 ppm com J = 7,6 Hz referente ao grupo CH; ligado ao anel
oxadiazol e outro em 3,54 ppm com J = 6,0 Hz referente aos hidrogénios do grupo CH,

ligado a hidroxila. Em 4,67 ppm observa-se um sinpleto referente ao grupo OH. J4 na
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regido caracteristica de hidrogénios aromadticos observam-se os dois conjuntos de

prétons do anel p-clorofenila (AA’XX’) presente na posicdo C-3 do oxadiazol.

OH
N/0>\/\/
|/
N
cl 30
CH'ﬂ'Om CHai'om
CH,oxa
CH;OH CH;
b= - i
OH 0 DMSO
o I A
JuJ JL \
e B o T e e e e T e T
10 9 8 7 6 5 r] 3 2 1 0 ppm
i — e L
14.62 7.22 7.76 8.46
14.71 15.79 15.639 15.74
Figura 13: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO) do composto 30
OH
o c:l-|i|l'\7l'll WSO
P ke
i 5% S
:.J .I/l
Cl 30
i ;ECHgoxa
| 87 CH
///25
- CH,OH o
C-Bxa arom 5 J
?: CHarom E
C-3oxa % g
g
ALl A2 L it oo A LA o
180 160 140 120 100 80 &0 40 20 ppm

Figura 14: Espectro de RMN de °C (100 MHz, DMSO) do composto 30
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A Figura 14 mostra o espectro de RMN de >C obtido para o composto 30.
Observa-se na regido tipica de carbonos alquilicos dois sinais, um em 22,7 ppm e outro
em 29,1 ppm que sdo referentes aos carbonos dos grupos metilenos, ja o sinal que é
observado em 59,4 ppm ¢é referente ao grupo metileno ligado a hidroxila, por esta razéo
este sinal aparece em campo mais baixo. Na regido aromadtica é possivel notar quatro
sinais referentes aos carbonos do anel p-clorofenila. Em seguida, nota-se dois sinais, um
em 166,6 ppm e outro em 180,7 ppm que correspondem aos carbonos C-3 e C-5 do anel
oxadiazol, respectivamente.

A Figura 15 mostra o espectro de infravermelho obtido para o composto 30.

100

. e .
BROKER, i m | /
o \ (’/ P{V_ﬂ/\ |
. \ |/ 1 3[
_ \ UV \J ! 1[ i
£g- \ \f -
% I \ / J H
E < \\/ OH |
E | M/0>_\/\/
= |
) o
| cl 30
% w
| | NI BT
i ARER \ [
@ M~ o0 NNOoO NMm OB
N o m—o_mg E::mgg o: "]
1 T - T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber cm-1

Figura 15: Espectro de IV (pastilha de KBr) do composto 30

No espectro é possivel ver uma banda de absor¢do larga em 3385 cm’™,
caracteristica do grupo hidroxila. Em 2936 cm™ e 2881 cm™ nota-se bandas de absorcao
caracteristicas de estiramento das ligagdes C-Hyrom. Também € possivel notar uma banda
intensa em 1589 cm™ referente a ligacdo C=N e uma banda de absor¢do em 1471 cm’,

referente ao estiramento da ligacdo N-O.
3.5. Caracterizacao dos 3-(3-aril-isoxazol-5-il)propan-1-édis

A Figura 16 mostra o espectro de RMN de 'H obtido para o composto 38a. Os
demais compostos desta série mostraram padrao espectroscopico semelhante e ndo serdo

discutidos aqui em detalhes.
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Observando o espectro € possivel ver um singleto largo em 1,80 ppm referente
ao sinal do grupo OH. A posicdo desse sinal, bem como a sua integragdo pode variar
dependendo da concentracdo, solvente e temperatura na qual o espectro foi realizado.™
Em seguida, observa-se um quinteto em 2,01 ppm com J = 7,5 Hz e 6,3 Hz, referente
aos hidrogénios alquilicos do grupo CH; que estd no centro da cadeia lateral. Pode-se
também verificar dois tripletos um em 2,93 ppm com J = 7,5 Hz e outro em 3,75 ppm
com J = 6,3 Hz, referentes aos grupos CH,. O mais desblindado deles é referente aos
prétons que estdo proximos a hidroxila. Em seguida, observa-se um singleto em 6,33
ppm referente ao préton presente no C-4 do anel isoxazol. Conforme pode ser analisado
no espectro, somente hd um sinal referente ao préton do anel isoxazdlico, mostrando
que somente um regioisdmero foi obtido. Provavelmente, este regioisdmero € o isoxazol
3,5-dissubstituido, de acordo com dados ja relatados na literatura.> J4 na regido dos
hidrogénios arométicos, observam-se os cinco prétons entre 7,4 ppm e 7,8 ppm do anel

aromadtico ligado na posi¢cao C-3 do isoxazol.

CHarom

CHisox
CHarom CH,0H  CHjisox CH,

f OH

| L1 N

T
10 9 8 T 6 5 4 3 2 1 ppm

b — — Lo L
14.43 7.16 14.86 11.82
22.22 14.84 14.67

Figura 16: Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCI3) do composto 38a

A Figura 17 mostra o espectro de RMN de ">C obtido para o composto 38a.
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N—0C,

OH
i o4 2
~ e />\/\ : &

g
( j
o 38a

CHarom

77.427
76.576

128.845
17.000

129.856
129.154

CH,0H CH,isox

23.171

CHisox

61.494

C-5isox
C-3isox

99.153

173.444
162.387
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Figura 17: Espectro de RMN °C (75 MHz, CDCI3) do composto 38a

De acordo com a estrutura do composto 38a, pode-se ver que os sinais que
aparece em 23,2 e 30,3 ppm sdo referentes a dois dos grupos metilenos da molécula,
encontrando-se na regido tipica de carbonos alquilicos. J4 o sinal em 61,5 ppm é do
carbono referente ao CH, ligado a hidroxila, sendo este carbono mais desblindado que
os anteriores, aparecendo em campo mais baixo. O sinal que aparece em 99,2 ppm ¢é
referente ao CH do anel isoxazdlico. Em seguida, € possivel observar na regido
aromdtica 4 sinais, sendo o mais desblindado deles o carbono ligado ao anel isoxazol
por sofrer o efeito retirador de elétrons do heterociclo. Os sinais que aparecem em 162,4
ppm e 173,4 ppm sdo referentes aos carbonos C-3 e C-5 do anel do isoxazol.
Provavelmente o mais desblindado deles é o C-5 por estar ligado ao oxigénio e o outro,
em campo mais alto, parece ser C-3 por estar ligado ao nitrogénio do referido
heterociclo.

A Figura 18 mostra o espectro de infravermelho obtido para o composto 38a. No
espectro possivel ver uma banda de absor¢do larga em 3259 cm’, caracteristica de
grupo hidroxila. Uma banda fraca em 3124 cm’ referente ao estiramento das ligacdes
C-Haromgiico © uma banda intensa em 1610 cm™ referente a ligacdo C=N também sio
facilmente identificadas. Outra banda de absorcdo que pode ser observada é aquela em

1471 cm™, referente ao estiramento da ligacdao N-O.
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Figura 18: Espectro de IV (pastilha de KBr) do composto 38a
3.6. Caracterizacao dos acidos 3-(3-aril-isoxazol-5-il)propandicos
A Figura 19 mostra o espectro de RMN de 'H obtido para o composto 40a.
—0 OH CH,COCH
N CHarom
CHiSOX
CHyisox
cHarom
OH r i J
f UL.____I Jt\u
L e e L B L B T 1
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 Ppm
—— L L [
8.49 26.81 19.05
17.49 9.27 18.90

Figura 19: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO) do composto 40a

30



Diana Carolina Barbosa da Silva Alves Dissertacdo de Mestrado

No espectro mostrado, € possivel observar dois tripletos: um em 2,70 ppm com J
=7,2 Hz e o outro em 3,02 ppm com J = 7,2 Hz referente aos hidrogénios dos grupos
CH,, sendo o mais desblindado deles o que estd préximo ao anel isoxazol. Em seguida,
observa-se um simpleto em 6,82 ppm referente ao préton presente no C-4 do anel
isoxazol. Conforme pode ser analisado no espectro, somente hd um sinal referente ao
préton do anel isoxazdlico, mostrando que, analogamente a série dos isoxazdis
propandis, somente um regioisdmero foi obtido. J4 na regido caracteristica de
hidrogé€nios aromadticos observam-se os dois conjuntos de prétons do anel fenila
presente na posicdo C-3 do isoxazol.

J4 a Figura 20 mostra o espectro de RMN de '*C obtido para o composto 40a,
sendo este espectro representativo para esta série de substancias. Observando a estrutura
do composto 40a, pode-se notar que os sinais em 21,8 e 31,1 ppm sdo referentes aos
carbonos de dois grupos metilenos da cadeia alquilica lateral. Ja o sinal que aparece em
99,3 ppm ¢ referente ao CH do anel isoxazdlico. Em seguida, é possivel observar na
regido aromatica cerca de quatro sinais, referentes aos carbonos do anel fenila. Os sinais
que aparecem em 161,8 ppm e 172,9 ppm sdo referentes aos carbonos C-3 e C-5 do anel
do isoxazol. Destes, o mais desblindado seria o C-5 por estar ligado ao oxigénio do

heterociclo. Finalmente, o sinal em 173,0 ppm é referente ao carbono da carbonila.

N—0 OH °

128.745 £
126.460 2
39.708 g
39.500 @0
39.292

129,043 9

CHyisox

38.867

99.336
H
35.083
21.775

39,917

40,125

/

MWWWMWMW

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 Ppm

Figura 20: Espectro de RMN de C (100 MHz, DMSO) do composto 40a

31



Diana Carolina Barbosa da Silva Alves Dissertacdo de Mestrado

Dois regioisomeros podem ser obtidos, em tese, nesta reacdo (Figura 21).
Apesar dos achados da literatura reportarem que isoxazodis sintetizados por esta rota
sintética sdo exclusivamente 3,5-dissustituidos, uma confirmag@o € necessdria para que
se saiba que se trata realmente deste regioisomero. Esta confirmag@o pode ser dada ao
se realizar a andlise do espectro bidimensional via HMBC (Correlagdo Heteronuclear de
Longa Distancia) para o composto 40a (Figura 22). Em um espectro deste tipo,
observam-se interagdes C-H distantes até 3 ligacdes. Neste espectro, usaremos o0 €ixo
dos carbonos como ponto de partida por apresentar menos superposi¢do. Assim, uma
linha em 99,3 ppm, paralela ao eixo dos hidrogénios, pode ser tracada e esta
interceptara trés picos cruzados. O primeiro deles, o que corta o eixo dos hidrogénios
em 3,02 ppm, corresponde ao grupo metileno vizinho ao anel isoxazdlico,
representando um acoplamento “Jey. Os outros dois picos correpondem a um dnico
dupleto, mostrando que esta correlagdo corresponde ao hidrogénio (6,82 ppm) que esta
diretamente ligado a este carbono (1JCH), ou seja, ao préton do CH isoxazdlico. Outra
linha paralela ao eixo dos hidrogénios em 161,8 ppm intercepta dois picos cruzados; o
que aparece em 6,82 ppm no eixo dos hidrogénios representa um acoplamento 2Jen. Jd o
que aparece em 8,00 ppm no eixo dos hidrogénios, na regido tipica de prétons
aromaticos, corresponde a um acoplamento 3Jen. Esta interag¢@o confirma que o sinal em
161,8 ppm no eixo dos carbonos é referente ao C-3 do anel do isoxazol. Afirmado isto,
uma evidéncia mostra que a substincia sintetizada €, de fato, o regioisdmero 3,5-
dissubstituido: a interacdo do tipo *Jen entre o carbono C-3 do anel isoxazol (161,8
ppm) e o hidrogénio isoxazdlico (6,82 ppm). No isdmero 3,4-dissubstituido, esta

interacdo ndo ocorreria.
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Isoxazol 3,5-dissubstituido isoxazol 3,4-dissubstituido

Figura 21: Estruturas dos isoxazdis 3,5-dissubstituido e 3,4-dissubstituido
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Figura 22: Espectro HMBC do composto 40a

A fFigura 23 mostra a segunda parte do espectro HMBC para o composto 40a.
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Figura 23: Espectro HMBC do composto 40a
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Uma linha paralela ao eixo dos hidrogénios partindo de 21,8 ppm no eixo dos
carbonos mostra duas interacdes. A primeira delas representa um acoplamento 2Jen
entre este carbono e os protons de outro grupo metileno, mostrando que os dois grupos
metilenos sdo vizinhos. A segunda interacdo, representada por um dupleto, mostra que
os prétons H-6" estdo ligados diretamente a este carbono ("Jen). Outra linha paralela ao
eixo dos hidrogénios, em 31,1 ppm mostra, de maneira andloga, duas interagdes: a
primeira esté representada por um dupleto, indicando que os prétons H-7" estdo ligados
ao carbono C-7. A segunda interagdo corresponde a um acoplamento *Jcu entre este
carbono e os prétons H-6" (Figura 23).

A Figura 24 mostra o espectro de infravermelho obtido para o composto 40a.
Nota-se bandas de absorcao fracas em 3116 cm’ referente ao estiramento O-H de 4cido
carboxilico e em 2934 cm™ referente ao estiramento das ligacdes C-H aromaticos.
Também pode ser observada uma banda intensa em 1695 cm™ referente a carbonila de
4cido carboxilico e uma outra banda intensa em 1601 cm™ referente a ligagdo C=N do
isoxazol. Outra banda de absor¢do que pode ser observada é aquela em 1441 cm™,

referente ao estiramento da ligacdo N-O.
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Figura 24: Espectro de IV (pastilha de KBr) do composto 40a
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3.7. Caracterizacao dos 3-(3-aril-isoxazol-5-il)propanoato de metila

A Figura 25 mostra o espectro de RMN de 'H obtido para o composto 41a. O

composto 41b mostrou padrdo espectroscopico semelhante e ndo serd discutido aqui em

detalhes.
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Figura 25: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO) do composto 41a

Observando-se espectro acima percebe-se dois tripletos: um em 2,80 ppm com J
igual a 7,2 Hz e o outro em 3,07 ppm com J igual a 7,2 Hz referente aos hidrogénios
dos grupos CH», sendo o mais blindado deles referente aos prétons que estdo proximos
ao grupo carbonila. Em seguida, observa-se dois simpletos: um em 3,63 ppm referente
aos hidrogénios do grupo CHj; e outro 6,82 ppm referente ao préton presente no C-4 do
anel isoxazol. J4 na regifo caracteristica de hidrogénios aromadticos observam-se os dois
conjuntos de prétons: um em 7,50 ppm (correspondendo a trés hidrogénios) e 7,83 ppm
(dois hidrogénios), sendo o mais desblindado deles referente aos prétons mais préximo
do anel isoxazol.

A Figura 26 mostra o espectro de RMN de BC obtido para o composto 41a.
Observando-se o espectro abaixo, verifica-se os sinais que em 21,6 ppm e 30,8 ppm sdo
referentes aos carbonos dos grupos CH, da cadeia alquilica lateral, sendo o mais
desblindado deles o que estd vizinho a carbonila. O sinal que aparece em 51,5 ppm é
referente ao carbono do grupo CHj e o que aparece em 99,4 ppm € referente ao CH do

anel isoxazodlico. Em seguida, observam-se quatro sinais na regido aromaética referente
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aos carbonos do anel fenila. Os sinais que aparecem em 161,8 ppm e 171,9 ppm sédo
referentes aos carbonos C-3 e C-5 do anel do isoxazol. Destes, o mais desblindado seria
o C-5 por estar ligado ao oxigénio do heterociclo. Ja o sinal em 172,6 ppm é referente

ao carbono da carbonila.
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Figura 26: Espectro de RMN de °C (100 MHz, DMSO) do composto 41a

A Figura 27 mostra o espectro de infravermelho obtido para o composto 41a.
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Figura 27: Espectro de IV (pastilha de KBr) do composto 41a

36



Diana Carolina Barbosa da Silva Alves Dissertacdo de Mestrado

Observando o espectro é possivel ver uma banda de absorcdo fraca em 3119
cm™, referente ao estiramento das ligagdes C-H aromitico. E facilmente identificada
uma banda intensa em 1733 cm’', referente a carbonila de éster. Também é possivel
perceber um banda em 1600 referente a ligacdo C=N. Outra banda de absor¢cdo que
pode ser observada é aquela em 1444 cm’™, referente ao estiramento da ligacdo N-O.

O ciclo catalitico das reacdes de cicloadicdo 1,3-dipolar entre alcinos terminais e
N-6xidos de nitrila é mostrado no Esquema 13. A primeira etapa deste ciclo consiste na
formagdo do acetilideo de Cu(l) II, que passa pela formag¢do do complexo-m Ib. A
interacdo entre a espécie Il e o N-6xido de nitrila resulta na formagdo da espécie III,
que € rapidamente convertida no metalaciclo de seis membros IV. O anel de seis
membros sofre contragdo para formar o isoxasolideo de cobre V, 3,5-dissubstituido
intermediario de menor energia e maior estabilidade que o intermediario 3,4-

. - ‘o . (e . 4 55
dissubstituido. A espécie catalitica I é finalmente regenerada e o isoxazol é formado.

N —
CuLn ~B1—=—H
Culn | \<
Ri
// R Culn .+
O~y 2 [R1—:|Z—

m Re

Esquema 13: Ciclo catalitico para a reagdo de cicloadicdo [3 + 2] mediada por Cu(I)*

Outra sugestdo para a formagdo do isoxazol 3,5-dissubistituido seria através da
formacgdo do acetilideo de Cu(l) II, seguida da reagcdo concertada com o N-6xido de
nitrila fornecendo o isoxazolideo de cobre V, ndo passando pela formacdo do complexo

IV como mostrado no esquema 14.

37



Diana Carolina Barbosa da Silva Alves Dissertacdo de Mestrado
R+
h
7/ Re
O~N
Cu-Ln—R1
. \g
ulLn
R1
-
O- / Rz

N R—=——CuLn
v \/<®/' o) |

T

Esquema 14: Outra sugestdo de mecanismo para a formagao dos isoxazoéis 3,5-

dissubstituidos
3.8. Avaliacao da atividade larvicida

De posse das substancias potencialmente larvicidas, procedeu-se aos bioensaios
com as larvas do mosquito Aedes aegypti. Para os testes de atividade, foram utilizadas
larvas no estdgio de crescimento L, em volume apropriado de dgua destilada, dispostas
em recipientes contendo diferentes concentracdes da droga-teste dissolvida em
quantidade minima de: etanol, dimetilsulféxido (DMSO) ou de solucdes destes
solventes com o tensoativo Tween 80. Os testes foram realizados em triplicata. Em cada
replicata, foram utilizadas 20 larvas de A. aegypti e a atividade larvicida foi verificada
48 horas ap6s o inicio do teste. Os ensaios foram realizados na auséncia de luz, na
temperatura de 25-27°C, em pH 5,0. As larvas, alimentadas com racdo animal no inicio
do teste, foram observadas decorridas 24 e 48 horas apds o inicio do teste e foram
consideradas mortas caso nao respondessem ao estimulo ou quando ndo emergissem a
superficie da solu¢do. Controles negativo (solucdo contendo o veiculo) e positivo
(Temephos ®, 3 mg/mL) foram realizados concomitantemente aos testes com as drogas
sintetizadas. Os resultados foram analisados utilizando o software Probit com o

programa estatistico Statplus 2008 a um nivel de confianca de 95%.
3.8.1. Avaliacao da atividade larvicida para os 1,2,4-oxadiazoéis

Os resultados destes testes realizados para os compostos 1,2,4-oxadiazéis estido

resumidos na tabela abaixo (Tabela 4), que compila os valores de CLsy (concentracio
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letal para 50% da populagdo larval, em partes por milhdo) para cada 1,2,4-oxadiazol

testado.

Tabela 4: Atividade larvicida dos 1,2,4-oxadiazois

Ar

OH — OH
AN AT s A

29a-q 0 33
Substancia Ar CL5so (ug/mL)
29a Ph 30,65
29b p-Toluil 18,68
29¢ 4-FPh 27,55
29d 4-CIPh 6,29
29%e 4-BrPh 5,08
29f 4-IPh 2,68
29g 4-CH;0Ph 21,26
29h 4-NO,Ph 23,73
29i m-Toluil 14,39
29j 3,4-diCl,Ph 2,54
29k 3,5-diCL,Ph 5,81
291 3-BrPh 15,91
29m 3-CH;OPh >100
29n 2-CH;0Ph >100
290 Benzodioxolil >100
29p Naftil 27,51
29q 2-Tiofenil 15,36
28j 3,4-diCl,Ph 49,61
30 4-CIPh 27,76
33 Ph >100

Comparando estes resultados com resultados anteriores obtidos por nosso grupo
de pesquisa,9 pode-se observar um decréscimo significativo nos valores de CLs,

indicando que houve melhora na estrutura do nosso protétipo com a derivatizagdo do
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grupo 4cido original para éster metilico. Por exemplo, para a substancia 29a, sem
substituicdes no anel arila lateral, houve um decréscimo de 98,6 ppm (4cido) para 30,6
ppm (éster correspondente). J4 para a substancia contendo um dtomo de bromo no anel
fenila, que foi a mais ativa nos ensaios anteriores, houve uma diminui¢do no valor da
CLso de 15,2 ppm (4cido) para 5,08 ppm (éster metilico). E interessante notar que a
substituicdo por atomos de halogénios no anel arila lateral fornece decréscimos
importantes nos valores das CLsp em relagio ao éster de oxadiazol com um grupo fenila.
Também pode-se notar que a substituicdo na posi¢do para do anel arila fornece
compostos mais ativos que aqueles com substituicdes em meta (5,08 ppm para 29e
contra 15,91 ppm para 291). Observa-se ainda uma relagéo entre a eletronegatividade do
substituinte e o valor da CLsj, ou seja, a medida que a eletronegatividade diminui, o
valor da CLsp também diminui: CLso de 2¢ (p-FPh) > CL5o de 29d (p-CIPh) > CLso de
29e (p-BrPh) > CLsg de 29f (p-IPh). Na verdade, esta diminui¢do na atividade pode
decorrer também pelo aumento do tamanho do atomo do halogénio, aumentando a
interacdo com residuos hidrofébicos no sitio ativo da HKT. Sendo assim, os fatores
estéricos seriam mais importantes que os fatores eletrOnicos para a manutencdo da
atividade. Esta hipdtese é corroborada pelo fato de que ndo ha grande diferenca entre
29a (fenila) e 29c¢ (p-FPh). Considerando que os raios atdomicos de H e F sao
semelhantes, ndo observa-se diferenca na atividade destas substincias, desprezando-se
os efeitos meramente eletronicos. Seguindo esta tendéncia, a substincia que apresentou
o menor valor de CLsy foi 29j, o éster contendo o grupo 3,4-diclorofenila na cadeia
lateral do heterociclo, com dois dtomos de cloro, volumosos e eletronegativos como
substituintes (CLsp = 2,54 ppm).

Avaliando a cadeia lateral em C-5 do anel oxadiazdlico percebe-se que para os
1,2,4-oxadiazdis com o grupo fenila (28a, 29a e 33) houve um decréscimo no valor da
CLso de 98,6 ppm (1,2,4-oxadiazol é.cido)9 para 30,6 ppm (1,2,4-oxadiazol éster) e o
composto 33 (1,2,4-oxadiazol cetona) apresentou CLsy acima de 100 ppm. Ja para os
1,2,4-oxadiazdis contendo um substituinte p-Cl-fenila (28d°, 29d e 30) percebe-se que
as substancias 28d e 30 apresentaram valores de CLsy muito préximos, 28,1 ppm e
27,76 ppm, enquanto que para a substancia 29d houve um decréscimo para 6,29 ppm.
Desta forma, é notério que, dos compostos contendo o anel 1,2,4-oxadiazol, os que

possuem uma porg¢ao éster na cadeia lateral apresentam melhor atividade larvicida.
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3.8.2. Avaliacao da atividade larvicida para os isoxazéis 3,5-disubstituidos

Na busca por larvicidas ainda mais potentes, sintetizou-se isoxazdis 3,5-
dissubstituidos. Como ja citado anteriormente, resolveu-se sintetizar estes heterociclos
por serem bastante semelhantes aos 1,2,4-oxadiaz6is. A diferenca entre os 2 nicleos é
que no isoxazol tem-se um CH em lugar do nitrogénio na posi¢do 4 presente nos 1,2,4-
oxadiazoéis. Sendo assim, nas tabelas 5, 6 e 7, estdo compilados os dados para a
atividade larvicida dos isoxazéis contendo um grupo dlcool (Tabela 5); dcido (Tabela
6); e éster (Tabela 8). A Tabela 5 descreve a avaliagdo da atividade larvicida dos
compostos 38a-j. Como pode-se observar para os compostos desta série, apenas 0s
compostos 38b, 38e, 38g e 38i, apresentaram atividade larvicida significativa (valores
de CLsp menores que 100 ppm). Analogamente a série contendo o anel do 1,2.4-
oxadiazol, o isoxazol substituido com o grupo 3,4-diclorofenila 38j que apresentou o
melhor perfil larvicida desta gama de compostos (CLsg = 17,15 ppm), indicando que

este grupo ou algum equivalente deve estar presente no protdtipo final.
Tabela 5: Atividade larvicida dos compostos 38a-j

Ar

38a-

Substancia Ar CLso (ug/mL)
38a Fenil >100
38b 4-C1Ph 28,86
38c 4-FPh >100
38d 4-BrPh 33,35
38e 4-CH;0Ph >100
38f 4-NO,Ph 82
38¢g p-Toluil >100
38h m-Toluil >100
38i o-Toluil >100
38j 3,4-Cl,Ph 17,15
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A Tabela 6 descreve a avaliacdo da atividade larvicida dos compostos 40a-h.
Dos compostos desta série o Unico que ndo apresentou atividade larvicida significativa
foi o isoxazol 40h. Em virtude disto, pode-se constatar que para o isoxazol 38e (dlcool)
o valor de CLsj € acima de 100 ppm, enquanto que para o isoxazol 40e (dcido) o valor

do CLsg decresceu para 35,67 ppm.

Tabela 6: Atividade larvicida dos compostos 40a-h

) 0
Ar
40a-h
Substancia Ar CLs
(ng/mL)
40a Ph 82,78
40b 4-CIPh 37,66
40c 4-FPh 33,73
40d 4-BrPh 13,85
40e 4-CH;OPh 35,67
40f 4-NO,Ph 73,14
40g 4-CH;Ph 38,79
40h 3-CHsPh >100

A mesma relagdo entre os compostos que apresentam substituicdo de dtomos
eletronegativos no anel fenila e a atividade larvicida que foi observada para os 1,2,4-
oxadiazéis nao foi observada para os isoxazéis: CLsy de 40b (p-C1Ph) > CLsy de 40c¢ (p-
FPh) > CLso de 40d (p-BrPh). Percebe-se que para a série dos isoxazodis, os efeitos
eletronicos sdo tdo importantes quanto os efeitos estéricos, ja que hé bastante diferenga
entre 40a (Ph) e 40c (p-FPh). Entretanto, a substincia que apresentou o menor valor de
CLso foi 40d, o isoxazol contendo o 4tomo de bromo, volumoso e eletronegativo, como
substituinte (CLsp = 13,85 ppm).

Comparando com os resultados obtidos para os 4cidos 28a-q” com os 4cidos de

isoxazois 40a-h, observa-se na Tabela 7 a uma diminui¢do nos valores de CLsy.
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Tabela 7: Atividades larvicidas para os 4cidos do isoxazol e do 1,2,4-oxadiazol

o OH o OH
N~ N~ >_/_<

N | ) 0 N W S

Substancia Ar CLs Substancia Ar CLs
(ng/mL) (ng/mL)

40a Ph 82,78 28a Ph 98,6
40b 4-CIPh 37,66 28d 4-C1Ph 28,1
40c 4-FPh 33,73 28¢ 4-FPh 81,2
40d 4-BrPh 13,85 28e 4-BrPh 15,2
40e 4-CH30Ph 35,67 28¢g 4-CH30Ph 71,5
40f 4-NO,Ph 73,14 28h 4-NO,Ph 50,5
40g 4-CH;Ph 38,79 28b 4-CHsPh 65,8
40h 3-CHsPh >100 28i 3-CH;Ph 63,8

Por exemplo, o dcido do oxadiazol contendo um grupo p-FPh teve valor de CLs
na ordem de 81,2 ppm,” enquanto que o 4cido de isoxazol inibiu o crescimento de
metade das larvas na concentragdo de 33,73 ppm (40c). Da mesma maneira, para
heterociclos sem substituicdes no anel arila (28a e 40a), o dcido do oxadiazol (28a)
apresentou valor de CL5pna ordem de 100 ppm enquanto que o 4cido de isoxazol (40a)
apresentou valor de CLs igual a 82,78 ppm. Seguindo esta tendéncia a maioria dos
dcidos de isoxazol apresentou valor de CLs5y menor que o dcido do oxadiazol contendo o
mesmo substituinte. De posse desta informacdo, resolveu-se derivatizar o grupo acido
do isoxazol a éster metilico nos compostos 40a e 40b. Assim, comparando os resultados
da avaliacdo da atividade larvicida dos compostos 41a-b com 40a-b, pode-se perceber
que para os isoxazodis com grupo fenila (40a e 41a) houve um decréscimo no valor da
CLso de 82,78 ppm (isoxazol 4cido) para 13,17 ppm (isoxazol éster). Ja para o isoxazol
contendo um substitunte p-Cl-fenila o decrécimo foi de 27,66 ppm (isoxazol 4cido) para

3,39 ppm (isoxazol éster).
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Tabela 8: Atividade larvicida dos compostos 41a e 41b

s 0
Ar
41a-b
Substancia Ar CLso (ug/mL)
41a Fenil 13,17
41b 4-C1Ph 3,39

Trabalhos anteriores realizados com outros grupos de pesquisa mostraram que 0s
acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)propandicos se encaixam no sitio ativo da HKT de
Anopheles gambiae, corroborando com nossa hipétese de mecanismo de agdo.”® Nestes
célculos de docking molecular foi utilizado o modelo da enzima AgHKT cristalizada
com o ligante dcido 2-amino-4-(2-amino-3-hidroxifenil)-4-oxobutandico (42),

depositada no PDB sob o cédigo 2CH2.

OH

NH,

OH
42

Figura 28: Estrutura do dcido 2-amino-4-(2-amino-3-hidroxifenil)-4-oxobutandico (4-

OB), 42

Como pode ser observado na Figura 29, o ligante 42 interage com os residuos
Alrg3 % Asn™ e Gly25 , além da forte interacdo do grupo dcido com a porcdo guanidina
do residuo Arg™°. Apesar dos dcidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)propanéicos nio
adotarem preferencialmente a mesma configuracdo do ligante, os estudos de docking
forneceram fortes subsidios de que ha interacdo dos compostos testados com a enzima

em questao.
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Figura 29: Estrutura cristalogrifica da enzima AgHKT (PDB ID 2CH2).

Representagcdo do sitio ativo que é indicado pela presenca do cofator piridoxal

fosfao e residuos do sitio ativo que interagem com 42.

Figura 30: Detalhe do sitio ativo da estrutura cristalografica da enzima AgHKT
(PDB ID 2CH2). Representagdo da interacdo do inibidor 42 com os residuos Arg356,
Asnd4 e Gly25.
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Ainda que os cdlculos de docking tenham sido realizados com a enzima HKT da
espécie Anopheles gambiae, as enzimas sdo homoélogas. Através de estudos de
homologia estrutural comparativa, foi obtido o alinhamento dos sequéncias das HKTs
de Aedes sp. (AeHKT) e Anopheles sp. (AgHKT), resultando em 78,9 % de identidade
entre as sequéncias de aminodcidos. Outra informacdo importante é que os sitios ativos
estdo preservados, ou seja, € possivel que os compostos sintetizados neste trabalho
também se liguem ao sitio da AeHKT.

A via das quinurenimas mostrada no Esquema 1 mostra que a substincia téxica
3-hidréxi-quinurenina € convertida a dcido xanturénico através da acdo da enzima 3-
hidréxi-quinurenina-transaminase (HKT). Ou seja, para que haja o actiimulo de 3-HK e
posterior morte do inseto, € necessario que se bloqueie a acdo da enzima HKT. Caso
este bloqueio seja efetuado, um acumulo de 3-HK seria esperado nos organismos dos
insetos tratados com as drogas sintetizadas. Analogamente, as taxas de 4cido
xanturénico deveriam decrescer, quando comparadas a insetos ndo-tratados. Para
realizar tais estudos de confirmacdo do alvo biolégico das drogas sintetizadas, foram
utilizados padrdes comerciais da 3-HK e do AX. As larvas tratadas com as drogas testes
29d e 29h, foram coletadas logo ap6s o bioensaio larvicida, liofilizadas e pulverizadas.
O p6 foi tratado com 4cido férmico 0,4 M e a mistura foi sonicada, refrigerada e
centrifugada. O sobrenadante foi analisado no CLAE e os picos observados foram
comparados aos padrdes comerciais. Estes resultados foram comparados com os
extratos de larvas nao-submetidas ao tratamento com as drogas-teste, sendo este
considerado o grupo controle negativo. Os resultados obtidos para a quantificacdo da 3-

HK e do AX estido descritos na Tabela 9.

Tabela 9: Dados experimentais para a quantificacdo da 3-HK e do dcido xanturénico

em larvas do A. aegypti.

Amostra Dose utilizada(ppm) % 3-HK % AX
Controle - 36,15 2,56
Tratada com 29d 10 40,11 1,29
Tratada com 29h 100 71 1,15

Os dados mostrados na Tabela 9 indicam que a percentagem de 3-HK aumentou
para as amostras tratadas com os compostos 29d e 29h em relag¢do a amostra controle,

indicando um actimulo da 3-HK nas larvas tratadas. O percentual obtido para o 4cido
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xanturénico mostra que esta espécie é diminuida com o tratamento com 0s compostos
29d e 29h em relacdo a amostra controle. Como o composto 29d apresenta melhor
atividade larvicida que o composto 29h, era esperado que os valores do percentual de 3-
HK fossem maiores para a amostra tratada com o composto 29d. Isto pode ter sido
devido a alta concentragdo utilizada para 29h (100 ppm), mostrando que provavelmente
o acimulo de 3-HK decorrente da inibi¢gdo da HKT seja dose-dependente.

Em suma, embora ensaios de inibicio da HKT nao pudessem ter sido realizados,
ensaios indiretos de quantificacdo dos metabdlitos envolvidos nesta inibicdo fornecem
subsidios para a hip6tese de que os compostos sintetizados neste trabalho podem atuar
na via das quinureninas, acarretando a morte por apoptose de células neuronais de larvas

de Aedes aegypti.
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CAPITULO 4: CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

4.1. Conclusoes

Com o intuito de sintetizar compostos potencialmente larvicidas, foi realizada a
modificacdo molecular dos dacidos 3-[3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] propidnicos, ja
conhecidos por apresentar atividade larvicida para individuos da espécie Aedes aegypti.
Os compostos 28a-q foram submetidos a esterificacio com metanol em meio acido e
esta rota forneceu bons rendimentos, fornecendo os produtos desejados 29a-q (51% a
98%). Estes compostos apresentaram melhor atividade larvicida, com valores de CLsg
abaixo de 50 ppm para a maioria das substincias testadas. O éster metilico do 4cido 3-
[3-(3,4-diclorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]propandico (29j) apresentou o excelente perfil
larvicida, com uma CLsy na ordem de 2,54 ppm, valor este bem menor que resultados
obtidos anteriormente por nosso grupo de pesquisa (de 15,2 a 98,6 ppm).9

Outra série de compostos sintetizados foi a série dos 3-(3-(aril)-isoxazol-5-
il)propan-1-6is (38a-j), obtidos através da cicloadi¢do 1,3-dipolar de 6xidos de nitrilas
aromdticos (gerada por cloreto de imidoila 36a-j) ao 4-pentin-1-ol (37) mediada por
Cu(I). A reacgdo forneceu os produtos com rendimentos moderados (19% a 57%). Estes
compostos apresentaram atividade larvicida pouco significativa, tendo a maioria dos
compostos valores de CLsy acima de 100 ppm. No entanto, os compostos 38b, 38d, 38f
e 38j, apresentaram boa atividade (CLsy abaixo de 50 ppm), sendo o composto 38j
(substituido com o grupo 3,4-diCl,Ph), aquele que apresentou a melhor atividade (CLsg
= 17,15 ppm).

Ja os acidos 3-(3-(aril)-isoxazol-5-il)propandicos (40a-h) foram obtidos com
rendimentos variando de 43% a 77%. Estes compostos apresentaram boa atividade
larvicida, sendo o composto 40d (substituido com o grupo p-BrPh) aquele que
apresentou a melhor atividade (CLsp = 13,85 ppm). Os écidos contendo o anel isoxazol
apresentam melhor atividade larvicida que os édcidos contendo o anel 1,2,4-oxadiazol,
em sua maioria.

Os 3-(3-(aril)-isoxazol-5-il)propanoatos de metila (41a-b) foram obtidos com
rendimentos bons (59% e 79%) e apresentaram melhor atividade larvicida que seus
dcidos correspondentes, com valores de CLsg igual a 13,17 ppm e 3,39 ppm,
respectivamente. Estes ésteres metilicos apresentaram melhor atividade que os ésteres

metilicos contendo o anel 1,2,4-oxadiazol contendo o mesmo substituinte, o composto
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substituinte com o anel fenila (29a) apresentou valor de CLsg igual a 30,65 ppm e o
composto substituido com o p-CIPh (29d) apresentou valor de CLspigual a 6,29 ppm.
Com o intuito de investigar a possivel inibi¢do da enzima HKT das larvas de
Aedes aegypti, quantificou-se as substancias 3-hidréxi-quinurenina e dcido xanturénico
presentes nas larvas de Aedes aegypti tratadas com os compostos 29d e 29h. Os
resultados mostraram que a quantidade de AX nos extratos larvais decresce para o
tratamento com os dois compostos em relagdo ao grupo controle, enquanto que a
quantidade de 3-HK aumenta. Estes resultados fornecem fortes indicios de que os

compostos aqui sintetizados podem ser capazes de inibir a enzima HKT.
4.2. Perspectivas

¢ Finalizar os estudos de confirmacédo do alvo biolégico.

e Realizar testes com cepas resistentes ao Temephos® (inseticida usual para Aedes
aegypti).

e Realizar estudos de QSAR.

e Realizar estudos de docking molecular destes compostos no modelo de

homologia para o AeHKT.
e Realizar a sintese de isoxazdis e oxadiazéis com grupos volumosos na cadeia

lateral em C-3 e com uma funcio éster em C-5.
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CAPITULO 5: PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.1. Procedimentos gerais

Todos os solventes e reagentes utilizados foram obtidos através dos fornecedores
Aldrich, Sigma, Acros, Merck e Vetec. A cromatografia em camada delgada (CCD) foi
realizada utilizando-se placas de silica em suporte de aluminio contendo indicador
fluorescente F,s4 da marca Fluka. Para a revelacdo das manchas utilizou-se lampada
ultravioleta. Para a cromatografia em coluna foi utilizada silica-gel 60 (70-230 mesh) da

marca Macherey-Nagel (Alemanha).
5.2. Equipamentos utilizados

Para a determinagdo dos pontos de fusdo, foi utilizado o aparelho Electro-
thermal modelo Mel-Temp analégico e os pontos de fusdo dos compostos obtidos ndo
sao corrigidos.

Para a obten¢do dos espectros de RMN de 'H e °C foi utilizado o instrumento
Varian modelo Unity Plus 300 MHz ou Varian UNMRS 400 MHz, utilizando como
solvente cloroférmio deuterado, dimetilsuféxido deuterado, metanol deuterado.

Para a obtencao dos espectros de infravermelho foi utilizado o espectrofotometro
da marca Brucker, modelo IFS66 FT-IR, em pastilhas de KBr.

Para a obtencdo dos espectros de massa foi utilizado o instrumento LCMS — IT —
TOF- Shimadzu.

Para a obtencdo dos percentuais de andlise elementar foi utilizado o analisador
elementar (CHNS-0O), da marca CE instruments, modelo EA 1110.

Para os ensaios de quantificagdo dos metabdlitos foi utilizada a lavadora ultra-
sonica da marca Unique, a 40 kHz, modelo USC-1800A. Para a decantagdo das larvas
foi utilizada a centrifuga modelo Sigma 6-15, da Laboratory Centrifuges. Ja para a
quantificagdo dos metabdlitos foi utilizado o cromatégrafo LCMS — IT — TOF-

Shimadzu.
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5.3. Sintese dos acidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il) propanéicos

As arilamidoximas foram sintetizadas seguindo o método descrito por Tiemman,
a partir das nitrilas aromdticas correspondentes.57 O demais reagentes foram obtidos a

partir de fontes comerciais.

Procedimento geral para a sintese dos dcidos 3-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)

propanoicos

Em um baldo de 100 mL adicionou-se 10 mmoles da arilamidoxima
correspondente e 15 mmoles (1,5 g) de anidrido succinico. Colocou-se a mistura sob
agitacdo em banho de 6leo a 200 [JC, até verificar por CCD o consumo completo da
arilamidoxima de partida. Neste momento adicionou-se 30 mL de acetato de etila e 30
mL de solucdo saturada de bicarbonato de sédio ao baldo e esta mistura foi colocada sob
agitacdo em temperatura ambiente durante 12 horas. A fase aquosa foi entdo separada e
acidificada com dacido citrico. Em seguida foi realizada extracdo com acetato de etila (2
x 20 mL). As fases orgénicas foram reunidas, secas com sulfato de s6dio anidro e o
solvente foi evaporado sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado através de

recristalizacdo utilizando uma mistura de solventes contendo cloroférmio e hexano.

Acido  3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il) propandico (28a): cristais incolores;
rendimento: 80 %; Ry 0,37 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 118-119 °C;
PFr;:119-120 °C, rendimentoy;: 70,2 %

Acido 3-(3-para-toluil-1,2,4-oxadiazol-5-il) propanédico (28b): cristais incolores;
rendimento: 63 %; Ry 0,26 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF:143-145 °C;
PFLit53: 145 °C; rendimentout5 3. 74,8 %

Acido 3-[3-(4-fluorfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propandico (28c): cristais incolores;
rendimento: 69 %; Ry 0,41 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 143-145 °C;
PFLi: 146-147 °C; rendimentoy;’: 78 %.

Acido 3-[3-(4-clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propandico (28d): cristais incolores;
rendimento: 79 %; Ry 0,28 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 152-153 °C;
PFLit53: 153-154 °C; rendimentoLit53: 72,5 %
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Acido 3-[3-(4-bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propandico (28e): cristais incolores;
rendimento: 61 %; Ry 0,11 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 145-146 °C;
PFLit53: 157-158 °C; rendimentoLit53: 73,6 %

Acido 3-[3-(4-iodofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propandico (28f): cristais incolores;
rendimento: 68 %; Ry: 0,17 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 185-187 °C.
RMN de 'H (CD;0D, 400 MHz) & (ppm): 2,92 (t, 2H, J = 6,8 Hz, CH,); 3,11 (t, 2H, J =
6,8 Hz, CH»); 7,79 (d, 2H, J = 8,0 Hz, Harom); 7,88 (d, 2H, J = 8,0 Hz, Hyrom).

RMN de "°C (CD;0D, 100 MHz) & (ppm): 22,9; 31,0; 98,5; 127,7; 129,9; 139.4; 168,9;
175,0; 181,1.

LV. (pastilha de KBr) vpg/cm™: 2974 (C-Hyom); 1710 (C=0); 1592 e 1559 (C=N).
EMARIIES] calculado para C;;HgIN,O3 [M - H]": 342,9580; encontrado: 342,9438.

Acido 3-[3-(4-metoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propanéico (28g): cristais incolores;
rendimento: 70 %; Ry 0,20 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 137-139 °C;
PF;°%: 138-139 °C.

Acido 3-[3-(4-nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propandico (28h): cristais amarelos;
rendimento: 76 %; Ry 0,12 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 134-135 °C;
PF.;’: 134-135 °C, rendimentoy ;: 84 %

Acido 3-(3-meta-toluil-1,2,4-oxadiazol-5-il) propandico (28i): cristais incolores;
rendimento: 74 %; Ry 0,19 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 100-101 °C;
PFy;": 101-102 °C; rendimentoLit™: 74,5 %

Acido  3-[3-(3,4-diclorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propandico (28j): cristais
incolores; rendimento: 70 %; R¢: 0,22 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 133-
135 °C.

RMN de 'H (DMSOys, 400 MHz) & (ppm): 2,65 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,); 3,12 (t, 2H, J
=7,2 Hz, CHy); 7,79 (d, 1H, J = 8,4 Hz, Hyrom); 7,91 (dd, 1H, J = 8,4 Hz, 2,0 Hz, Harom);
8,07 (d, 1H, J =2,0 Hz, Hyrom)-

RMN de C (DMSOg, 100 MHz) & (ppm): 22,7; 31,7; 126,8; 126,9; 128.4; 131,6;
132,1; 134,1; 165,7; 173,6; 181,2.

V. (pastilha de KBr) vméx/cm'l: 3070 e 2971 (C-Hyom); 1713 (C=0); 1591 e 1559
(C=N).
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Acido 3-[3-(3,5-diclorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propanédico (28Kk): cristais
incolores; rendimento: 71 %; Rs: 0,33 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 119-
120 °C.

RMN de 'H (CDCl3, 400 MHz) & (ppm): 3,02 (t, 2H, J = 6,8 Hz, CH»); 3,26 (t, 2H, J =
6,8 Hz, CH»); 7,26 (s, 1H, Harom); 7,48 (s, 1H, Harom); 7,95 (s, 1H, Harom)-

RMN de "*C (CDCls, 100 MHz) & (ppm): 21,7; 30,0; 125,8; 129,4; 131,1; 135,7; 166,5;
176,4; 178,7.

LV. (pastilha de KBr) vpyg/cm™: 3082 (C-Hyom); 1704 (C=0); 1587 e 1565 (C=N).
EMAR([IES] calculado para C;;HoCl,N,O3 [M + H]": 286,9990; encontrado: 286,9669.

Acido 3-[3-(3-bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propanéico (281): cristais incolores;
rendimento: 82 %; Ry: 0,28 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 133-134 °C.
RMN de 'H (DMSOy, 400 MHz) § (ppm): 3,64 (t, 2H, J = 6,8 Hz, CH,); 4,00 (t, 2H, J
= 6,8 Hz, CH»); 7,54 (dd, 1H, J = 8,0 Hz, 8,0 Hz, Hyrom); 7,81 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Hyrom);
7,80 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Harom); 8,10 (s, 1H, Harom)-

RMN de C (DMSOg, 100 MHz) & (ppm): 21,7; 29,8; 122,3; 125,9; 128,4; 129,3;
131,6; 134,3; 166,3; 172,7; 180,1.

L.V. (pastilha de KBr) Vmax/em™': 2939 (C-Hauom); 1710 (C=0); 1595 e 1563 (C=N).
EMAR[IES] calculado para C;HoBrN,O3;Na [M + Na]": 318,9694; encontrado:
318,9575.

Acido 3-[3-(3-metoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propanéico (28m): cristais incolores;
rendimento: 71 %; R¢: 0,11 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 113-115 °C.
RMN de 'H (CD;0D, 400 MHz) & (ppm): 2,92 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,); 3,23 (t, 2H, J =
7,2 Hz, CH»); 3,91 (s, 3H, CH3); 716,99 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Hyrom); 7,11 (d, 1H, J = 8,0
Hz, Hyrom); 7,50 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Hyrom); 7,93 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Hyrom);

RMN de °C (CD;0D, 100 MHz) & (ppm): 22,8; 31,0; 56,2; 113,0; 116,6; 121,6;132,1;
133,8; 159,5; 167,8; 175,0;179,6.

LV. (pastilha de KBr) vpyg/cm™: 3170 (C-Hypom); 1738 (C=0); 1599 e 1574 (C=N).
EMAR[IES] calculado para C;pH;NoO4Na [M + Nal™: 271,0695; encontrado:
271,0584.

Acido 3-[3-(2-metoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propanéico (28n): cristais incolores;

rendimento: 48 %; Ry: 0,24 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 128-130 °C.
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RMN de 'H (CD;0D, 400 MHz) & (ppm): 2,92 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,); 3,23 (t, 2H, J =
7,2 Hz, CH,); 3,91 (s, 3H, CHzs); 7,07 (dd, 1H, J = 7,6 Hz, 7,6 Hz, Harom); 7,16 (d, 1H, J
= 8,0 Hz, Hyom); 7,51 (dd, 1H, J = 7,2 Hz, 8,4 Hz, Hyom); 7,93 (d, 1H, J = 8,0 Hz,
Harom);

RMN de *C (CD;0D, 100 MHz) 6 (ppm): 22,8; 32,4; 56,2; 113,0; 116,6; 121,7; 132,2;
133,8; 159,6; 167.8; 175,1; 179,6.

L.V. (pastilha de KBr) Vmax/em’™: 3300 (C-Huom); 1743 (C=0); 1599 e 1574 (C=N).
EMARJ[IES] calculado para C;pH;pNoO4Na [M + Nal]™: 271,0695; encontrado:
271,0589.

Acido 3-[3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1,2,4-0xadiazol-5-il] propandico (280): cristais
incolores; rendimento: 51 %; R¢: 0,24 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 126-
128 °C.

RMN de 'H (CD;0D, 400 MHz) & (ppm): 2,91 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,); 3,19 (t, 2H, J =
7,2 Hz, CH>); 6,02 (s, 2H, CH,); 6,92 (d, 2H, J = 8,0 Hz, Haom); 7,43 (s, 1H, Harom);
7,58 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Hyrom)-

RMN de *C (CD;0D, 100 MHz) & (ppm): 22,9; 32,2;102,5; 109,6; 114,3; 123,3; 149,7,
151,7; 169,1; 175,05 180,6.

L.V. (pastilha de KBr) Vmax/em’': 2928 (C-Haom); 1699 (C=0); 1583 (C=N).
EMAR([IES] calculado para C;;HgN,Os [M - H]": 261,0512; encontrado: 261,0406.

Acido 3-[3-(naftil-2-il)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propandico (28p): cristais incolores;
rendimento: 65%; R¢: 0,28 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 110-112 °C.
RMN de 'H (DMSOys, 400 MHz) & (ppm): 2,89 (t, 2H, J = 6,8 Hz, CH,); 3,27 (t, 2H, J
= 6,8 Hz, CH»); 7,66 (dd, 3H, J = 8,0 Hz, 9,6 Hz, Hyrom); 8,07 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Hyrom);
8,18 (dd, 2H, J = 7,2 Hz, 8,4 Hz, Hyrom); 8,77 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Hyrom); 12,43 (sl, 1H,
OH).

RMN de C (DMSOg, 100 MHz) & (ppm): 21,6; 29,9; 125.4; 126,5; 127,7; 128,8;
129,1; 129,8; 131,9; 133,5.

L.V. (pastilha de KBr) Vmax/em’': 3054 (C-Haom); 1706 (C=0); 1584 (C=N).
EMARJ[IES] calculado para C;sH;;N,OsNa [M + Na]™: 291,0746; encontrado:
291,0638.

Acido 3-[3-(tiofen-2-il)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propandico (28q): cristais incolores;

rendimento: 49 %; R¢: 0,26 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 95 °C.
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5.4. Procedimento geral para a sintese dos 3-(3-aril-1,2,4-axadiazol-5-il)

propanoatos de metila

Em um baldao de 50 mL dissolveu-se 5 mmoles do 4cido propandico (la-q)
correspondente em 40 mL de metanol e a esta mistura adicionou-se 5 gotas de acido
sulfdrico concentrado. Colocou-se a mistura sob agitagdo e refluxo até verificar-se por
CCD o consumo completo do 4dcido propandico de partida. Foram entdo adicionados
cerca de 20 mL de 4gua a solugdo reacional e evaporou-se o metanol sob pressdo
reduzida. Neste momento, foram adicionados cerca de 20 mL de solugdo de bicarbonato
de sédio ao meio e foi realizada extracdo com acetato de etila (2 x 20 mL). As fases
organicas foram reunidas, secas com sulfato de sédio anidro e o solvente foi evaporado
em evaporador rotativo. O residuo foi purificado através de recristalizacdo utilizando-se

um sistema de solventes contendo cloroférmio e hexano.

3-(3-Fenil-1,2,4-oxadiazol-5-i) propanoato de metila (29a): cristais incolores;
rendimento: 98%; Rg 0,91 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 45-46 °C;
PFLi”>: 49 °C.

RMN de 'H (CDCl3, 300 MHz) & (ppm): 2,95 (t, 2H, J = 7,3 Hz, CH»); 3,27 (t, 2H, J =
7,3 Hz, CHy); 3,73 (s, 3H, CH30); 7,45 - 7,52 (m, 3H, Hyom) 8,04 - 8,07 (dd, 2H, J =
7,8 Hz, 2,1 Hz, Hyrom).

3-[3-(para-Toluil)-1,2,4-0xadiazol-5-il] propanoato de metila (29b): cristais
incolores; rendimento: 91%; Ry 0,92 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 63-65
°C; PFi" 63-64 °C

RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 2,37 (s, 3H, CH3Ph); 2,91 (t, 2H, J = 7,3 Hz,
CH,); 3,22 (t, 2H, J = 7,3 Hz, CH>); 3,69 (s, 3H, CH30); 7,24 (d, 2H, J = 8,1 Hz, Hyrom);
7,91 (d, 2H, J = 8,1 Hz, Harom)-

3-[3-(4-Fluorfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propanoato de metila (29c): cristais
incolores; rendimento: 60%; R 0,50 (hexano: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 67-68 °C.
RMN de 'H (CDCl3, 300 MHz) & (ppm): 2,94 (t, 2H, J = 7,5 Hz, CH,); 3,26 (t, 2H, J =
7,5 Hz, CH,); 3,73 (s, 3H, CH30); 7,15 (ddd, 2H, J = 8,70 Hz, 5,1 Hz, 2,1 Hz, Hyom);
8,06 (ddd, 2H, J = 8,7 Hz, 5,1 Hz, 2,1 Hz, Hyom).

RMN de C (CDCl3, 75 MHz) & (ppm): 22,0; 30,2; 52,1; 115,8 (JJer = 22,3 Hz);
122,9; 129,5 CJer = 8,5 Hz); 162,9 ({Jer = 250,1 Hz); 167,5; 171,7; 178,4.
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LV. (pastilha de KBr) vméx/cm'l: 3008 e 2954 (C-Hguom); 1737 (C=0); 1605 e 1580
(C=N); 1203 (C-0).

EMARIIES] calculado para Cj,H; FN,O3Na [M + Na]™: 273,2155; encontrado:
274,2669.

3-[3-(4-Clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propanoato de metila (29d): cristais
incolores; rendimento: 94%; R 0,90 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 88-90
°C; PF. > 92 °C.

RMN de 'H (CDCl3, 300 MHz) & (ppm): 2,94 (t, 2H, J = 7,3 Hz, CH,); 3,26 (t, 2H, J =
7,2 Hz, CHy); 3,73 (s, 3H, CH30); 7,44 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Hyom); 7,99 (d, 2H, J = 8,7
Hz, Harom)-

3-[3-(4-Bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propanoato de metila (29e): cristais
incolores; rendimento: 91%; Rg: 0,90 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 98-99
°C; PF;.”">*100 °C.

RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 2,94 (t, 2H, J = 7,2Hz, CH,); 3,26 (t, 2H, J =
7,2Hz, CH,); 3,73 (s, 3H, CH;0); 7,61 (dd, 2H, J = 8,7 Hz, 2,1 Hz, Hyom); 7,93 (dd, 2H,
J=28,7Hz, 2,1 Hz, Harom)-

3-[3-(4-Iodofenil)-1,2,4-0xadiazol-5-il] propanoato de metila (29f): cristais incolores;
rendimento: 73%; Ry 0,83 (hexano: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 106-107 °C.

RMN de 'H (DMSOys, 400 MHz) & (ppm): 2,94 (t, 2H, J = 6,8 Hz, CH,); 3,25 (t, 2H, J
= 6,8 Hz, CH»); 3,63 (s, 3H, CHz); 7,76 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Haom); 7,95 (d, 2H, J = 8,4
Hz, Huom).

RMN de "°C (DMSOgs, 100 MHz) 3 (ppm): 21,5; 29,5; 51,6; 98.8; 125,5; 128.6; 138,1;
166,9; 171,7; 179,5.

LV. (pastilha de KBr) vméx/cm'l: 3002 e 2954 (C-Hgyom); 1720 (C=0); 1591 e 1561
(C=N); 1200 (C-0).

EMARJIES] calculado para C;,H;IN,O3; [M - H3;O']": 339,1091; encontrado:
339,1853.

3-[3-(4-Metoxifenil)-1,2,4-0xadiazol-5-il] propanoato de metila (29g): cristais
incolores; rendimento: 92%; Ry 0,85 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 58-59

°C; PF;, "™ 59,5°C.
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RMN de 'H (DMSOys, 400 MHz) & (ppm): 2,93 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CH,); 3,22 (t, 2H, J
= 7,0 Hz, CH»); 3,63 (s, 3H, OCHz); 3,84 (s, 3H, CH30Ph); 7,10 (dd, 2H, J = 8,8 Hz,
2,4 Hz, Harom); 7,92 (dd, 2H, J = 8,8 Hz, 2,4 Hz, Harom)-

3-[3-(4-Nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propanoato de metila (29h): cristais
amarelos; rendimento: 69%; Ry 0,85 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 79-82
oC:

RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 2.97 (t, 2H, J =7,2 Hz, CH,); 3,29 (t, 2H, J =
7,2 Hz, CH,); 3,74 (s, 3H, CH30); 8,25 (dd, 2H, J = 8,7 Hz, 2,1 Hz, Hyom); 8,33 (dd,
2H, J = 8,7 Hz, 2,1 Hz, Hyrom).

RMN de "°C (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 22.0; 30,1; 52,2; 124,1; 128,4; 132,6; 149,4;
166,7; 171,6; 179,2.

LV. (pastilha de KBr) vméx/cm'l: 2955 e 3005 (C-Hyom); 1732 (C=0); 1611 e 1577
(C=N); 1533 (N-O).

Andlise Elementar Calculada: C, 51.99; H, 4.00; N, 15.16;

Analise Elementar Encontrada: C, 51,79; H,4,43; N, 15,58.

3-(3-m-Toluil-1,2,4-oxadiazol-5-il) propanoato de metila (29i): o6leo incolor;
rendimento: 51%; Lit™: 6leo incolor; Ry: 0,92 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v).
RMN de 'H (DMSOgs, 400 MHz) & (ppm): 2,40 (s, 3H, CHs); 2,94(t, 2H, J = 7,0 Hz,
CHb»); 3,25 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CHy); 3,64(s, 3H, OCHa); 7,39-7,47 (m, 2H, Hurom); 7,78-
7,81 (m, 2H, Harom).

3-[3-(3,4-Diclorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propanoato de metila (29j): cristais
incolores; rendimento: 77 %; Ry 0,92 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 111-
112 °C.

RMN de 'H (CDCl3, 400 MHz) & (ppm): 2,94 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,); 3,26 (t, 2H, J =
7,2 Hz, CH»); 3,73 (s, 3H, CH30); 7,54 (d, 1H, J = 8,4 Hz, Hyrom); 7,89 (d, 1H, J = 8,4
Hz, Harom); 8,16 (s, 1H, Harom)-

RMN de "C (CDCls, 100 MHz) § (ppm): 22,0; 30,2; 52,1; 126,4; 126,7; 129,3; 130,9;
133,3; 135,4; 166,7; 171,6; 178,8.

LV. (pastilha de KBr) vpg/cm™: 3082 € 2958 (C-Hyrom); 1731 (C=0); 1591 (C=N).

3-[3-(3,5-Diclorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propanoato de metila (29Kk): cristais
incolores; rendimento: 86 %; Ry 0,96 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 67 -
69 °C.
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RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 2,94 (t, 2H, J = 7,2Hz, CH,); 3,26 (t, 2H, J =
7,2 Hz, CHy); 3,73 (s, 3H, COOCH3); 7,47 (s, 1H, Haom); 7,95 (d, 2H, J = 2,0 Hz,
Harom)-

RMN de "*C (CDClLs, 100 MHz) & (ppm): 22,0; 30,1; 52,1; 125,8; 129,5; 131,0; 135,6;
166,5; 171,6; 179,0.

LV. (pastilha de KBr) Vima/em™: 3067 e 2957 (C-Huom); 1734 (C=0); 1590 (C=N);
1438 (N-O).

EMARJIES] calculado para C;oH;qCLN,O3;K [M + K]*: 338,9706; encontrado:
339,1900.

3-[3-(3-Bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propanoato de metila (291): Oleo amarelo;
rendimento: 75 %; Ry 0,92 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v).

RMN de 'H (DMSOy, 400 MHz) & (ppm): 2,94 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CH,); 3,26 (t, 2H, J
= 17,0 Hz, CH,); 3,63 (s, 3H, OCH3); 7,55 (dd, 1H, J = 8,0Hz, 8,0 Hz, Hyom); 7,82 (dd,
1H, J = 8,0 Hz, 2,0 Hz, Hyrom); 8,00 (dd, 1H, J = 8,0 Hz, 2,0 Hz, Hyrom); 8,10 (dd, 1H, J
=2,0, 1,6 Hz).

RMN de “C (DMSOg, 100 MHz) & (ppm): 21,5; 29,5; 51,6; 122,2; 125,9; 128,2;
129,2; 131,5; 134,2; 166,2; 171,7; 179,7.

LV. (pastilha de KBr) Vmax/em™': 2999 e 2952 (C-Huom); 1740 (C=0); 1590 e 1564
(C=N).

Analise Elementar Calculada: C, 46.32; H, 3.56;N, 9.00

Andlise Elementar Encontrada: C,46,30; H, 4,03; N,8,95.

3-[3-(3-Metoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propanoato de metila (29m): cristais
incolores; rendimento: 59 %; Ry 0,74 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 39 -
41 °C.

RMN de 'H (DMSOdg, 400 MHz) § (ppm): 2,92 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CH»); 3,23 (t, 2H, J
= 7,0 Hz, CHy); 3,63 (s, 3H, OCH3); 3,86 (s, 3H, CH30Ph); 7,10 (dd, 1H, J = 8,4 Hz,
2,0 Hz, Hyrom); 7,22 (d, 1H, J = 8,4 Hz, Hurom); 7,55 (dd, 1H, J = 8,4 Hz, 2,0 Hz, Harom);
7,80 (dd, 1H, J =2,0 Hz, 1,6 Hz, Harom)-

RMN de "°C (DMSOgs, 100 MHz) & (ppm): 21,3; 29,6; 51,6; 55,7; 112,3; 115,1; 120,4;
130,6; 132,5; 157,6; 165,8; 171,7 177,7.

V. (pastilha de KBr) Vmax/em ™ 3015 e 2955 (C-Huom); 1734 (C=0); 1603 e 1576
(C=N).
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3-[3-(2-Metoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propanoato de metila (29n): cristais
incolores; rendimento: 94 %; R 0,85 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 43-45
°C.

RMN de 'H (CDCl3, 300 MHz) & (ppm): 2,94 (t, 2H, J = 7,3 Hz, CH,); 3,27 (t, 2H, J =
7,3 Hz, CH»); 3,72 (s, 3H, COOCH3); 3,96 (s, 3H, PhOCH3); 7,06 (dd, 2H, J = 8,4 Hz,
1,8 Hz, Hyrom); 7,46 (dd, 1H, J = 8,4 Hz, 1,8 Hz, Hyom); 7,97 (dd, 1H, J = 8,4 Hz, 1,8
Hz, H.om).

RMN de "°C (CDCls;, 75 MHz) & (ppm): 22,0; 30,4; 52,0; 55,9; 111,6; 115,7; 120,6;
131,3; 132,3; 158,1; 166,8; 171,7; 177,0.

LV. (pastilha de KBr) vméx/cm'l: 3015 e 2954 (C-Hgyom); 1734 (C=0); 1604 e 1577
(C=N).

EMAR[IES] calculado para C3H;sN,O4 [M + H]™: 263,1032; encontrado: 263,0951

3-[3-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1,2,4-0xadiazol-5-il]] propanoato de metila (290):
cristais incolores; rendimento: 60 %; Ry 0,89 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v);
PF: 83-84 °C.

RMN de 'H (CDCl3, 400 MHz) & (ppm): 2,92 (t, 2H, J = 7,4 Hz, CH>); 3,23 (t, 2H, J =
7,4 Hz, CHy); 3,73 (s, 3H, CH30); 6,03 (s, 2H, CH»); 6,88 (d, 1H, J = 8,4 Hz, Hyrom);
7,50 (s, 1H, Hyrom); 7,61 (d, 1H, J = 8,4 Hz, Hyrom)-

RMN de "*C (CDCl3, 100 MHz) & (ppm): 22,0; 30,3;52,1; 101,5; 107,4; 108,6; 120,6;
122,3; 148,1; 150,1; 167,9; 171,7;178,0.

L.V. (pastilha de KBr) Vmax/em™: 2959 e 2915 (C-Huom); 1730 (C=0); 1586 (C=N).
EMAR[IES] calculado para C3H;N,Os [M - H]"™: 275,0668; encontrado: 274,2672.

3-[3-(a-Naftalen-1-il)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propanoato de metila (29p): cristais
incolores; rendimento: 81 %; R 0,92 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 84-85
°C.
RMN de 'H (CDCl3, 400 MHz) & (ppm): 3,00 (t, 2H, J = 7,4 Hz, CH,); 3,34 (t, 2H, J =
7,4 Hz, CH»); 3,75 (s, 3H, CH30); 7,55 — 7,65 (m, 3H, Hyom); 7,92 (d, 1H, J = 8,4 Hz,
Harom); 8,00 (d, 1H, J = 8,4 Hz, Hyrom); 8,24 (d, 1H, J = 7,2 Hz, Hyrom); 8,90 (d, 1H, J =
8,8 Hz, Hyrom)-
RMN de "C (CDCls, 100 MHz) § (ppm): 22,0; 30,3; 52,1; 123,7; 125,0; 126,2; 126,3;
127,5; 128,6; 129,3; 130,6; 131,8; 133,8; 168,7; 171,7; 177,3.
LV. (pastilha de KBr) vpg/ecm™: 2952 € 2936 (C-Hrom); 1736 (C=0); 1587 (C=N).
EMAR([IES] calculado para C1sH;sN,Os; [M + H]": 283,1083; encontrado: 283,1009
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Procedimento geral para a sintese dos 3-(3-(tiofen-2-il)l-1,2,4-oxadiazol-5-il)

propanoato de metila

Em um baldo de 50 mL dissolveu-se 2 mmoles (448 mg) do 4cido 3-(3-(tiofen-2-
il)I-1,2,4-oxadiazol-5-il)propandico em 30 mL de metanol, esta mistura foi colocada em
banho de gelo, em seguida foram adicionados 10 mmoles (1,18 g) de cloreto de tionila .
Colocou-se a mistura sob agitacdo e refluxo durante 2h. Evaporou-se o solvente em
evaporador rotativo e adicionou-se ao meio reacional 20 mL de solucdo saturada
bicarbonato de sédio e extraiu-se com acetato de etila (2 x 20 mL). As fases orgéanicas
foram reunidas, secas com sulfato de sddio anidro e o solvente foi evaporado em
evaporador rotativo. O residuo foi purificado através de cromatografia em coluna
usando silica-gel como fase estaciondria e o sistema hexano: acetato de etila como

eluente.

3-[3-(Tiofen-2-il)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propanoato de metila (29q): cristais incolores;
rendimento: 54 %; Ry 0,91 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 66-68 °C.

RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 2,93 (t, 2H, J = 7,5Hz, CH,); 3,24 (t, 2H, J =
7,5 Hz, CH»); 3,72 (s, 3H, CH30); 7,14 (dd, 1H, J = 5,1 Hz, 5,1 Hz; Hior); 7,47 (dd, 1H,
J=5,1Hz, 1,5 Hz, Hiif); (dd, 1H, J = 4,8 Hz, 1,5 Hz, Hyiof).

RMN de "*C (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 22.0; 30,2; 52,1; 127,9; 128,3; 129,2; 129,5;
164,4; 171,6; 178,2.

V. (pastilha de KBr) vpg/em™: 2950 (C-Hyom); 1728 (C=0); 1583 (C=N); 1167
(C=0).

Analise Elementar Calculada: C, 50,41; H, 4,23; N, 11,76, S, 13,46

Analise Elementar Encontrada: C, 51,21; H, 4,19; N, 11,68, S, 13,02.

5.5. Procedimento geral para a sintese do 3-(3-(4-clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-

il)propan-1-ol

Em um baldo de 50 mL dissolveu-se 1 mmol (266 mg) do éster correspondente
em 40 mL de metanol, esta mistura foi colocada em banho de gelo, em seguida foram
adicionados 5 mmoles (190 mg) de borohidreto de sédio. Colocou-se a mistura sob
agitacdo a temperatura ambiente até verificar-se por CCD o consumo completo do
propanoato de metila de partida. Adicionou-se ao meio 20 mL de solucgdo saturada de
cloreto de amodnio e extraiu-se com acetato de etila (2 x 20 mL). As fases organicas

foram reunidas, secas com sulfato de s6dio anidro e o solvente foi evaporado em
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evaporador rotativo. O residuo foi purificado através de cromatografia em coluna
usando silica-gel como fase estaciondria e o sistema hexano: acetato de etila como

eluente.

3-(3-(4-Clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)propan-1-ol (30): Oleo amarelo; rendimento:
71 %; Ry 0,92 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v).

RMN de 'H (DMSO, 400 MHz) § (ppm): 1,96 (q, 2H, J = 7,6 Hz, 6,0 Hz, CH,); 3,05 (t,
2H, J =17,6 Hz, CHy); 3,54 (t, 2H, J = 6,0 Hz, CH,); 4,67 (s, 1H, OH); 7,63 (dd, 2H, J =
8,4 Hz, 2,4 Hz, Hyrom); 8,01 (dd, 2H, J = 8,4 Hz, 2,4 Hz, Harom)-

RMN de *C (DMSO, 100 MHz) & (ppm): 22,7; 29,1; 59,4; 125,2; 128,7; 129,3; 136,1;
166,6; 180,7.

L.V. (pastilha de KBr) vpg/cm™: 3385 (O-H); 2936 e 2881 (C-Haom); 1730 (C=0); 1589
e 1565 (C=N); 1409 (N-O).

5.6. Procedimento geral para a sintese 4-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)butan-2-ona

Em um baldo de 50 mL dissolveu-se 3 mmoles (408 mg) da arilamodoxima
correspondente em 15 mL de tolueno, adicionou-se 7,5 mmoles (975 mg) do 4-
oxopentanoato de metila e 3,6 mmoles (496,8 mg) de carbonato de potdssio ao baldo.
Colocou-se a mistura sob agita¢@o e refluxo com Dean-Stark até verificar-se por CCD o
consumo completo da arilamidoxima de partida. Adicionou-se brine e extraiu-se com
acetato de etila (2 x 20 mL), secou-se com sulfato de sédio anidro e evaporou-se o
solvente em evaporador rotativo. O residuo foi purificado através de cromatografia em
coluna usando silica-gel como fase estaciondria e o sistema hexano: acetato de etila
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como eluente.

4-(3-Fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)butan-2-ona (33): 6leo amarelo; rendimento: 81 %;
Lit>%: 6leo amarelo; rendimento: 93 %; Ry 0,70 (dicloro metano: acetato de etila, 9:1,
\7A%)]

RMN de 'H (DMSO, 400 MHz) & (ppm): 2,18 (s, 3H, CH3); 3,09 (t, 2H, 6,4 Hz, CH,);
3,14 (t, 2H, J = 6,4 Hz, CH,); 7,59-7,54 (m, 3H, Harom); 8,00-7,98 (m, 2H, Hyrom).

5.7. Procedimento geral para a sintese dos 3-(3-aril-isoxazol-5-il)propan-1-6is

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 50 mL dissolveu-se 4
mmoles da oxima apropriada e 4,8 mmoles (638,4 mg) de N-clorossuccinimida (NCS)

em 20 mL de N,N-dimetilformamida (DMF) e deixou-se a mistura sob agitacio em
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temperatura ambiente durante uma hora. Apéds verificar por CCD o consumo completo
da oxima, adicionou-se dgua e extraiu-se com acetato de etila (2 x 20 mL). As fases
organicas foram reunidas, secas com sulfato de sédio anidro e o solvente foi evaporado
sob pressao reduzida, obtendo-se o cloreto de imidoila correspondente. O produto desta
reacdo foi usado sem purificacdo adicional na préxima etapa. Em um baldao de fundo
redondo com capacidade para 25 mL contendo o cloreto de imidoila (4 mmoles),
adicionou-se 4,8 mmoles (403,2 mg) de 4-pentin-1-ol e dissolveu-se a mistura em 5 mL
de terc-butanol. Em outro baldo, dissolveu-se 0,2 mmoles (40 mg) de Cu(OAc), e 0,6
mmoles (118,8 mg) de ascorbato de sédio em 5 mL de dgua e agitou-se a mistura até
coloracdo laranja. Em seguida, o contetido do baldo contendo o sistema catalitico foi
adicionado ao baldo contendo o cloreto de imidoila e o alcino. Adicionou-se entdo 18
mmoles (1,8 g) de bicarbonato de potdssio, aos poucos, deixando-se a mistura sob
agitacdo em temperatura ambiente até verificar-se por CCD o consumo completo do
cloreto de imidoila (cerca de 24 horas). Neste momento, foram adicionados 20 mL de
dgua ao meio reacional e foi realizada extracdo com acetato de etila (2 x 20 mL). As
fases organicas foram reunidas, secas com sulfato de sédio anidro e o solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado através de cromatografia em
coluna usando silica-gel como fase estaciondria e o sistema hexano: acetato de etila

como eluente.

3-(3-Fenil-isoxazol-5-il)propan-1-ol (38a): cristais incolores; rendimento: 54 %; R
0,40 (hexano: acetato de etila, 1:1 v/v); PF: 49-51 °C.

RMN de 'H (CDCl3, 300 MHz) & (ppm): 1,80 (s, 1H, OH); 2,01 (q, 2H, J = 7,5 Hz, 6,3
Hz, CH,); 2,93 (t, 2H, J = 7,5 Hz, CH»); 3,75 (t, 2H, J = 6,3 Hz, CH,OH); 6,33 (s, 1H,
Hisox), 7,42-7,46 (m, 3H, Hyrom); 7,78 (dd, 2H, J = 9,0 Hz, 2,1 Hz, Hyrom).

RMN de "C (CDCl;, 75 MHz) &: 23,2; 30,3; 61,5; 99,2; 126,7; 128,8; 129,1; 129,9;
162,4; 173,4.

LV. (pastilha de KBr) vpg/cm™: 3259 (O-H); 3124 (C-Hyrom); 1610 (C=N); 1471 (N-O).
Andlise Elementar Calculada: C, 70,92; H, 6,45; N, 6,89

Analise Elementar Encontrada: C, 71,19; H, 6,89; N, 6,99

3-[3-(4-Clorofenil)-isoxazol-5-ilJpropan-1-ol (38b): cristais incolores; rendimento: 19

%; R 0,74 (hexano: acetato de etila, 1:1 v/v); PF: 71-72 °C.
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RMN de 'H (CDCl3, 300 MHz) &: 1,99 (q, 2H, J = 7,5 Hz, 6,3 Hz, CH,), 2,08 (s, 1H,
OH); 2,91 (t, 2H, J = 7,5 Hz, CHy), 3,73 (t, 2H, J = 6,3 Hz, CH,OH), 6,29 (s, 1H,
Hisox); 7,40 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Hyrom), 7,70 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Hyrom)-

RMN de "*C (CDCls, 75 MHz) &: 23,1; 30,2; 61,3; 99,0; 127,6; 127,9; 128.,8; 129,1;
135,8;161,4;173,8

LV. (pastilha de KBr) vpg/cm™: 3260 (O-H); 2939 2873(C-Hypom); 1658 (C=N); 1430
(N-0O).

EMAR[IES] calculado para C;,H3CINO, [M + H]*: 238,0635; encontrado: 238,0757.

3-[3-(4-Fluorfenil)-isoxazol-5-il]propan-1-ol (38c): cristais incolores; rendimento: 33
%; Ry 0,40 (hexano: acetato de etila, 1:1 v/v); PF: 74-75 °C.

RMN de 'H (DMSOgs, 400 MHz) & (ppm): 1,81 (g, 2H, J = 7,6 Hz, 6,0 Hz, CH,); 2,81
(t, 2H, J = 7,6 Hz, CHy); 3,35 (s, 1H, OH); 3,47 (t, 2H, J = 6,0 Hz, CH,OH); 6,77 (s,
1H, Hisox), 7,30 (dd, 2H, J = 8,8 Hz, 6,8 Hz, Hyom); 7,87 (dd, 2H, J = 8,8 Hz, 6,8 Hz,
Harom)-

RMN de *C (DMSOy, 100 MHz) &: 22.8; 30,3; 59,6; 99,2; 115,9 (Jor = 21,6 Hz);
1254 (Jer= 3,0 Hz); 128,7 CJcr = 8,9 Hz); 160,9; 161,8 ('Jc.r = 245,6 Hz); 174,2.
L.V. (Janela de KBr) vméx/cm'lz 3252 (O-H); 2932 e 2870 (C-Hyom); 1613 € 1594 (C=N);
1434 (N-O); 1243 (C-F)

Andlise Elementar Calculada: C, 65,15; H, 5,47; N, 6,33

Analise Elementar Encontrada: C, 65,35; H, 5,82; N, 6,39

3-[3-(4-Bromofenil)-isoxazol-5-il|[propan-1-ol (38d): cristais incolores; rendimento:
19 %; Ry 0,74 (hexano: acetato de etila, 1:1 v/v); PF: 71-72 °C.

RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 1,68 (s, 1H, OH); 2,00 (q, 2H, J = 7,5 Hz, 6,3
Hz, CH»); 2,93 (t, 2H, J = 7,5 Hz, CH»); 3,74 (t, 2H, J = 6,3 Hz, CH,OH); 6,30 (s, 1H,
Hisox); 7,57 (dd, 2H, J = 8,7 Hz, 2,1 Hz, Hyrom); 7,65 (dd, 2H, J = 8,7 Hz, 2,1 Hz, Hyrom).

RMN de "C (CDCl;, 75 MHz) &: 23,2; 30,2; 61,5; 99,0; 124,1; 128,2; 132,1; 153,5;
161,5; 173,8; 176,0.

L.V. (Pastilha de KBr) vm.;lx/cm'l: 3252 (O-H); 2931 (C-Hyom); 1613 (C=N); 1434 (N-O).
Analise Elementar Calculada: C, 51,09; H, 4,29; N, 4,96

Analise Elementar Encontrada: C, 51,62; H, 4,37; N, 4,97

3-[3-(4-Metoxifenil)-isoxazol-5-ilJpropan-1-ol (38e): cristais incolores; rendimento:

19 %; Rg: 0,60 (hexano: acetato de etila, 1:1 v/v); PF: 60-62 °C.
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RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) 3: 1,94-2,03 (m, 2H, CH,), 2,89 (t, 2H, J=7,5 Hz, CH,),
3,72 (t, 2H, J= 6,3 Hz, CH,OH), 3,83 (s, 3H, OCH3), 3,93 (s, 1H, OH), 6,94 (dd, 2H, J
=9,0 Hz, 2,1 Hz, Hyrom); 7,70 (dd, 2H, J = 9,0 Hz, 2,1 Hz, Hyrom);

RMN de "*C (CDCls, 75 MHz) &: 23,1; 30,3; 55,3; 61,4; 98,9; 112,0; 114,2; 121,6;
126,2;128,0; 128,5; 160,8; 162,0; 173,2;

L.V. (pastilha de KBr) Vmadem™: 3257 (O-H); 3123 (C-Hyom); 1610 (C=N); 1431 (N-O).
EMAR([IES] calculado para C13H;sNOs;Na [M + Na]": 256,2529; encontrado: 256,1184.

3-[3-(4-Nitrofenil)-isoxazol-5-ilJpropan-1-ol (38f): cristais amarelos; rendimento: 44
%; Ry 0,63 (hexano: acetato de etila, 1:1 v/v); PF: 80-82 °C.

RMN de 'H (CDCl3, 400 MHz) & (ppm): 1,67 (s, 1H, OH); 2,03 (q, 2H, J = 7,6 Hz, 6,4
Hz, CH,); 2,97 (t, 2H, J = 7,6 Hz, CH»); 3,76 (t, 2H, J = 6,4 Hz, CH,OH); 6,41 (s, 1H,
Hisox), 7,96 (dd, 2H, J = 8,8 Hz, 2,0 Hz, Hyrom); 8,30 (dd, 2H, J = 8,8 Hz, 2,0 Hz, Hyrom)-
RMN de "°C (CDCl;, 100 MHz) 8: 23,2; 30,2; 61,4; 99,3; 124,1; 127,6; 135,4; 148,6;
160,6; 174,6.

I.V. (Pastilha de KBr) vméx/cm™!: 3462 (O-H); 3358 (C-Hyom); 1662 (C=N); 1516 (N-
0).

3-[3-(para-Toluil)-isoxazol-5-il]propan-1-ol (38g): cristais incolores; rendimento: 52
%; R 0,78 (hexano: acetato de etila, 1:1 v/v); PF: 48-50 °C.

RMN de 'H (CDCl3, 300 MHz) 6 (ppm): 1,59 (sl, 1H, OH); 2,01 (q, 2H, J = 7,5 Hz, 6,0
Hz; CHy); 2,39 (s, 3H, CHsPh); 2,92 (t, 2H, J = 7,5 Hz, CH»); 3,75 (t, 2H, J = 6,0 Hz,
CH,OH); 6,30 (s, 1H, Hisox), 7,25 (dd, 2H, J= 8,1Hz, 0,6 Hz, Hyom); 7,68 (dd, 2H, J =
8,1Hz, 0,6 Hz, Hyrom).

RMN de C (DMSO, 100 MHz) &: 21,3; 23,2; 30,3; 61,5; 99,0; 126,3; 126,6; 129,5;
139,9; 162,3; 173,3.

LV. (pastilha de KBr) vpg/cm™: 3264 (O-H); 2931 e 2872 (C-Hyrom); 1608 (C=N); 1433
(N-0O).

EMARIIES] calculado para Ci3H;sNO,Na [M + Na]*: 240,1000; encontrado: 240,0951.

3-[3-(meta-Toluil)-isoxazol-5-il]propan-1-ol (38h): Oleo amarelo; rendimento: 57 %;
R¢: 0,73 (hexano: acetato de etila, 1:1 v/v).

RMN de 'H (CDCl3, 300 MHz) &: 1,95-2,04 (m, 3H, CH,, OH); 2,39 (s, 3H, CH3); 2,91
(t, 2H, J = 7,5 Hz, CHy); 3,73 (t, 2H, J = 6,3 Hz, CH»); 6,30 (s, 1H, Hisx); 7,22-7,35
(m, 2H, Hyrom); 7,54-7,61 (m, 2H, Harom)-
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RMN de “C (CDCl;, 75 MHz) &: 21,3; 23,1; 30,2; 61,4; 99,2; 123.8; 127,3; 128,7;
129,0; 130,6; 138,5; 162,5; 173,4.

L.V. (pastilha de KBr) vméx/cm'lz 3285 (O-H); 2940 e 2872 (C-Hyom); 1604 (C=N); 1420
(N-0).

EMAR([IES] calculado para C13H;sNO,K [M + K]*: 256,3620; encontrado: 256,0904.

3-[3-(orto-Toluil)-isoxazol-5-il]propan-1-ol (38i): Oleo amarelo; rendimento: 22 %;
R¢: 0,48 (hexano: acetato de etila, 1:1 v/v).

RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) &: 1,98 (q, 2H, J = 7,5 Hz, 6,3 Hz; CH,); 2,22 (sl, 1H,
OH); 2,43 (s, 3H, CHsPh); 2,89 (t, 2H, J = 7,5 Hz, CH,); 3,71 (t, 2H, J = 6,3 Hz,
CH,OH); 6,16 (s, 1H, Hisox), 7,20-7,30 (m, 3H, Harom); 7,45 (dl, 1H, J = 7,2 Hz, Harom)-
RMN de "°C (CDCls, 75 MHz) &: 21,0; 23,1; 30,2; 61,4; 101,8; 125,9; 128,9; 129,3;
130,9; 136,7; 163,0; 172,5.

LV. (pastilha de KBr) vpg/cm™: 3383 (O-H); 2951 e 2876 (C-Hyrom); 1597 (C=N); 1403
(N-0O).

EMARIIES] calculado para C;3H;sNO,Na [M + Na]*: 240,1000; encontrado: 240,0927.

3-[3-(3,4-Diclorofenil)isoxazol-5-il]propan-1-ol (38j): Oleo incolor; rendimento: 27
%; Ry 0,70 (hexano: acetato de etila, 1:1 v/v).

RMN de 'H (CDCl3, 300 MHz) & (ppm) : 1,86 (sl, 1H, OH); 2,01 (q, 2H, J = 7,5 Hz,
6,3 Hz, CH,); 2,93 (t, 2H, J = 7,5 Hz, CHy); 3,74 (t, 2H, J = 6,3 Hz, CH,OH); 6,30
(s,1H, Hisox); 7,51 (d, 1H, J = 8,4 Hz, Hyom); 7,61 (d, 1H, J = 8,4 Hz, Hyrom); 7,86 (s,
1H, Harom)-

RMN de "°C (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 23,2; 30,2; 61,4; 99,0; 125,8; 128,5; 129,1;
130,9; 133,1; 133,9; 160,5; 174,2.

LV. (pastilha de KBr) vpg/cm™: 3382 (O-H); 2938 (C-Hyrom); 1604 (C=N); 1421 (N-O).
Analise Elementar Calculada: C, 52,96; H, 4,07; N, 5,15.

Analise Elementar Encontrada: C, 52,48; H, 4,43; N, 5,19.

Procedimento geral para a sintese do sal de sédio do dcido pentinoico

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 50 mL dissolveu-se o 7
mmoles (280 mg) de hidroxido de sédio em 25 mL de metanol e a esta mistura
adicinou-se 7 mmoles (686 mg) do 4dcido pentindico. Deixou-se a mistura em agitagdo a
temperatura ambiente durante 30 minutos. O solvente foi evaporado sob pressdo

reduzida. O sal de sd6dio obtido foi armazenado em dessecador.
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5.8. Procedimento geral para a sintese dos acidos 3-(3-aril-isoxazol-5-

il)propandicos

Em um balao de fundo redondo com capacidade para 50 mL dissolveu-se 4
mmoles da oxima apropriada e 4,8 mmoles (638,4 mg) de N-clorossuccinimida (NCS)
em 20 mL de N,N-dimetilformamida (DMF) e deixou-se a mistura sob agitacio em
temperatura ambiente durante uma hora. Apéds verificar por CCD o consumo completo
da oxima, adicionou-se dgua e extraiu-se com acetato de etila (2 x 20 mL). As fases
organicas foram reunidas, secas com sulfato de s6dio anidro e o solvente foi evaporado
sob pressao reduzida, obtendo-se o cloreto de imidoila correspondente. O produto desta
reacdo foi usado sem purificacdo adicional na préxima etapa. Ao baldo de fundo
redondo com capacidade para 25 mL contendo o cloreto de imidoila (4 mmoles),
adicionou-se 4,8 mmoles (576 mg) de 4-pentinoato de sddio e dissolveu-se a mistura em
5 mL de terc-butanol. Em outro baldo, dissolveu-se 0,2 mmoles (40 mg) de Cu(OAc), e
0,6 mmoles (118,8 mg) de ascorbato de sédio em 5 mL de dgua e agitou-se a mistura até
coloracdo laranja. Em seguida, o contetido do baldo contendo o sistema catalitico foi
adicionado ao baldo contendo o cloreto de imidoila e o alcino. Adicionou-se entdo 18
mmoles (1,8 g) de bicarbonato de potdssio, aos poucos, deixando-se a mistura sob
agitacdo em temperatura ambiente até verificar-se por CCD o consumo completo do
cloreto de imidoila (cerca de 24 horas). Neste momento, foram adicionados 20 mL de
dgua ao meio reacional e foi realizada extracdo com acetato de etila (2 x 20 mL). As
fases organicas foram reunidas e colocadas em um baldo de 125 mL e adicionado 40
mL de solucdo saturada de bicarbonato de sédio e a esta mistura foi colocada sob
agitacdo a temperatura ambiente durante a noite, a fase aquosa foi separada e acidificada
com 4cido citrico, em seguida foi realizada extracdo com acetato de etila (2 x 20 mL).
As fases orgénicas foram reunidas e secas com sulfato de sédio anidro e o solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado através de recristalizacdo

utilizando uma mistura de solventes contendo etanol e dgua.

Acido 3-(3-fenil-isoxazol-5-il)propandico (40a): cristais incolores; rendimento: 63 %;
R¢: 0,32 (cloroférmio: metanol, 9:1 v/v); PF: 148-150 °C.
RMN de 'H (DMSOys, 400 MHz) & (ppm): 2,70 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,); 3,02 (t, 2H, J
=7,2 Hz, CHy); 6,82 (s, 1H, Hisox); 7,46-7,53 (m, 3H, Hyrom); 7,82-7,84 (m, 2H, Harom)-
RMN de "C (DMSOyg, 100 MHz) 3(ppm): 21,8; 31,1; 99,3; 126,5; 128,7; 129.0; 130,0;
161,8; 172,9; 173,0.
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LV. (pastilha de KBr) vpgd/em™: 3116 (C-Hyom); 3048-2934 (O-H); 1695 (C=0); 1601 e
1578 (C=N); 1441 (N-O).

Andlise Elementar Calculada: C, 66,35; H, 5,10; N, 6,45.

Andlise Elementar Encontrada: C, 66,12; H, 5,60; N, 6,63

Acido 3-[3-(4-clorofenil)isoxazol-5-il]propanéico  (40b):  cristais incolores;
rendimento: 50 %; Ry 0,30 (cloroférmio: metanol, 9:1 v/v); PF: 189-190 °C.

RMN de 'H (CDCl3, 300 MHz) & (ppm): 2,70 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH»); 3,02 (t, 2H, J =
7,2 Hz, CH,); 6,85 (s, 1H, Hisox); 7,57 (dd, 2H, J = 8,7 Hz, 1,8 Hz, Harom); 7,87 (dd, 2H,
J=28,7Hz, 1,8 Hz, Hyrom); 12,40 (sl, 1H, OH).

RMN de "°C (CDCl;, 75 MHz) 8(ppm): 22.8; 32,1; 100,5; 128,6; 129,3; 130,2; 135,8;
161,9; 174,0; 174,4.

LV. (pastilha de KBr) vpg/cm™: 3120 (C-Hypom); 2935 (O-H); 1706 (C=0), 1602 (C=N).
EMAR[IES] calculado para C;;HyCINO; [M - H]*: 250,0270; encontrado: 250,0192.

Acido 3-[3-(4-fluorfenil)isoxazol-5-il|[propandico  (40c):  cristais  incolores;
rendimento: 77 %; Rg: 0,37 (cloroférmio: metanol, 9:1 v/v); PF: 165-168 °C.

RMN de 'H (CDCl3, 300 MHz) & (ppm): 2,70 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH»); 3,01 (t, 2H, J =
7,2 Hz, CHy); 3,34 (s, 1H, OH); 6,84 (s, 1H, Hisxx); 7,35 (dd, 2H, J = 8,4 Hz, 2,4 Hz,
Harom); 7,89 (dd, 2H, J = 8,4 Hz, 2,4 Hz, Hyrom).

RMN de "°C (CDCl3, 75 MHz) 6(ppm): 22,5; 31,8; 100,1; 116,7; 117,0; 126,0; 129.6;
161,6; 165,4; 173,8.

L.V. (pastilha de KBr) vméx/cm’lz 3115 (C-Hyom); 2936 (O-H); 1696 (C=0); 1607 1527
(C=N).

EMAR[IES] calculado para C;;HyFNO; [M - H]": 234,0567; encontrado: 234,0501.

Acido 3-[3-(4-bromofenil)isoxazol-5-il]propandico  (40d): cristais incolores;
rendimento: 45 %; Ry 0,17 (cloroférmio: metanol, 9:1 v/v); PF: 152-153 °C.

RMN de 'H (DMSO, 400 MHz) & (ppm): 2,70 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,); 3,02 (t, 2H, J =
7,2 Hz, CH,); 6,84 (s, 1H, Hiswox); 7,69 (dd, 2H, J = 8,8 Hz, 2,4 Hz, Hyrom); 7,81 (dd, 2H,
J=28,8Hz, 2,4 Hz, Hyrom).

RMN de "*C (DMSO, 100 MHz) 8(ppm): 21,7; 31,1; 99,3; 123,4; 127.9; 128,5; 132,1;
160,9; 166,9; 173,3.

L.V. (pastilha de KBr) vméx/cm'lz 3119(C-Hyrom); 1706 (C=0); 1600 (C=N).
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Acido 3-[3-(4-metoxifenil)isoxazol-5-il]propandico  (40e): cristais incolores;
rendimento: 43 %; Ry 0,14 (cloroférmio: metanol, 9:1 v/v); PF: 159-161 °C.

RMN de 'H (DMSO, 400 MHz) & (ppm): 2,69 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,); 3,00 (t, 2H, J =
6,8 Hz, CH,); 3,81 (s, 3H, OCHj3); 6,73 (s, 1H, Hisox); 7,04 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Hyrom);
7,76 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Hyrom)-

RMN de “C (DMSO, 100 MHz) &(ppm): 21,8; 31,1; 55,2; 56,3; 99,1; 113,2; 114,4;
121,1; 126,6; 127,7; 127,9; 160,6; 161,4; 172,6; 173,0.

L.V. (pastilha de KBr) vméx/cm’™: 2936 e 2839 (C-Hurom); 1696 (C=0); 1612 (C=N);
1435 (N-O).

EMARIIES] calculado para Ci3H4NO4 [M + HJ*: 248,0923 encontrado: 248,0860.

Acido 3-[3-(4-nitrofenil)isoxazol-5-il[propandico (40f): Oleo amarelo; rendimento: 46
%; Rg: 0,38 (cloroférmio: metanol, 9:1 v/v).

RMN de 'H (CDCl3, 300 MHz) & (ppm): 2,97 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,); 3,76 (t, 2H, J =
6,3 Hz, CH>); 6,41 (s, 1H, Hisox); 7,96 (dd, 2H, J = 8,7 Hz, 1,8 Hz, Hyrom); 8,30 (dd, 2H,
J=8,7Hz, 1,8 Hz, Hyrom)-

RMN de "*C (CDCl3,75 MHz) 8(ppm): 23,2; 30,2; 61,4; 99,3; 124,1; 127,5; 135,3;
148,5; 160,6; 174,6;

L.V. (pastilha de KBr) Vmax/em™': 3133 (C-Huom); 2874 (O-H); 1706 (C=0), 1602 (C=N).

Acido 3-[3-(para-toluil)isoxazol-5-il|propanéico (40g): cristais incolores; rendimento:
48 %; Ry: 0,36 (cloroférmio: metanol, 9:1 v/v); PF: 168-169 °C.

RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 2,39 (s, 3H, CHs); 2,84 (t, 2H, J = 7,3 Hz,
CH,); 3,14 (t, 2H, J = 7,3 Hz, CH»); 6,33 (s, 1H, Hisx); 7,25 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Harom);
7,67 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Hyrom)-

RMN de "°C (CDCl;, 75 MHz) 8(ppm): 21,4; 21,9; 31,3; 45,7; 99,5; 126,1; 126,6;
129,6; 162,4; 176,0

LV. (pastilha de KBr) vpg/em™: 3122 (C-Hyom); 2944 (O-H); 1696 (C=0). 1602 e
1571 (C=N).

EMAR([IES] calculado para C;3H;NO3 [M - H]™: 230,0817; encontrado: 230,0768.

Acido 3-[3-(meta-toluil)isoxazol-5-il]propandico (40h): cristais amarelos; rendimento:

52 %; R¢: 0,19 (cloroférmio: metanol, 9:1 v/v); PF: 148-150 °C.
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RMN de 'H (DMSOgs, 400 MHz) & (ppm): 2,71 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,); 3,02 (t, 2H, J
= 7,2 Hz, CH»); 3,33 (s, 3H, CHs); 6,81 (s, 1H, Hisy); 7,50 (d, 2H, J = 5,2 Hz, Harom);
7,83 (dd, 2H, J = 5,2 Hz, 2,4 Hz, Hyrom); 12,36 (sl, 1H,0H).

RMN de C (DMSOgs, 100 MHz) 8(ppm): 21,8; 31,1; 99,3; 126,4; 128,7; 129,0; 130,0;
161,8; 172.,9; 173,0.

5.9. Procedimento geral para a sintese dos 3-(3-aril-isoxazol-5-il)propanoatos de

metila

Em um baldo de 50 mL dissolveu-se 5 mmoles do acido 3-(3-aril-isoxazol-5-
il)propandico correspondente em 40 mL de metanol e a esta mistura adicionou-se 5
gotas de acido sulftrico concentrado. Colocou-se a mistura sob agitacdo e refluxo até
verificar-se por CCD o consumo completo do dcido propandico de partida. Foram entdo
adicionados cerca de 20 mL de dgua ao meio reacional e evaporou-se 0 metanol sob
pressdo reduzida. Neste momento, foram adicionados cerca de 20 mL de solucdo de
bicarbonato de s6dio ao meio reacional e foi realizada extracdo com acetato de etila (2 x
20 mL). As fases organicas foram reunidas, secas com sulfato de sédio anidro e o
solvente foi evaporado em evaporador rotativo. O residuo foi purificado através de

recristalizacdo utilizando-se um sistema de solventes contendo metanol e dgua.

3-(3-Fenil-isoxazol-5-il)propanoato de metila (41a): cristais incolores; rendimento: 59
%; Ry 0,85 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 94-95 °C.

RMN de 'H (DMSOgs, 400 MHz) & (ppm): 2,80 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,); 3,07 (t, 2H, J
= 7,2 Hz, CHy); 3,63 (s, 3H, CH3); 6,82 (s, 1H, Hisx), 7,49-7,51 (m, 3H, Hyom); 7,83
(dd, 2H, J = 8,0 Hz, 2,0 Hz, Hyrom)-

RMN de °C (DMSOg, 100 MHz) &: 21,6; 30,8; 51,5; 99,4; 126,4; 128,7; 129,0; 130,0;
161,8; 171,9; 172,6.

LV. (pastilha de KBr) vmax/cm™: 3119 (C-Hyrom); 1733 (C=0); 1600 (C=N); 1444 (N-
0).

3-(3-(4-Clorofenil)-isoxazol-5-il)propanoato de metila (41b): cristais incolores;
rendimento: 79 %; Ry 0,94 (cloroférmio: acetato de etila, 7:3 v/v); PF: 103-104 °C.
RMN de 'H (CD;0D, 400 MHz) & (ppm): 2,77 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,); 3,12 (t, 2H, J =
7,2 Hz, CH,); 3,66 (s, 3H, CH3); 6,58 (s, 1H, Hisox), 7,45 (dd, 2H, J = 8,4 Hz, 2,0 Hz,
Harom); 7,76 (dd, 2H, J = 8,4 Hz, 2,0 Hz, Hyrom)-
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RMN de "C (CD;0D, 100 MHz) &: 23,0; 32,3; 52,3; 100,4; 129,1; 129,3; 130,2; 137,1;
162,9; 173,9; 174,4.

L.V. (pastilha de KBr) vmax/ecm™: 3117 (C-Huom); 1732 (C=0); 1605 (C=N); 1439 (N-
0).

Andlise elementar calculada: C, 58.77; H, 4.55; N, 5.27

Andlise elementar encontrada: C, 59,06; H, 4,65; N, 5,16

5.10. Procedimento experimental para os bioensaios larvicidas

Anteriormente ao teste propriamente dito, foi realizado um teste de solubilidade
com cada droga a ser testada com a finalidade de determinar qual o co-solvente era o
mais adequado: etanol, DMSO ou solucdes contendo o tensoativo Tween 80. Preparou-
se entdo 50 mL de solucdo-estoque de concentragio 100 ppm para cada droga,
utilizando-se 0,7 mL de etanol ou DMSO ou 3 gotas de Tween 80 como co-solvente e
completando-se o volume até 50 mL com 4gua destilada. Realizou-se os bioensaios
preliminares nas concentracdes 10 ppm, 50 ppm e 100 ppm, com a finalidade de
determinar a faixa de concentracdo que cada droga atua. Vinte larvas do mosquito A.
aegypti no estdgio de crescimento L4 foram colocadas em béqueres contendo 20 mL de
solugdo a 10 ppm, 50 ppm e 100 ppm cada e solugdo controle contendo apenas o co-
solvente diluido em dgua destilada. Apds 24 horas e 48 horas contou-se o nimero de
larvas mortas. De acordo com a faixa de concentracdo obtida nos bioensaios
preliminares, foram realizados bioensaios subseqiientes seguindo a mesma metodologia.
Os bioensaios foram realizados em triplicata e a concentragao letal para 50 % das larvas
(CLsp) foi calculada utilizando o software Probit com o programa estatistico Statplus

2008 a um nivel de confianca de 95%.

5.11. Procedimento experimental para quantificacdo da 3-hidroxi-quinurenina e

do acido xanturénico

Preparou-se trés solucdes, a primeira contendo o composto 29d na concentragio
de 10 ppm, a segunda contendo o composto 29h na concentragio de 100 ppm e a
solu¢d@o controle contendo apenas etanol e dgua destilada. As solu¢des foram colocadas
em béqueres separados e a cada béquer foram adicionadas 20 larvas do mosquito A.
aegypti. Ap6s 24 horas, filtraram-se as solugdes-teste e as larvas coletadas foram
liofilizadas e pulverizadas usando gral e pistilo. Cerca de cinco miligramas do p6 das

larvas pulverizadas foram adicionadas a 1 mL de acido férmico 0,4 M. Esta mistura foi
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sonicada em lavadora ultrassdnica durante 2 minutos e armazenada no freezer a 0 °C.
As larvas foram entdo centrifugadas a 3500 rpm, durante 20 minutos, e o sobrenadante
foi analizado em CLAE em coluna ODS 25 cm, utilizando como fase mével um sistema
metanol: dgua (1:1, v/v) adicionado de 1 % de dacido acético, com fluxo de 0,2
mL/min.*’ Os padrdes foram analisados nas mesmas condi¢des de rampa. Os extratos
larvais das drogas e do controle foram injetados com (co-injecdo) e sem os padrdes de
3-HK e AX, para que se determinasse qual pico correspondia a qual metabdlito nos

cromatogramas obtidos. As andlises cromatograficas foram realizadas em triplicata.
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ANEXO 1: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) do 3-[3-(4-clorofenil)-1,2,4,-oxadiazol-5-il]propanoato de metila 29d
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ANEXO 2: Espectro de RMN de Be (75 MHz, CDCI3) do 3-[3-(4-clorofenil)-1,2,4,-oxadiazol-5-il|propanoato de metila 29d
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ANEXO 3: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCI13) do 3-[3-(4-clorofenil)-isoxazol-5-il]propan-1-ol 38b
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ANEXO 4: Espectro de RMN de Bc (75 MHz, CDCI13) do 3-[3-(4-clorofenil)-isoxazol-5-il]propan-1-ol 38b
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ANEXO 5: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, DMSO) do 4cido 3-[3-(4-clorofenil)-isoxazol-5-il]propandico 40b
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ANEXO 6: Espectro de RMN de Be (75 MHz, DMSO) do 4cido 3-[3-(4-clorofenil)-isoxazol-5-ilJpropandico 40b
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ANEXO 7: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD30D) do 3-[3-(4-clorofenil)-isoxazol-5-il|propanoato de metila 41b
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ANEXO 8: Espectro de RMN de °C (100 MHz, CD30D) do 3-[3-(4-clorofenil)-isoxazol-5-il]propanoato de metila 41b



