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RESUMO

Os acidos hidroxamicos (AHs) compdem uma classe de compostos reconhecida pelas
suas propriedades quelantes e capacidade de inibir importantes metaloenzimas contendo Ni(II)
e Zn(II). Como inibidores de urease, os AHs foram descritos pela primeira vez por Kobashi et
al. em 1962. Desde entdo, estudos mostrando sua potencial aplicacdo no tratamento de
infeccdes causadas por microrganismos ureoliticos, como Helicobacter pylori e Proteus
mirabilis t€m sido relatados. Nesse contexto, o presente trabalho compreende o planejamento
estrutural, sintese e avaliacdo da atividade inibidora de urease de uma série de hibridos
moleculares de acidos hidroxamicos com aceptores de Michael. A hibridagdo molecular tem
como objetivo maximizar os efeitos inibitdrios, visto que aceptores de Michael também
apresentam reconhecida atividade anti-ureolitica. Os compostos sintetizados mostraram-se
potentes inibidores de urease com valores de Clso entre 12,8-3,8 uM, sendo observado que a
atividade era proporcional a eletrofilia do carbono . Estudos de cinética enzimatica mostraram
que os hibridos de 4cido hidroxamico e aceptor de Michael sdo inibidores mistos, enquanto a
auséncia do aceptor de Michael resulta em uma inibicdo competitiva. Os estudos biofisicos de
interacdo sugerem que o acido hidroxdmico interaja com o sitio ativo da enzima enquanto o
aceptor de Michael se ligue a um sitio alostérico, um residuo de cisteina préximo do centro

catalitico.

Palavras-chave: 4cidos hidroxamicos o,f-insaturados; inibidor de urease; mecanismo de

interacdo; Helicobacter pylori, aceptor de Michael.



ABSTRACT

Hydroxamic acids (HAs) constitute a class of compounds recognized for their chelating
properties and ability to inhibit important metalloenzymes containing Ni(Il) and Zn(II). As
urease inhibitors, HAs were first described by Kobashi et al. in 1962. Since then, studies
showing their potential application in the treatment of infections caused by ureolytic
microorganisms, such as Helicobacter pylori and Proteus mirabilis, have been reported. In this
context, the present work comprises the structural planning, synthesis, and evaluation of the
urease inhibitory activity of a series of molecular hybrids of hydroxamic acids with Michael
acceptors. Molecular hybridization aims to maximize inhibitory effects, as Michael acceptors
also exhibit recognized anti-ureolytic activity. The synthesized compounds proved to be potent
urease inhibitors with ICso values ranging from 12.8-3.8 uM, observing that activity was
proportional to the electrophilicity of the B carbon. Enzyme kinetic studies showed that the
hydroxamic acid-Michael acceptor hybrids are mixed-type inhibitors, while the absence of the
Michael acceptor moiety results in competitive inhibition. Biophysical interaction studies
suggest that the hydroxamic acid interacts with the enzyme's active site while the Michael

acceptor binds to an allosteric site, a nearby cysteine residue near the catalytic center.

Keywords: o,f-unsaturated hydroxamic acids; urease inhibitor; interaction mechanism,;
Helicobacter pylori, Michael acceptor.
Title: Cinnamoyl hydroxamic acids as urease inhibitors: Synthesis, evaluation of inhibitory

activity and studies on the inhibition mechanism
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1. INTRODUCAO

1.1. A enzima urease

As ureases (EC 3.3.1.5) sdo metaloenzimas de niquel do grupo das amido-hidrolases
responsaveis pela hidrolise da molécula de ureia. Elas sdo produzidas por uma variedade de
espécies de plantas, bactérias, fungos, algas e invertebrados, mas também podem estar presentes
no solo imobilizadas em argila, como resultado da decomposicio de plantas e células

. . 1 . o . A . . . .
microbianas.” As ureases provenientes de plantas e bactérias t€ém sido as mais investigadas
desde a descoberta da enzima, enquanto o seu papel em outros seres, como fungos e

invertebrados, necessita de melhores esclarecimentos.?

Em seres vivos, a atividade catalitica da urease permite o fornecimento de nitrogénio ao
organismo na forma de amonia. Todavia, sdo relatadas na literatura ureases que apresentam
propriedades bioldgicas independentes da sua atividade catalitica, evidenciando um papel

biolégico muito mais amplo.?

1.1.1. Propriedades cataliticas

A urease € responsdvel pela hidrélise da molécula de ureia, produzindo amonia e acido
carbamico, sendo este dltimo produto decomposto, na presenga de 4gua, em outra molécula de

amonia e dcido carbonico. As rea¢des sdo mostradas no Esquema 1.!

o) 0
urease
M+ o — M+ Neg
H,N” “NH, H,N~ ~OH
H,0
o)
J+ Nk
HO™ “OH

Esquema 1. Reacdo de hidrélise da ureia

Até o presente momento, a reagdo ndo-catalisada de hidrélise da ureia ndo foi observada

devido sua energia de ressonancia, estimada em 30-40 kcal/mol, que confere a esse composto

1

alta estabilidade em solug¢do aquosa.” A auséncia de dados de velocidade para a reagdo ndo-
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catalisada dificulta a determinacao da eficiéncia da enzima urease. Por essa razio, inicialmente
os célculos foram realizados utilizando-se como referéncia a reacdo de decomposi¢do nao-
catalisada da ureia em amonia e 4cido cidnico (Esquema 2).* Esses cdlculos aproximados
mostraram que a velocidade da reacdo catalisada seria 10'* vezes maior.’ Entretanto, cdlculos
computacionais tém permitido uma estimativa mais precisa, mostrando que a velocidade da
reacdo catalisada é 10°? vezes maior que a ndo-catalisada. Esses resultados permitem concluir

que as ureases sdo as enzimas mais eficientes conhecidas até entfio.>®

0
— =c=0 T NH
H,N™ NH, HN=C=0 3
2H,0
0
J o+ NH
HO™ “OH

Esquema 2. Reacdo de decomposicdo da ureia

As ureases exibem comportamento tipico de enzimas do tipo Michaelis-Menten, com
valores de Ky entre 0,2-32 mM. A ureia ndo é o Unico substrato para urease, a atividade
hidrolitica também é observada com substratos como formamida, acetamida, N-metilureia, N-
hidroxiureia, N,N’-di-hidroxiureia, semicarbazida, tioureia e amidas e ésteres de acidos
fosforicos. Entretanto, a atividade catalitica para esses substratos ¢ menor (K.« 2 a 3 vezes

menor) e pouco compreendida, pois eles agem como inibidores e substratos simultaneamente.’

A atividade catalitica da urease é importante para micro-organismos € plantas, pois a
amonia produzida € uma excelente fonte de nitrogénio. Além disso, em micro-organismos, a
producdo de ureases pode funcionar como uma resposta ao meio 4cido, levando a producao de

amonia para elevar o pH e permitir a sobrevivéncia do micro-organismo.®

1.1.2. Propriedades nao-cataliticas

Desde a descoberta da enzima urease, seu papel fisiolégico no organismo de origem foi
associado ao seu papel catalitico. Entretanto, nas dltimas quatro décadas esforcos tém sido

feitos para esclarecer a funcdo biolégica de ureases além de sua atividade hidrolitica.®
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A descoberta das propriedades nao-cataliticas da urease estd intimamente ligada a
descoberta da canatoxina como uma forma variante de urease. Em 1981, Carlini e colaboradores
mostraram que o feijdo-de-porco (Canavalia ensinformis) possuia uma potente neurotoxina que
era capaz de causar convulsdes e morte em camundongos, chamada de canatoxina. Vinte anos
depois, Follmer e colaboradores’ mostraram que essa neurotoxina era uma isoforma de urease,
que apresentava um sitio ativo hibrido com um 4tomo de zinco e de niquel, ao invés de dois
atomos de niquel. A atividade catalitica da canatoxina era apenas 30% da atividade hidrolitica
da urease ja descrita para essa espécie, diminuicdo que pode ser explicada por seu sitio ativo
hibrido. Neste trabalho foram realizados ensaios de inibicdo enzimdtica com p-hidroxi-
mercurilbenzoato para a canatoxina e a urease nativa. Os resultados mostraram que mesmo apos
o sitio ureolitico estar bloqueado, a canatoxina mantinha-se letal para camundongos e ambos
os tipos de ureases continuavam a promover agregacdo plaquetiria e se ligavam a
glicoconjugados. Esse trabalho mostrou que ureases podem ter outros dominios biologicamente
ativos e nao relacionados a atividade ureolitica. Entdo, concluiu-se que as ureases poderiam
atuar como proteinas de defesa contra predadores, visto que ureases similares a canatoxina eram

encontradas em outras espécies de plantas, principalmente na fase de maturacio das sementes.’

Nos anos que se seguiram a descoberta da canatoxina como uma isoforma de urease,
novos resultados tornaram evidente que o papel multifuncional desempenhado pelas ureases
era comum a outras espécies. Observou-se que ureases microbianas contribufam para a
viruléncia de micro-organismos patogénicos por meio de mecanismos desvinculados da
hidrélise. O exemplo mais notavel entre essas descobertas foi relacionado a urease bacteriana
proveniente de Helicobacter pylori, sobre a qual estudos mostram que a enzima contribui para

o processo inflamatério comum as infeccdes gastricas.>!%1!

1.1.3. Historia

Historicamente a urease faz parte de dois marcos importantes para a ciéncia. Ela foi a
primeira enzima a ser isolada e cristalizada, mostrando que enzimas eram proteinas.'!? Ela

também foi o primeiro exemplo descoberto de metaloenzima de niquel.!>!*

Em 1798 Fourcroy e Vauquelin descobriram que a amonia deriva da fermentagdo da
urina. Em 1861 Pasteur mostrou que um organismo vivo realizava a fermentacdo alcalina da

urina. Trés anos depois, o primeiro micro-organismo capaz de realizar essa fermentacdo foi
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isolado por van Tieghen e foi denominado Micrococcus ureae. Em 1874, Musculus obteve uma
enzima proveniente da urina que observou ser capaz de decompor ureia em solugdo aquosa. Em
1890, Miquel descreveu mais de 30 micro-organismos capazes de decompor ureia e sugeriu que
a enzima comum entre eles recebesse 0 nome urease. Em 1909 Takeuchi descobriu a presenga

da urease em soja, uma fonte abundante da enzima, atraindo atencdo para seu estudo.'

Em 1926, James B. Sumner!? isolou e cristalizou a urease de Canavalia ensiformis, uma
planta tropical conhecida popularmente como feijao-de-porco. Foram nove anos de estudo até
Sumner obter cristais nitidos, sem cor e octaédricos, mostrados na Figura 1, extraida de seu

artigo.'?

Figura 1. Fotomicrografia de cristais dé urease ampliados 728 vezes.
(Extraido de Sumner, 1926)
Sumner foi agraciado com o prémio Nobel de Quimica em 19466, pela sua descoberta
de que enzimas podiam ser cristalizadas. Ele dividiu o prémio com outros dois cientistas, John
H. Northtrop e Wendell M. Stanley, premiados pela sua preparacio de proteinas e enzimas de

virus em pura forma.'¢

Em 1975, a urease participou de outra grande descoberta. Dixon et al.,'® realizando
estudos da interacdo de f-mercaptoetanol com urease de feijao-de-porco, observaram que esta

interacdo resultava em mudancas no espectro de absorcdo eletronica, indicando a presenca de
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atomos de niquel fortemente ligados. Desse modo, Dixon ef al. mostraram pela primeira vez a
presenca de ions niquel no sitio ativo de uma enzima, que eram essenciais para sua atividade

enzimatica. Sendo assim, a urease se tornou a primeira metaloenzima de niquel descoberta.'>!*

Em 1995 o sitio ativo da urease de Klebsiella areogenes foi descrito pela primeira vez

por Hausinger et al.'’

e, trés anos depois, Benini et al. realizaram a caracterizacdo de um
complexo de urease de Bacillus pasteuri com f-mercaptoetanol.'® Apenas em 2010, a estrutura
da urease de Canavalia ensiformis, a mesma cristalizada por Sumner, foi relatada.!” Desde a
descoberta da estrutura do sitio ativo em 1995, pesquisadores t€ém empregado esforcos para
caracterizacdo de ureases de outras espécies revelando semelhancas na cadeia polipeptidica e

nos sitios ativos entre ureases de diferentes espécies.

1.1.4. Estrutura

1.1.4.1. O sitio ativo

12 vérios estudos foram conduzidos com o

ApOs a cristalizagdo da urease por Sumner
intuito de compreender melhor as propriedades da enzima. Entretanto, por quase 50 anos nao
surgiram resultados significativos sobre sua estrutura e mecanismo catalitico.”> Em 1975, o
trabalho pioneiro de Dixon et al. apresentou a comunidade cientifica as primeiras informagdes
sobre o sitio catalitico da urease, mostrando que os dois dtomos de niquel presentes em cada
subunidade da urease de Canavalia ensiformis eram fundamentais para a atividade

catalitica.'>

Nos 15 anos que se seguiram essa descoberta, tentativas foram feitas com o objetivo de
explicar o mecanismo catalitico baseando-se em dados espectroscépicos e cinéticos.?’ No
inicio da década de 80, Dixon et al. foram os primeiros a publicar estudos espectroscopicos de
absor¢do na regido do ultravioleta visivel para urease de feijao-de-porco, indicando a presenca

de fons Ni(II) hexacoordenados em geometria pseudo-octaédrica no seu sitio ativo.?!

Inspirados nos resultados de Dixon et al., Hasnain et al.*>*

realizaram experimentos de
espectroscopia de absor¢do de raios-X para urease de feijdo-de-porco com o objetivo de
caracterizar a estrutura presente ao redor dos fons niquel. Os resultados foram interpretados

sugerindo a presenca de fons Ni(I) em geometria pseudo-octaédrica coordenados a trés dtomos
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de nitrogénio de residuos de histidina a 2,04 A de distancia, dois oxigénios a 2,07 A e um
A 2223

oxigénio a 2,25

No final na década de 80, Clark et al.** realizaram experimentos de suscetibilidade
magnética e espectroscopia de absorcdo de raios-X utilizando urease de feijao-de-porco nativa
e inibida por f-mercaptoetanol. Os resultados obtidos para urease nativa mostraram que o sitio
ativo possuia um cluster metalico contendo ions Ni(II) coordenados octaedricamente e que,
quando inibido por f-mercaptoetanol, essa ligacdo ocorria via substitui¢do na esfera de
coordenaciio do niquel.>* Esses resultados comprovaram a hipétese de dois dtomos de niquel
espacialmente proximos. Baseando-se em estudos de absorcdo de raios-X, Clark er al.
elaboraram um modelo no qual ions niquel sdo ligados a seis ou cinco ligantes doadores de
elétrons (nitrogénio ou oxigénio) a uma distancia média de 2,06 A com geometria octaédrica
distorcida.”® Todavia, em 1993, Day et al. realizaram estudos de saturacio magnética para
ureases nativas de Canavalia ensiformis e Kleisiella aerogenes, mostrando que nio havia
evidéncias de troca de acoplamento entre os fons niquel no sitio ativo®, contrariando os

resultados obtidos por Clark et al.?*

Em 1994, Wang et al.*’ publicaram novos estudos de espectroscopia de absorcdo de
raios-X para urease de Canavalia ensiformis e Kleisiella aerogenes nativas e na presenga de f3-
mercaptoetanol. Os resultados indicaram que o centro ativo era formado por dois fons Ni(II)
pentacoordenados separados por 3,26 A de distincia. O ambiente de coordenagdo da urease
nativa era formado por Ni(imidazol)x(N/O)5-x, onde x = 2 ou 3, mas, na presenca de /-
mercaptoetanol, um dos ligantes ndo-imidazdlicos € substituido por um dtomo de enxofre em
ponte.?” Dois anos depois da publicagio desses resultados, Benini et al. publicaram seus
resultados de espectroscopia de absor¢do de raios-X para a urease de Sporasarcina pasteuri, 0s
quais indicavam a presenca de fons Ni(II) hexacoordenados com esfera de coordenagdo formada
por seis ligantes N/O, sendo dois deles histidinas, a uma distancia média de 2,03 A28 Essas
informacdes preliminares foram complementadas por estudos cinéticos que mostraram que

residuos de cistefna e histidina no centro ativo eram fundamentais para a atividade catalitica.?’

Em 1995 o conhecimento estrutural da urease deu um salto, quando Hausinger et al.'’

publicaram ineditamente duas estruturas de raios-X para urease de Kleisiella aerogenes
registradas no Protein Data Bank (PDB) como 1KAU e 2KAU (Figura 2). Nas estruturas foram

identificados trés sitios ativos, nos quais, dois d&tomos de niquel, classificados como Ni(1) e
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Ni(2), estavam separados por uma distincia de 3,5 A e unidos em ponte por uma lisina
carbamilada. Neste artigo, os autores identificaram que Ni(1) encontrava-se coordenado a trés
ligantes e Ni(2) encontrava-se tetracoordenado em 2KAU, mas em 1KAU estava coordenado
também & uma molécula de dgua, assumindo uma geometria bipiramidal distorcida.!” Apesar
de ndo constar nas estruturas depositadas no PDB, os autores afirmaram posteriormente que
Ni(1) poderia estar também coordenado fracamente a uma molécula de 4gua, assumindo uma
geometria pseudo-tetraédrica. Eles também sugeriram que a molécula de dgua ligada a Ni(2)
pudesse assumir outras posi¢des, como em ponte com os dois dtomos de niquel ou ligada a

Ni(1).'720

Apesar da importancia do trabalho de Hausinger ef al. para elucidacao do sitio ativo, as
geometrias de coordenagdo relatadas para os ions niquel eram inconsistentes com resultados
prévios, inclusive publicados pelo préprio grupo de pesquisa.’’ Por essa razdo, em 1997
Hausinger et al. publicaram um estudo no qual parte dessas inconsisténcias foram solucionadas
e uma nova estrutura cristalina foi disponibilizada (Cédigo PDB 1FWIJ).? Os resultados obtidos
desse trabalho mostram a presencga de trés moléculas de d4gua na esfera de coordenagdo dos ions
niquel, uma delas coordenada em ponte aos dois fons metélicos e as outras duas coordenadas a
cada fon niquel separadamente (Figura 2). Nessa interpretacdo dos dados, o fon Ni(1) estaria
pentacoordenado assumindo uma geometria piramide de base quadrada distorcida e o fon Ni(2)
estaria hexacoordenado (Figura 2C) em geometria pseudo-octaédrica. Apesar desses resultados
serem mais compativeis com os obtidos previamente, os autores afirmaram que o grande
volume ocupado pelas moléculas de dgua no interior do sitio ativo indicava que talvez ele s6

pudesse ser ocupado parcialmente e que essa interpretacdo ainda nio era completa.”’
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Figura 2. Modelos estruturais de urease de K. aerogenes e seus sitios ativos. A) PDB:1KAU. No PDB a estrutura
1KAU foi substituida por 1FWJ por estar obsoleta. B) PDB:2KAU C) PDB:1FWJ. D) Modelo estrutural da
enzima de K. aerogenes. PDB: 1FWJ. (Adaptado de Mazzei, 2020)%

Dois anos apds a caracteriza¢io da urease de Kleisiella aerogenes, a caracterizacao da
urease de Sporosarcina pasteurii foi realizada por Benini et al. e registrada no PDB com o
c6digo de 2UBP (Figura 3).'® Os resultados de caracterizagdo obtidos foram muito similares
aos obtidos por Hausinger et al.,” mostrando que os dois fons niquel sdo separados por 3,7 A
de distancia, ligados em ponte por uma lisina carbamilada e cada ion é coordenado por duas
histidinas, sendo Ni(2) também coordenado a um aspartato. Todavia, nesse trabalho, o ambiente
de hidratacao do sitio ativo foi descrito como formado por quatro moléculas de dgua, W(1),
W(2), W(3) e W(B). Desse modo, o ion Ni(1) encontra-se ligado a W(1) e Ni(2) a W(2). A
molécula de 4gua W(B) encontra-se desprotonada e forma uma ponte ligando-se aos dois ions
niquel. W(3) estd em uma posicao distal a uma ligacdo de hidrogénio de distancia das demais

moléculas de dgua. Nesse estudo os autores mostraram uma explica¢do para as moléculas de
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dgua ocuparem espagos tdo préximos no sitio ativo (distancia O-O na faixa de 2,1-2,4 A). As
moléculas de dgua assumiriam um arranjo pseudo-tetraédrico com um préton localizado no
centro, formando uma rede de ligacdes de hidrogénio. Os residuos de aminodcidos também

favoreceriam a interacdo ao agirem como doadores/receptores da ligacido de H.!®

A ¢ 2UBP
qus}\d'? ‘_l wHis137
IJ > s
d f 5% oHiszg
g4, My A _9%oo
1 J—gd. W(B) = Ni(2)
}‘fj 4 4'ﬁ ‘W%
aHis275 wi(1) [
-
Y Asp363
P wo
Sulfate b
aHis323

| (1Cys322

Figura 3. Modelos estruturais de urease isolada de S. pasteurii. A) Sitio ativo da enzima nativa
(PDB:2UBP. B) Enzima nativa de S. pasteurii (PDB: 2UBP). (Adaptado de Mazzei, 2020)*°

Nos anos que se seguiram 2 publicacdo de Benini et al.'®

muitas outras caracterizacoes
foram publicadas alcangando-se uma boa compreensdo atual sobre a estrutura do sitio ativo
(Figura 4). O sitio ativo € formado por dois fons niquel (II) conectados entre si por uma lisina
carbamilada e um fon hidréxido. A distancia entre os d&tomos de niquel é de 3,5 A, sendo cada
ion niquel coordenado por duas histidinas e uma molécula de dgua. Um dos atomos de niquel

se coordena também a um residuo de aspartato, desse modo, um dos fons niquel é

hexacoordenado Ni(2) e outro pentacoordenado Ni(1).?
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Figura 4. Estrutura do sitio ativo da urease

1.1.4.2. O flap mé6vel

As primeiras estruturas de raios-X obtidas para urease mostraram que o sitio ativo da
enzima era bem contraido em torno dos dtomos de niquel, sendo coberto por um flap flexivel
(Figura 5) que, ao se mover, permite a entrada do substrato e saida dos produtos. O flap é
formato por 30 residuos de aminoécido e compreende 3 regides: duas hélices a e entre elas uma
volta flexivel. Na ponta da regido modvel apresenta-se um residuo de histidina conservado

(His323), entre as duas hélices. %

Flap fechado aHis*?  aAsp®™
A
Flap aberto wp "

Figura 5. Representacdo do flap da urease nas conformacéoes aberta e fechada. (Adaptado de Zambelli et al.,
2020.)%
A estabilidade do flap em conformacdo aberta ou fechada depende fundamentalmente
do estado de protonacdo do residuo de histidina e, portanto, ¢ dependente do pH. Em valores
de pH maiores que o pKa da histidina (pKa da histidina em urease de Sporosarcina Pasteuri é

6,6) o anel imidazodlico forma duas ligacdes de hidrogénio com os residuos de aspartato e
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arginina. Devido a sua natureza quimica, o residuo de arginina ird atuar como um doador de
ligacdo de hidrogénio, enquanto o residuo de aspartato serd um aceptor, sugerindo que o
nitrogénio do anel imidazdlico encontra-se protonado para formar a ligacdo. Ao formar essas
ligacdes, o residuo de histidina se insere na abertura do sitio ativo, aproximando-se dos dtomos
de niquel e mantendo o flap fechado. A medida que o pH se torna menor que o pKa da histidina,
ambos nitrogénios do anel imidazdlico serdo protonados, fazendo com que a molécula adquira
uma carga positiva e ndo possa se inserir entre os residuos de aspartato e arginina devido a
repulsdes eletrostiticas. Desse modo, a conformacio aberta do flap se torna a mais favoravel.’!
Nessa perspectiva, o trio de residuos de aminodcidos Asp-His-Arg funciona como um sistema
de chave-fechadura de trés membros, no qual a protonacdo da histidina dita 0 movimento do

flap em relacdo ao centro ativo.?”

Além dos residuos Asp-His-Arg, estudos mostram que o flap contém um residuo de
cisteina que auxiliam na sua mudanca de conformagdo e no controle de acesso ao sitio ativo,
sendo demonstrado que modifica¢des quimicas em residuos de cisteina prejudicam a atividade
ureolitica.> Estudos estruturais e funcionais mostram que existe uma forte correlacio entre a
eficiéncia catalitica da enzima e a sua existéncia em pelo menos duas conformacdes diferentes
do flap, aberto ou fechado. Observa-se que a mudanca estrutural é fundamental para a
estabilizacdo do substrato ou do estado de transicdo formado apds o ataque nucleofilico do fon
hidréxido a ureia, visto que os residuos de aminodcidos do flap se ligam ao substrato via de

ligacdes de hidrogénio.

1.1.4.3. A estrutura da enzima

Atualmente, estruturas de ureases de diversas espécies t€ém sido bem elucidadas ndo s6
em relac@o aos sitios ativos, mas também em suas estruturas tercidrias e quaternarias. Apesar
de se encontrarem presentes em espécies de diferentes reinos, as ureases de diferentes fontes
compartilham 55% de similaridade em sua estrutura primaria. As cadeias polipeptidicas se
organizam formando estruturas chamadas de mondmeros ou unidades funcionais. O nimero de
cadeias polipeptidicas que se agrupam para formar a unidade funcional varia de acordo com a
espécie, plantas e fungos irdo apresentar uma unidade funcional formada por uma tnica cadeia
polipeptidica, chamada a. As ureases bacterianas sao formadas por duas (a e ) ou trés cadeias
polipeptidicas (a, B e y).> Os mondmeros formados interagem formando estruturas mais

complexas, constituindo a estrutura quaterndria da enzima, como ilustrado na Figura 6. E
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importante notar que as unidades a apresentam massa entre 60-76 kDa, enquanto as unidades S
e y sdo menores, com massas entre 8-21 kDa e 6-14 kDa, respectivamente. Algumas ureases
bacterianas apresentam subunidades f excepcionalmente maiores, formadas pela fusdo da
subunidade f original e a subunidade y, como a urease de Helicobacter pylori, formada por
quatro trimeros (o)3. O sitio ativo sempre se localiza nas unidades o para as ureases conhecidas

até o presente momento. '

Unidades

Oligbmeros

Figura 6. Conservagdo estrutural da urease. Heterotrimero, Sporosarcina pasteurii (PDB ID 2UBP), a
heterodimero, Helicobacter pylori (PDB ID 1E9Z) e unidade simples, Canavalia ensiformis (PDB ID 3LA4).
(Adaptado de Kappaun et al.,2018)

1.1.5. Mecanismo catalitico

Em 1980, apds a descoberta da presenca de niquel no sitio ativo da enzima por Dixon,
Blakeley e Zerner, esses pesquisadores propuseram mecanismos cataliticos baseados na
reatividade da enzima frente a diferentes substratos. No mecanismo proposto por eles (Esquema
3) um dos atomos de niquel, Ni(1), seria coordenado por uma molécula de 4gua e o outro, Ni(2),
por um fon hidréxido. A primeira etapa desse mecanismo ocorreria com a substituicdo da
molécula de dgua pela ureia, que se liga ao Ni(1) por meio do oxigénio carbonilico. Em seguida,
a ureia seria estabilizada através da interacdo entre os grupos amino e carboxilato dos residuos

de aspartato e glutamato. A préxima etapa do mecanismo seria o ataque nucleofilico do ion
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hidréxido ao carbono carbonilico, formando um intermediario tetraédrico. Esse intermediario
rapidamente colapsaria formando cdtion amonio e carbamato, sendo que o dltimo continuaria
coordenado ao Ni(1) via oxigénio. A formagdo do cdtion amdnio seria favorecida pelo grupo
sulfidrila de cisteina (Cis319) presente no sitio ativo, que age como catalisador dcido. No dltimo
estdgio, a enzima € regenerada com a reentrada das moléculas de d4gua e com a liberacdo de

carbamato.>?
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Esquema 3. Mecanismo catalitico proposto por Dixon et al, sendo as moléculas de dgua representadas
por W(1) e W(2). (Adaptado de Dixon et al., 1980)*

Em 1995, Hausinger et al., baseando-se nas informacdes obtidas na caracterizagio
inédita da urease de Kleisiella aerogenes, propuseram um mecanismo catalitico (Esquema 4).
Na primeira etapa dessa nova proposta, o oxigénio carbonilico da ureia se coordena ao 4tomo
de niquel de menor nimero de coordenacdo, Ni(1), levando Ni(1) a assumir uma geometria
tetra-coordenada. Essa ligagdo seria favorecida pela His219 que atua como doadora de ligacao

de hidrogénio. Na segunda etapa, uma molécula de 4dgua ligada ao Ni(2), na forma de ion
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hidréxido, ataca o carbono carbonilico, que encontra-se mais polarizado devido a interagdao
Ni(1)-O. Forma-se entdo um intermedidrio tetraédrico que se decompde apds 0 grupo amino
ser protonado por um grupo 4cido genérico ndo identificado.!” Em trabalhos anteriores o
mesmo grupo de pesquisa propds que os residuos de Cis319 e His320 atuariam,
respectivamente, como 4cido na protonag¢do do grupo amino da ureia e como base na geragcao
do hidréxido como nucleéfilo.?’ Todavia, os novos resultados mostraram que esses residuos se
encontravam espacialmente distantes para desempenharem essas fungdes. Por essa razao, no
novo mecanismo proposto por Hausinger et al. eles consideram que o papel fundamental da
Cis319 seria assistir na correta orientagdo da His320 por meio de efeitos estéricos. Desse modo,
o sitio ativo permaneceria na conformacao correta para catdlise. Os autores também concluiram
que a fun¢do 4cida seria realizada por um acido genérico ainda nao definido e a funcao bésica

poderia ser realizada pelo 4tomo de oxigénio do aspartato ligado ao Ni(2).!”
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Esquema 4. Mecanismo proposto por Hausinger et al. Moléculas de dgua representadas por W(1) (Adaptado de
Jabri et al., 1995)"

Em 1997, com as novas informagdes estruturais obtidas que mostravam a presenca das
trés moléculas de dgua no sitio ativo,”” Hausinger et al. propuseram um mecanismo aprimorado
(Esquema 5). Nessa proposta a interagdo do oxigénio carbonilico com Ni(1) seria estabilizada
pela His219, mas também por ligacdes de hidrogénio adicionais dos hidrogénios do grupo
amino com Gli227, Ala363, Alal67 e Cis319. A segunda etapa permaneceria semelhante ao
anteriormente proposto, ocorrendo a formagdo do intermedidrio tetraédrico que colapsa para
formar carbamato e amodnia. Todavia, no novo modelo, a protonacao do nitrogénio do grupo
amida seria realizada pelo grupo imidazol do residuo His320. A atribuicao da His320 como um

sitio dcido representou uma contradi¢do para resultados do préprio grupo, pois, no pH 6timo
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para catdlise (pH 7,5-8,0), o nitrogé€nio imidazdlico estaria desprotonado (pKa = 6,5), sendo
incapaz de protonar o nitrogénio da amida. Para explicar essa aparente incoeréncia, os autores
utilizaram-se da hipétese da protonagao reversa, indicando que o perfil de pH da urease era
resultante de um grupo de baixo pKa que deveria estar protonado e um grupo de alto pKa que
deveria estar desprotonado para que ocorresse atividade catalitica. Nesse contexto, foi proposto
que o grupo de alto pKa poderia ser a molécula de dgua W(2). Nesse trabalho, os autores
também fizeram consideragdes sobre hélice-volta-hélice formada pelos 30 residuos de
aminodcidos, entre eles His320 e Cis319, que ja haviam se mostrado cruciais para a atividade
catalitica. Hausinger et al. sugeriram que essa hélice-volta-hélice seria responsavel por regular
a entrada do substrato no sitio ativo, por meio da alternancia entre conformacdes aberta e
fechada. Essa hipdtese seria uma possibilidade para explicar porque compostos que se ligavam

a Cis319 seriam capazes de inibir a atividade enzimatica.?*
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Esquema 5. Mecanismo aprimorado proposto por Hausinger et al. (Adaptado de Karplus et al. )**

Apébs a caracterizagio da urease de Sporasarcina pasteuri por Benini et al.'8, foi

proposto um mecanismo catalitico atualizado (Esquema 6, pédgina 17). Segundo esse
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mecanismo, o sitio ativo € assimétrico, apresentando préximo ao Ni(1) residuos de aminoacidos
doadores de ligacdes de hidrogénio e préximo ao Ni(2) residuos posicionados como aceptores.
Quando o flap encontra-se em conformagao aberta, o substrato adentra o sitio ativo e substitui
as moléculas de dgua W(1), W(2) e W(3), orientando-se de forma especifica devido as ligagcdes
de hidrogénio formadas. A formacdo dessa rede estabilizadora de liga¢des de hidrogénio ird
favorecer a ligacdo do oxigénio carbonilico da ureia ao fon niquel mais eletrofilico, Ni(1). A
formacao da ligacdo Ni(1)-O conduz o grupo NH:> a aproximar-se de Ni(2), levando a formagao
de uma nova ligacdo Ni(2)-N. Esse modo de ligacdo bidentado entre fons niquel e ureia é
estabilizado principalmente pelos residuos de Alal70 e Ala366, que interagem via ligacao de
hidrogénio com o NHy, e pelo residuo de His222, que interage com o oxigénio carbonilico
também via ligacdo de hidrogénio. 3>’

As interacOes descritas irdo causar a polarizacdo das ligacdes C-N e C-O da ureia,
tornando o carbono carbonilico altamente eletrofilico. Desse modo, o ataque nucleofilico pelo
fon hidréxido ocorre favoravelmente formando um estado de transi¢do tetraédrico e, nesse
momento, a conformagdo do flap muda de aberta para fechada. O fechamento do flap ird
promover a aproximacao do residuo de His323 do sitio ativo, permitindo que ele esteja na
posicdo correta para formar uma ligacdo de hidrogénio entre seu anel imidazdlico e o grupo
NHo. Nesse ponto, os autores sugerem que, para a formacao da amdnia, a protonagdo do grupo
NHo> pode ser realizada pelo préprio ion hidréxido, cujo a acidez € maior apds a formagao da
ligacdo C-O. Essa transferéncia de proton também poderia ocorrer através do grupo carboxilato
de um residuo Asp366, que posteriormente mostrou a capacidade de rotacionar em torno da
ligagio Ca-Cp, aproximando-se tanto de OH quanto de NH>.* Finalmente, a liberagdo de
amonia seria assistida pelo movimento da His323 com a abertura do flap. O ion carbamato
formado interagiria desfavoravelmente com oxigénio de Asp363, sendo sua liberacdo assistida

por Arg339 quando ocorre a abertura do flap.*®37

Atualmente, 0 mecanismo proposto por Benini et al. € o mais aceito pela comunidade

cientifica,?’ tendo sido confirmado posteriormente por estudos de ureases inibidas por fosfato®

e por 4cido bérico® e também por modelos computacionais.*’
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Esquema 6. Mecanismo de hidrolise da urease proposto por Benini et al. (Adaptado de Benini et al.,

1999)%

1.2. Impactos da atividade ureolitica na medicina

1.2.1. Ureases como um fator de viruléncia microbiana

7z

Ureia, o substrato natural da urease, é o principal produto metabdlico nitrogenado
produzido pela maioria dos animais terrestres. Em humanos a ureia € produzida no figado, como
resultado natural da degradacdo de proteinas, transportada pela corrente sanguinea aos rins e
excretada na urina, sendo sua concentracdo no sérum sanguineo de 1-10 mM e na urina de
aproximadamente 0,5 M. Ureia também pode ser encontrada nas secrecdes de glandulas
exdcrinas, como suor e saliva, entretanto, cerca de 20-25% de toda ureia produzida permanece
no trato gastrointestinal. A disponibilidade da ureia torna o corpo humano o hospedeiro ideal

para micro-organismos ureoliticos*, estimando-se que 15-30% da ureia sintetizada seja

hidrolisada por ureases microbianas.*

Alay7g
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Entre os micro-organismos presentes na microbiota humana, encontram-se bactérias
com atividade ureolitica (Bacteroides cellulosilyticus WH2, Coprococcus comes, Roseburia
intestinalis, Streptococcus infantarius e Streptococcus thermophilus). A amodnia liberada pela
urease dessas bactérias pode ser usada para a biossintese de aminodcidos essenciais € nao-
essenciais para o microbioma, de modo que, a urease ¢ fundamental na transformacdo de
nitrogénio em dietas deficientes de proteina. Nesse contexto, a atividade ureolitica seria

43 Estudos também mostram que as

benéfica para os micro-organismos e para o hospedeiro.
ureases produzidas pelas bactérias Streptococcus salivarius e Actinomyces naeslundii, que
fazem parte da microbiota bucal, contribuem para a satide oral ao promoverem aumento do pH,

impedindo a formacdo de placas e a desmineralizacio dentéria.***

Apesar de algumas bactérias ureoliticas apresentarem efeitos benéficos a saude humana,
a urease apresenta-se, na maioria das vezes, como um fator de viruléncia dos micro-organismos

patogénicos.

Entre bactérias patogénicas ureoliticas, a Helicobacter pylori (Figura 7) é a que desperta
maior interesse por estar associada a doengas graves que atingem uma parcela considerdvel da
populacdo mundial. A H. pylori € uma bactéria gram-negativa, flagelada e especializada em
colonizar a mucosa estomacal humana devido sua capacidade de neutralizar o pH &4cido
estomacal, que € letal para muitos micro-organismos. Estima-se que mais da metade da
populacdo mundial esteja contaminada por H. pylori, sendo que, a maioria das pessoas sao
assintomdticas, apresentando uma inflamacdo da mucosa detectdvel apenas por bidpsia e
histologia. Nao obstante, 15-20% dos infectados irdo desenvolver ao longo de suas vidas
doencas gastroduodenais graves, como ulceras estomacais e duodenais, adenocarcinomas e

linfomas estomacais. 47

Figura 7. Reconstrucdo digital de H. pylori; (Extraida de Aruni et al., 2011. ¥
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A H. pylori foi identificada pela primeira vez em 1984 por dois pesquisadores
australianos, Barry J. Marshall e Robin Warren.!! Eles analisaram amostras de bidpsia da
mucosa estomacal de pacientes, observando que a bactéria estava presente em quase todos os
pacientes com gastrites cronicas ou dlceras duodenais e géstricas.!! Os resultados apresentados
por Marshall e Warren representaram uma grande quebra de paradigma para a comunidade
médica da época, visto que era amplamente aceito que a maior causa de dlceras peptidicas eram
estilo de vida e estresse. Por essa razdo, esses pesquisadores enfrentaram um grande ceticismo
e criticas, levando um bom tempo para que seu trabalho fosse aceito completamente.*® Em
1985, na tentativa de mostrar claras evidéncias de sua descoberta, Marshall infectou-se
propositalmente com H. pylori, se submetendo a bidpsias géstricas antes e apds a infecc¢ao,
mostrando que a bactéria de fato poderia causar doenca géstrica aguda. O resultado desse
experimento incomum mostrou o desenvolvimento da doenca causada pela H. pylori, sendo
publicado no mesmo ano e gerando um grande impacto na percep¢do médica sobre as patologias
gastroduodenais.49 Finalmente, em 2005, Marshall e Warren foram agraciados com o prémio
Nobel motivado pela descoberta da bactéria Helicobacter pylori e seu papel em gastrites e
tilceras peptidicas.'”

A descoberta da H. pylori representou um grande impacto para a ciéncia, conduzindo a
realizacdo de milhares de estudos relacionados a bactéria e possiveis tratamentos para as
infeccoes. Uma busca na plataforma Scopus pelo termo “Helicobacter pylori” contido em
titulos, resumos ou palavras-chave de artigos, mostra mais de 60 mil trabalhos publicados desde
sua descoberta até o ano de 2023, inclusive, foi criado um periddico especifico chamado

“Helicobacter”.

Dentre os intimeros trabalhos relacionados a H. pylori, notam-se esfor¢os para entender
como a bactéria € capaz de colonizar a mucosa estomacal, um ambiente hostil a micro-
organismos. Nesse contexto, o papel da urease sintetizada pela bactéria é fundamental, pois os
produtos da hidrélise da ureia elevam o pH no entorno da bactéria para um valor adequado
(faixa de pH entre 6-8) para sua sobrevivéncia. Na H. pylori a urease encontra-se presente no
citosol, todavia, ureases de bactérias mortas podem ser liberadas no ambiente a ser colonizado
e se aderirem a superficie de células vivas, sendo este tipo de “expressdo de proteinas de

superficie” encontrado em amostras de biépsias em humanos.*!40



39

A entrada de ureia na célula bacteriana ocorre através de um canal controlado por uma
bomba de prétons para evitar que excesso de ureia adentre a célula e cause efeitos téxicos pelo
aumento excessivo do pH. Em pH 4cido, o portdo encontra-se aberto para passagem de ureia,
mas fechado em pH neutro. Apds a hidrdlise da ureia, amonia € liberada causando aumento do
pH citosélico e também criando uma camada neutra em torno da célula bacteriana, dessa forma,
a bactéria € capaz de atravessar a camada mucosa protetora e se ligar as células epiteliais. Nesse

ponto, amonia também poderd ser utilizada como fonte de nitrogénio para sintese proteica.*®->°

A liberacdo de amonia pelas ureases € responsavel por parte das complicagdes causadas
pelas infec¢des por H. pylori, uma vez que amonia € conhecidamente téxica para o ser humano.
Apesar da toxicidade da amonia variar com a concentracio, sabe-se que bases fracas podem
permear a membrana plasmdtica e causar vdrias alteracdes, entre elas, dilatacdo de
compartimentos intracelulares 4cidos, alteragdo do transporte de membrana vesicular,
diminui¢do da sintese proteica ou de ATP e interrup¢do do ciclo celular. Além desses efeitos,
amoOnia pode reagir com intermedidrios oxidantes liberados pela atividade de mieloperoxidases

e formar agentes carcinogénicos associados ao desenvolvimento de adenocarcinoma.*®

Apesar de crucial para a sobrevivéncia da bactéria, o papel da urease na infec¢do por H.
pylori ndo se restringe a sua atividade ureolitica. Estudos da década de 90 mostraram que
ureases provenientes de H. pylori participam do recrutamento de neutréfilos e mondcitos na
mucosa para a producdo de citocinas pro-inflamatdrias. Elas também podem apresentar varias
outras propriedades bioldgicas atuando no sistema imune, entre elas agregacdo plaquetdria e
atraso na apoptose de neutrdfilos e células gastricas epiteliais. Esses sintomas mostram que
funcdes ndo-enzimaticas da urease t€m um papel importante, mas ainda ignorado, no processo
inflamatério das doengas géstricas causados por H. pylori. Da mesma forma, ureases podem
contribuir para doencas fora do trato gastrointestinal, em particular doencas cardiovasculares,
devido sua capacidade de ativar células ndo-gastricas como neutréfilos, plaquetas, células

endoteliais entre outras.>*¢

As bactérias ureoliticas também desempenham papel importante nas infec¢des do trato
urindrio, sendo Proteus mirabilis, Pseudomonas spp., Klebsiella spp., Staphylococcus spp.,
Corynebacterium spp., Ureaplasma. ureolyticum e Proteus penneri as espécies mais comuns
isoladas. Apesar de ndo serem a causa principal de infec¢des urindrias em pessoas saudaveis,

as bactérias ureoliticas estdo frequentemente relacionadas a sintomas mais graves. A amoOnia



40

liberada pela hidrdlise da ureia ird promover o aumento do pH da urina, que € ligeiramente
dcida, causando a precipitacdo de cations polivalentes normalmente soldveis e a formacao de
calculos renais.*! Estima-se que cdlculos urindrios induzidos por infeccdes de bactérias

ureoliticas somem 15-20% dos casos relatados. '

Além das doengas gastrointestinais e do trato urindrio, outras patologias humanas
também se relacionam com a atividade de ureases bacterianas. Por exemplo, a atividade
ureolitica € fundamental para a sobrevivéncia de Mycobacterium tuberculosis, o agente

causador da maioria dos casos de tuberculose, uma doenga inflamatéria dos pulmdes.™

Apesar das ureases como um fator de viruléncia em infecgdes flngicas ainda ser um
assunto emergente na comunidade cientifica, estudos ja& mostram que, durante a infeccao dos
pulmoes pelos fungos Cryptococcus neoformans e Coccidioides posadasi, a hidrélise da ureia
presente nos fluidos de revestimento epitelial dos pulmdes inibe a fun¢do imune e contribui

para uma infec¢do duradoura e extensos danos ao tecido pulmonar.**!

1.3. Impactos da atividade da urease na agricultura

Em plantas as ureases sdo amplamente encontradas, estando distribuidas em todo tecido
vegetal. A atividade da urease permite que elas utilizem ureia como fonte de nitrogénio, um
elemento essencial para o crescimento vegetal, uma vez que € utilizado nas sinteses de clorofila

5233 A deficiéncia de nitrogénio interfere

e proteinas importantes em processos vitais.
diretamente no crescimento e desenvolvimento de todas as partes da planta, impactando, por

exemplo, na produtividade agricola.”

A fonte de ureia para a enzima pode ser enddgena ou exdgena a planta, sendo a ureia
enddgena proveniente de dois processos: a quebra da arginina pela arginase em ornitina e ureia;
e a degradacdo dos ureidos alantoato e ureidoglicolato. Externamente, as plantas podem obter
ureia proveniente do solo ou depositada em suas folhas por meio de seus transportadores de
ureia. Todavia, devido a presenca de ureases do solo e de micro-organismos filoplanos, a ureia

pode ser hidrolisada previamente levando 2 planta a absorver amonia preferencialmente.>*

Por se tratar de um composto de baixo custo e com alta propor¢do de nitrogénio, a ureia

tornou-se o fertilizante nitrogenado mais utilizado no mundo. Dados da IFA (do inglés,
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International Fertilizer Association) projetam que até 2024 a producdo de fertilizantes
nitrogenados cresca 6% em comparacdo com 2019, dos quais 75% sdo compreendidos por

ureia. Estima-se também que a demanda por ureia para uso agricola cresca 0,9% até 2024.%

Apesar das ureases serem importantes na obtencao de nitrogénio pelas plantas, o excesso
da atividade dessa enzima no solo em plantacdes suplementadas com ureia acarreta na
volatilizagdo de grande parte da amonia produzida, gerando problemas econdmicos e
ambientais. Economicamente, a perda de nitrogénio pela liberacdo de amodnia impacta
diretamente na produtividade agricola pois haverd menor quantidade de nutriente disponivel no
solo para o crescimento da plantacdo.’® No ambito ambiental, a volatilizacio excessiva de
amodnia € preocupante devido a toxicidade desse composto, podendo também causar
acidificacdo dos solos, eutrofizacio de ecossistemas, formagdo de material particulado fino na
atmosfera e alteracdo do equilibrio global do efeito estufa.’” Estima-se que a perda global de
amonia a partir de fertilizantes de ureia seja proxima de 14%, mas esse valor € influenciado por
outros fatores como tipo de solo e temperatura, desse modo, a taxa de volatilizacdo pode

alcancar 40% em solos tropicais.>®

Com o objetivo de mitigar a volatilizacdo de amonia, a industria agricola desenvolveu
técnicas de incorporacdo de ureia ao solo, que pode ser realizada de forma mecanica ou por
irrigacdo. Entretanto, a incorporacdo nem sempre € possivel, principalmente em plantacdes
perenes, nas quais o processo de incorporacdo poderia causar danos as raizes ou a colheita.
Além disso, a incorpora¢do mecanica é demorada e requer o uso de tratores de alta poténcia,
restringindo seu uso a fazendas de grande porte. Uma alternativa para diminuir a taxa de
hidrélise da ureia no solo € utilizar formulagdes com aditivos capazes de bloquear a atividade

da urease.”®

1.4. Inibidores de urease

Os inibidores de urease tém sido topico de intensa pesquisa com objetivo de entender
melhor o mecanismo de funcionamento da enzima ou para bloquear sua atividade quando ela é
desfavordavel. Na literatura € descrita vdrios compostos estruturalmente diversos como
inibidores de urease, principalmente apds a elucidacdo da estrutura cristalina da enzima,

motivando um planejamento racional das estruturas de novos compostos.>®



42

Estudos cristalograficos mostram que, apesar do substrato natural da urease ser uma
molécula pequena, a enzima € bastante flexivel, sendo capaz de se ligar a estruturas maiores em
seu sitio ativo.” A flexibilidade do sitio ativo permite um refinamento estrutural no
planejamento de moléculas, levando a busca por inibidores mais efetivos, com menores efeitos

colaterais para a saide humana e mais seguros ambientalmente.

Na pesquisa por novos inibidores é possivel classifica-los em trés categorias: (I) os
andlogos estruturais do substrato, como tioureia ou hidroxiureia, que se ligam ao sitio ativo de
maneira similar a ureia e, geralmente, sdo inibidores reversiveis; (II) os baseados no mecanismo
de hidrélise, como os fosforodiamidatos e os imidazéis, que sdo compostos ndo-reativos mas,
apos ativagdo pela préopria urease (fosfodiamidato) ou meio dcido (imidazdis), se transformam
em inibidores potentes e irreversiveis; (III) os inibidores que se ligam aos ions niquel do sitio

ativo mas de formas diferentes do substrato, como os acidos hidroxamicos e os tiois.®*°!

Devido ao grande numero de classes de substincias inibidoras de urease, serdo
discutidas a seguir apenas aquelas mais proeminentes na literatura ou que se relacionam

diretamente com o trabalho proposto.

1.4.1. Acidos hidroxamicos

Os 4cidos hidroxamicos sao representados pela estrutura geral RCONHOH, na qual R
pode ser hidrogénio, grupos arila ou alquila substituidos ou ndo, podendo existir em duas formas
tautoméricas provenientes do equilibrio ceto-enélico (Esquema 7).9* Essa classe de compostos
foi descoberta em 1869 por Lossen ao realizar a sintese do d4cido oxalo-hidroxamico, entretanto,
foi a partir da década de 1980 que um maior volume de estudos foi conduzido sobre suas

propriedades biol6gicas, estrutura e sintese.%?
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Esquema 7. Representagdo das formas tautoméricas dos dcidos hidroxdmicos e seus estereoisdémeros, no caso

da forma endlica, e conférmeros, no caso da forma ceto

Acidos hidroxamicos sdo geralmente considerados derivados de hidroxilamina e dcidos
carboxilicos, todavia, sua capacidade de complexacido e seu pKa em solucdo aquosa sio
geralmente maiores que o do dcido carboxilico correspondente. Na formagdo de complexos, os
hidroxamatos apresentam grande habilidade quelante, sendo capazes de se ligarem de forma
mono ou bidentada através de seus dtomos de oxigénio (Figura 8). Desse modo, hidroxamatos
podem se coordenar formando anéis quelatos estdveis. Outra caracteristica importante desses
compostos € sua habilidade de formar ligagdes de hidrogénio através dos seus grupos OH, NH
e oxigénio carbonilico, que podem, por exemplo, favorecer interagdes do tipo farmaco-receptor

com enzimas.®?

Figura 8. Representacdo da complexacdo dos hidroxamatos a um metal genérico M nos modos (A)
monodentado e (B) bidentado

As caracteristicas estruturais dos dcidos hidroxamicos os fazem possuir um amplo papel
bioldgico, formando uma das classes mais importantes de bio-ligantes organicos. Nas ci€ncias
biomédicas esse grupo de compostos € utilizado no desenvolvimento de farmacos para
tratamento de cancer, HIV, maldria, doencas cardiovasculares, Alzheimer, tuberculose,
alergias, intoxicagdo por metais e infecgdes causadas por micro-organismos. ** Os 4cidos
hidroxamicos também sdo capazes de inibir uma variedade de enzimas, como ureases,

peroxidases, lipoxigenases e metaloproteinases de matriz, além disso, também podem atuar

como sideréforos na competi¢io por fons Fe (III). * Esses compostos também apresentam
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funcdes fora da area médica, por exemplo, como inseticidas, reguladores de crescimento de

plantas, antioxidantes, agentes na extracio de elementos téxicos e inibidores de corrosio.**

Em 1962, Kobashi et al.® mostraram pela primeira vez o potencial dos 4cidos
hidroxamicos como inibidores da enzima urease e, desde entdo, varios outros derivados dessa
classe tém sido avaliados para essa finalidade. Entre os compostos avaliados, o mais estudado
€ o 4cido acetoidroxamico (AAH), um potente inibidor competitivo (Figura 9). Por suas
capacidades quelantes, o mecanismo de inibi¢do do AAH envolve a ligacdo com os fons niquel
do sitio ativo da urease, como mostrado nas estruturas cristalograficas de ureases inibidas de B.
pasteurii (PDB 4UBP), H. pylori (PDB 1E9Y) e K. aerogenes (PDB 1FWE).? Em 1983, 0 AAH
foi aprovado pelo FDA (do inglés, Food and Drug Admininstration) para o uso médico no
tratamento de infec¢des do trato urindrio, sendo comercializado nos Estados Unidos como
Lithostat e na Europa como Uronefrex. Entretanto, esse firmaco apresenta graves efeitos

colaterais teratogénicos, psiconeurolégicos e musculares que limitam seu uso.

Devido sua promissora capacidade inibitéria, o AAH se tornou um composto protétipo
a partir do qual grupos de pesquisa propuseram novos derivados hidroxamatos com grupos
alifaticos, aromdticos, aminodcidos e dipeptidios, principalmente para tratamento de infecc¢oes

urindrias e por H. pylori.”’
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Figura 9. Estruturas do dcido acetoidroxdmico e do sitio ativo da urease inibido por AAH. Clso
determinado para urease proveniente de Canavalia ensiformis®

Até metade da década de 90, o grupo de pesquisa de Kyoichi Kobashi, da Universidade

Médica e Farmacéutica de Toyama no Japdo, lideraram importantes pesquisas nessa drea.*® Em
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1971 eles sintetizaram 57 derivados alifaticos e aromaticos de dcidos hidroxdmicos. O objetivo
do estudo era avaliar os efeitos do tamanho da cadeia carbonica e do padrio de substituicao
aromdtico na atividade inibitéria de urease de Canavalia gladiata, conhecida como feijao-
espada. Entre os derivados dcidos acilidroxamicos, os dcidos heptil e caprilidroxdmicos (Figura
10) foram os que apresentaram melhores resultados, enquanto, entre os &cidos p-
alcoxibenzoidroxamicos, o dcido p-metoxibenzoidroxamico (Cls50=0,23 uM) foi o mais ativo
(Figura 10). Entao, os autores concluiram que o aumento do nimero de carbonos conduzia a
um decréscimo da atividade inibitdria, provavelmente devido a diminuicdo das propriedades
hidrofilicas. Em relacdo ao efeito do padrdo de substitui¢do no anel aromdtico, os autores
observaram que a presenca de grupos nas posi¢oes meta ou para de dcidos benzo-hidroxamicos
ndo causava efeitos na atividade inibitéria, todavia, compostos orto-substituidos eram
notavelmente menos ativos. Esse resultado foi atribuido a efeitos estéricos do grupo em orto no
sitio ativo da urease. Todavia, contrariando a sequéncia de resultados, o 4cido o-
aminobenzoidroxamico (Clso=0,27 uM) apresentou-se como um dos inibidores mais eficazes

(Figura 10).7°
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Acido capril-hidroxamico Acido heptil-hidroxamico
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0] NH, O
_OH
N,OH N o)
H H
o
Acido p-metoxibenzo-hidroxamico Acido 0-aminobenzo-hidroxamico
Cl50= 0,23 uM Cl5= 0,27 uM

Figura 10. Estrutura dos derivados hidroxdmicos mais ativos sintetizados por Kobashi et al.

Em 1975 Kobashi et al. sintetizaram 19 4cidos a-aminoacil hidroxamicos e testaram
suas atividades inibitdrias de urease de Canavalia ensiformis. Entre os compostos avaliados, o
acido metionina-hidroxamico foi o inibidor mais potente, com valor de Clso igual 3,9 uM para
urease de feijao-de-porco.”! Inspirados por esses resultados, em 1992, Odake et al. prepararam
uma série de dcidos hidroxamicos dipeptidicos com estrutura geral H-X-Gli-NHOH, no qual X

representa um aminodcido. Eles analisaram as relacdes entre estrutura e atividade para ureases
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de Canavalia ensiformis e Proteus mirabilis. Os autores observaram que os derivados
dipeptidicos sintetizados eram inibidores mais eficazes que os dcidos aminoacil-hidroxamicos
correspondentes.’? Por exemplo, o derivado H-Met-Gly-NHOH correspondente ao derivado
mais ativo do trabalho de Kobashi er al. (1975) 7! apresentou valor de Clso igual 2,6 uM.”> Em
1994, Odake et al. também testaram os derivados alifaticos, aromaticos, aminoacidos e
dipeptidicos para urease de H. pylori, observando que a urease dessa bactéria era mais suscetivel
a inibicdo por esses derivados hidroxamicos do que a de feijao-de-porco. Os melhores
resultados de inibicdo nesse estudo foram obtidos para o derivado H-Ser-Gli-NHOH, com

Cls50=0,21 uM.”

Em 1980 Munakata et al. sintetizaram 43 derivados dcidos N-(aroil)-glicino-
hidroxamicos com o objetivo de serem avaliados para tratamento de urolitiase. Para essa série
de compostos foram obtidos valores de Clso entre 0,5 e 2,0 uM, entretanto, muitos deles eram

mutagénicos.®”’*

Nas udltimas duas décadas outros trabalhos relevantes foram conduzidos com o objetivo
de obter novos derivados hidroxamicos, mostrando uma diversidade estrutural e potencial ainda
a ser explorado para essa classe. Por exemplo, os derivados heterociclicos, publicados por Muri
et al. em 2004 (Figura 11)”° e os derivados arilamino descritos por Liu et al. em 2018 (Figura

12).76
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Figura 11. Estruturas dos derivados heterociclicos sintetizados e testados como inibidores de urease por Muri

etal.”
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Figura 12. Estrutura geral dos derivados arilamino sintetizados por Liu et al., na qual, n=1 ou 2 ¢ R= H,

halogénio, NOz e OMe."$
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Em 2018 Ni et al. avaliaram a capacidade inibidora de uma série de 4cidos
fenoxidroxamicos e andlogos para urease proveniente de Helicobacter pylori. Dentre os
compostos testados, o dcido 3-(3,4-diclorofenéxi)propionilidroxdmico (Figura 13) apresentou

os melhores resultados (Clso= 0,061 + 0,003 uM)77.

o)

O\/\)J\NHOH

Cl Clso= 0,061 uM
C

Figura 13. Estrutura do derivado mais ativo sintetizado por Ni et al.”
Mamidala et al. fizeram o planejamento estrutural e sintese de hibridos moleculares de
acidos hidroxamicos com di-hidropirimidonas para avaliacdo de sua atividade inibidora de
urease de H. pylori. Os autores obtiveram valores de Clso na faixa do micromolar, sendo o

composto mais ativo mostrado na Figura 14, com Clso= 0,014 + 0,001 uM.’8
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Figura 14. Estrutura do derivado mais ativo sintetizado por Mamidala et al.”®
Em 2022 Song et al. propuseram a sintese e a avaliagdo da atividade anti-ureolitica de
13 derivados de acidos 2-(N-(3-nitrofenil)-N-fenilsulfonil)aminoacetoidroxdmicos. O
composto mostrado na Figura 15 apresentou os melhores resultados com valores de Clso= 0,13
+ 0,01 uM. Também foram conduzidos experimentos de cinética enzimatica na presencga desse
inibidor, sendo encontradas duas constantes de equilibrio de dissociacdo K; (0,065 + 0,003 uM)

e Ki’ (1,20 + 0,09 uM), caracterizando uma inibi¢do mista.”
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Figura 15. Estrutura do derivado mais ativo sintetizado por Song et al.”

1.4.2. Aceptores de Michael

Os aceptores de Michael sdo definidos como olefinas ativadas que, na presenca de
nucledfilos (doadores de Michael), reagem para formar o produto de adi¢do 1,4 (aduto de
Michael).®° Devido a possibilidade de formagdo de ligacdes C-C, a reacdo de adi¢do de Michael
tem grande relevancia sintética, tendo sido descrita pela primeira vez por Arhtur Michael em

1887.8!

Os aceptores de Michael mais comuns sdo os compostos carbonilicos a,f-insaturados,
todavia, outros compostos nos quais a dupla ligacdo encontra-se conjugada com grupos
retiradores de densidade eletronica também podem reagir como aceptores de Michael. A
conjugacdo com grupos retiradores de elétrons resulta na polarizacdao da ligacdo dupla com
aumento da eletrofilia do carbono-S. Por serem classificados como eletréfilos macios, formam
produtos de adic¢ao preferencialmente com nucle6filos macios, como os tidis. Portanto, quando
em meios bioldgicos, reagem preferencialmente com aminodcidos contendo enxofre, como a

cisteina.

Dentre os eletrofilos com reconhecidas propriedades bioldgicas, os aceptores de
Michael encontram-se em destaque. Entretanto, por muitos anos a presenca de funcdes
eletrofilicas em farmacos foi vista como uma desvantagem por quimicos medicinais devido aos
potenciais efeitos toxicos e imunogénicos. Um dos principais riscos envolvendo uso de
aceptores de Michael no planejamento de farmacos é a formagdo de ligagdes covalentes
irreversiveis com biomoléculas, como proteinas, de forma nao-seletiva, desencadeando uma

resposta imunolégica indesejada ou reacdes adversas graves.’>83

Apesar de terem sido evitados pela indudstria farmacéutica ao longo dos anos, muitos
farmacos que sdo amplamente utilizados na clinica médica sdo farmacos que se ligam

covalentemente ao biorreceptor, como aspirina, penicilina, omeprazol e clopidogrel.> O
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aumento do nimero de pesquisas focadas no mecanismo de acdo de fiarmacos e o
desenvolvimento de técnicas mais modernas de identificacdo de metabdlitos e seus alvos
biomoleculares resultaram em um crescente interesse de pesquisadores em farmacos que se
ligam covalentemente ao seu alvo biolégico.’* Nos anos de 2013 e 2015 o FDA (do inglés,
Food and Drug Administration) aprovou o uso de trés farmacos, afatanib, ibrutinib e
osimertinib (Figura 16), planejados para se ligarem covalentemente a um residuo de cisteina

de tirosina-quinases via adicdo de Michael. %
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Figura 16. Compostos aprovados pelo FDA como inibidores de tirosina-quinases

Duas estratégias principais tém sido exploradas na busca por farmacos seguros e
eficientes que se liguem covalentemente aos seus alvos bioldgicos. A primeira delas € a insercao
de um grupo funcional eletrofilico em uma molécula que ja possua um grupo que se ligue
reversivelmente ao alvo molecular. Desse modo, a formagdo da ligacdo covalente € secundéria,
ocorrendo o ataque nucleofilico apenas quando a molécula se encontra bem préxima do sitio de
ligacdo. Essa estratégia pode ser de particular importancia para superar a resisténcia de células

tumorais ou micro-organismos a farmacos existentes.?3%3

Uma segunda estratégia se baseia na modulacdo da reatividade dos eletréfilos para
alcancar uma maior seletividade. No caso dos aceptores de Michael é possivel alterar a

reatividade ao variar a densidade eletronica da ligacdo dupla conjugada, sendo observado que
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pequenas diferencas na energia do orbital LUMO (do inglés, Lowest Unoccupied Molecular

Orbital) sido correlacionadas com mudancas na reatividade e atividade bioldgica.®

Entre as enzimas consideradas alvos de acdo de fairmacos, aproximadamente um terco
apresenta op¢des de inibidores que se liguem covalentemente aprovados pelo FDA.32 A
previsdo € que o uso de fairmacos que se ligam covalentemente cresca, visto que interagdes mais
fortes entre enzima-inibidor podem resultar em maior potencial inibitério, maior tempo de agao
e menor dosagem do farmaco.”® No caso de inibidores covalentes, a interacao enzima-inibidor
pode se dar de forma reversivel ou irreversivel a depender dos valores das constantes de
velocidade (k-2) como exemplificado no Esquema 8. Como mostrado, o processo de inibi¢dao
ocorre em duas etapas, ao aproximar-se da proteina o composto se liga de forma ndo-covalente
deixando o eletrofilo proximo a um sitio nucleofilico especifico. Entdo, ocorre a formagdo da
ligacdo covalente dando origem ao complexo E-I1. No caso de inibidores irreversiveis, a
constante k> serd igual a zero, enquanto para inibidores reversiveis apresentara valores finitos.
E importante destacar que, quando uma enzima é submetida 2 inibicdo irreversivel, a atividade
serd restaurada pela sua ressintese. Desse modo, um inibidor também € considerado irreversivel
caso o tempo de meia-vida do complexo E-I formado seja superior ao tempo de sintese da

enzima inibida.%?

E+1

K; Kk,
Esquema 8. Mecanismo geral para agdo de um inibidor covalente, no qual, K; corresponde a constante de
dissociacdo do complexo El e k> e k.» as constantes de velocidade

Como inibidores de urease, os aceptores de Michael sd@o conhecidos por se ligarem
covalentemente ao residuo de cisteina presente no flap mével da enzima. Em 2003, Tanaka et
al. publicaram um trabalho relatando a atividade antiureolitica de cetonas ¢,f-insaturadas para
urease de feijdo-de-porco. Os resultados mostraram valores de Clso iguais a 0,16 mM para a
cetona mais ativa (estrutura I, Figura 17). Nesse estudo o dcido acetoidroxamico foi utilizado

como referéncia, apresentando valores de Clso iguais a 0,012 mM.%

Em 2017 Macegoniuk et al. avaliaram 40 aceptores de Michael como inibidores de
urease de S. pasteurii. Nesse estudo os autores pretendiam determinar qual derivado
apresentaria maior potencial inibitdrio, seletividade diante de grupos sulfidrila e baixa
toxicidade celular. O composto II (Figura 17) apresentou-se como o mais promissor dentre os

avaliados com valor de K;igual 42,5 nM e atéxico nas concentracdes testadas. O estudo também
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avaliou a interacao do composto II com glutationa, mostrando que a reatividade frente ao grupo

sulfidrila era pequena e, portanto, secundéria no processo de inibi¢do.%

Em 2018, Ntatsopoulos et al. sintetizaram uma série de acidos fosfonicos derivados do
acido cinamico e avaliaram suas atividades anti-ureoliticas frente a ureases de Sporosarcina
pasteurii e Proteus mirabilis. Nesse estudo observou-se que o composto mais ativo (estrutura
III, Figura 17) atuava via um mecanismo “slow-binding”, sendo proposto que a intera¢cdo do
grupo fosfOnico com o sitio ativo ocorreria prioritariamente, sendo seguida pela reagdo de
adi¢do ao grupo sulfidrila. Os valores de Clso encontrados para o composto III foram iguais a
3,10 e 11,0 uM para ureases de S. pasteurii e P. mirabilis, respectivamente. O valor de K; para

a urease de S. pasteurii também foi determinado, sendo igual a 0,509 uM. ¥’

N COOH
HOOC————COOH
PO3H,

| I n
Clsp=0,16mM  K=42,50M Clso=3,1 pM

Figura 17. Estruturas de aceptores de Michael inibidores de urease

1.4.3. Organofosforados

Em 1934 Howell e Sumner, ao estudarem o efeito de tampdes na atividade ureolitica,
descreveram pela primeira vez a inibicdo competitiva da urease por fosfato.®® Esse mecanismo
de inibicao foi intensivamente estudado até o ano de 2001, quando Benini ef al. publicaram a

estrutura cristalogréfica da urease de S. pasteuri inibida por fosfato.*®

Na década de 70 estudos com outros derivados fosforados foram iniciados apds
observacdes de que inseticidas organofosforados eram capazes de inibir ureases presentes no
so0lo.** Os derivados amida ou éster de 4cidos (tio)fosféricos sdo considerados os inibidores
mais fortes até ento, alcancando valores de Clso na faixa do nanomolar.”® Uma anélise cinética
do mecanismo de inibicdo de compostos ativos mostra que, independentemente do derivado
utilizado, ele serd hidrolisado pela enzima ao diamidofosfato, que € o real inibidor da urease. !
Essa observacgao foi corroborada pelo trabalho de Benini ef al. no qual a estrutura cristalogréfica
de urease de B. pasteurii inibida por fenilfosforodiamidato mostrou a presenca de

diamidofosfato ligado ao sitio ativo (Figura 18). Na estrutura a molécula de diamidofosfato
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substitui o cluster de quatro moléculas de dgua do sitio ativo, sendo que, um de seus dtomos de
oxigénio se liga aos dois fons niquel formando a ponte no lugar do fon hidréxido, o outro
oxigénio e um dos nitrogénios se ligam a Ni(1) e Ni(2) e o outro nitrogénio se direciona para a
abertura do sitio ativo.>® Portanto, o diamidofosfato é um inibidor andlogo ao estado de
transicdo e se liga fortemente ao sitio ativo, o que poderia ser uma das razdes para sua alta

capacidade inibitéria. 333
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Figura 18. Estrutura do sitio ativo da urease inibida por diamidofosfato

Os compostos organofosforados encontram-se disponiveis comercialmente como
inibidores de urease para uso agricola. O mais famoso entre eles € o N-(n-butil)-tiofosférico
triamida (NBPT) (Figura 19) introduzido no mercado na década de 90 e que, na presenca de
urease, € hidrolisado ao inibidor 4cido monoamidotiofosférico. (MATP) (Figura 19).”! Apesar
da posi¢do solida do NBPT no mercado, outros compostos t€ém se mostrado como alternativas
vidveis. No inicio dos anos 2000 o composto N-(2-nitrofenil) fosférico triamida foi
desenvolvido na Alemanha e tem alcancado o mercado. Em 2017 introduziu-se no mercado
uma formulacdo bem sucedida contendo NBPT e N-(n-propil)-tiofosférico triamida (NPPT)
(Figura 19).°° Apesar de amplamente utilizados em vérios pafses do mundo e terem um mercado
em crescimento no ramo de fertilizantes, a instabilidade da ligacdo entre nitrogénio e fosforo
em solucdes aquosas limita as aplicagdes desses compostos. Para superar essa limitacdo, tem-
se testado compostos nos quais a ligacdo P-N é substituida por ligacio C-P (fosfonatos e

fosfinatos) com resultados promissores.’8
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Figura 19. Estrutura de organofosforados utilizados como inibidores de urease

1.4.4. Complexos metalicos

A urease geralmente € inibida por ions de metais pesados, sendo os mais eficientes
aqueles capazes de formar sulfetos insoltveis, como Ag* e Hg**. Eles sio classificados como
inibidores ndo-competitivos e seu mecanismo de inibi¢do descrito se dd por meio da ligacdo do
fon metdlico aos grupos sulfidrilas da enzima. Entretanto, existem evidéncias da coordenagdo
de fons Ag* e Cu?* a 4tomos de nitrogénio ou oxigénio provenientes de residuos de histidinas e
acidos aspartico e glutamico, respectivamente. Em relacio a eficiéncia inibitdria, outros ions

metdlicos foram relatados na seguinte ordem:!

Ag+ ~ Hg2+ S Cu2+ SS Ni2+ S Cd2+ S Zn2+ S C02+ S Fe3+ S Pb2+ S Mn2+

Assim como para fons metdlicos, a atividade inibitdria de urease também foi observada
para varios complexos de metais de transicdo ou metaloides. A presenga do centro metalico
fornece ao inibidor uma série de caracteristicas especificas, sendo possivel modular
propriedades, como a natureza do ion metélico, o estado de oxidag@o, o nimero de coordenacio,
estrutura do ligante e geometria do complexo. Essas caracteristicas atraem grande interesse para
os complexos metdlicos como inibidores, visto que, sdo particularidades ausentes em moléculas

puramente organicas.f!

Atualmente, os complexos metdlicos mais descritos na literatura como inibidores de
urease sdo os formados por Cu, Zn, Co e Ni. Na sintese desses complexos, a maioria dos ligantes
utilizados s@o bases de Schiff, sendo os compostos de cobre os mais eficientes, apresentando

valores de Clso de faixa do micromolar.®!
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1.4.5. Compostos heterociclicos

Os compostos heterociclicos apresentam-se como uma vasta classe de inibidores de
urease, incluindo compostos estruturalmente diversos como imidazdis, tiazéis e adutos de

Biginelli.

Os imidazéis foram relatados em 1995 como potentes inibidores de urease,
principalmente os pertencentes a classe de inibidores da bomba de prétons, como o omeprazol
(Figura 20), de nome comercial Losec. Entretanto, os imidazdis sdo classificados como pro-
farmacos, visto que a substancia realmente capaz de inibir a enzima € produzida a partir de sua
conversao a 2-[(4-metoxi-3,5-dimetil-2-piridinil)metilJsulfinil- 1-H-benzoimidazol (Figura 20).
Desse modo, a sulfenamida inibe a enzima mimetizando o estado de transi¢do. Estudos mostram

que imidaz6is, como lansoprazol, apresentam valores de Clso na faixa do micromolar.®

(A) (B)
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Figura 20. Estrutura do omeprazol (A) e do derivado sulfenamida ativo (B)

Os compostos 3,4-di-hidropirimidina-2(1H)-ona (ou tiona) (DHPMs), também
conhecidos como adutos de Biginelli, sio moléculas formadas a partir da reacdo
multicomponente entre compostos 1,3-dicarbonilicos, (tio)ureia e aldeido.”> Como inibidores
de urease as DHPMs apresentaram resultados promissores. Em 2013, Rashid et al. realizaram
testes in vitro de inibi¢do de urease para vinte e sete compostos derivados do monastrol (Figura
21), entre os quais, doze deles apresentaram promissora atividade inibitéria com valores de Clsg

na faixa do micromolar.”?
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Figura 21. Derivados do monastrol sintetizados por Rashid et al., nos quais o grupo X é oxigénio ou enxofre e

os grupos R iguais a hidrogénio, grupos alquila, acetila, fenila ou benzila substituidos 3

Em 2016, Khan et al. sintetizaram quatro classes de derivados de DHPMs (Figura 22),
sendo elas: 4-di-hidropirimidina-2-tiona (séria A), N,S-dimetil-di-hidropirimidina (série B),
derivados de hidrazina de di-hidropirimidina (série C) e derivados tetrazdlicos de di-
hidropirimidina (série D). As quatro séries foram avaliadas para atividade inibitdria de urease.
A série A apresentou atividade significativa, com valores de Clso entre 34,7 e 42,9 uM, sendo
essa atividade atribuida ao 4tomo de enxofre que interagiria com os dtomos de niquel do sitio
catalitico da enzima. A série B, sintetizada a partir da adi¢do de grupos metila aos dtomos de
enxofre e nitrogénio da série A, mostrou-se inativa para inibi¢cao de urease. Essa inatividade
seria devido a metilagdo do dtomo de enxofre, que impediria sua interacdo com os dtomos de
niquel da enzima. A série C apresentou valores de Clso entre 15,0 e 26,0 uM, atividade duas
vezes maior que a série A, sendo um resultado esperado, visto que, hidrazidas sdo farmaco6foros
para inibicdo de urease. A série D, sintetizada a partir da série C, mostrou perda de atividade,

provavelmente devido ao bloqueio do grupo hidrazida.”*

.
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Figura 22. Compostos sintetizados por Khan et al., nos quais R;= Me ou Et, R,= H, OH, Me ou NO,**

Os analogos do benzotiazol sdo compostos que atraem grande interesse devido suas
aplicacdes em sintese quimica e propriedades farmacoldgicas. Entre suas propriedades
bioldgicas encontram-se atividades antitumoral, anti-inflamatdrias, antimicrobianas, antivirais,

. P . . 95 e eq . . s ~
antimaldrica e anticonvulsivante.” Como inibidores de urease os benzoatiazéis sdo pouco

explorados até o presente momento. Em 2015, Araujo et al. publicaram a sintese de 19
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derivados benzotiazodlicos a partir de reacdes entre aldeidos arométicos e 2-aminotiofenol, na
presenca de bissulfito de sédio e radiacdo de micro-ondas. Os compostos foram testados como
inibidores de urease de feijao-de-porco, resultando em sete compostos capazes de inibir a
enzima. O composto mais ativo (Figura 23) apresentou taxa de inibicdo igual a 62%, valor

comparivel ao obtido para o composto controle, hidroxiureia.”®

O
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Figura 23. Estrutura do derivado benzotiazolico com maior atividade inibidora de urease sintetizado por
Araiijo et al.*®

No ano de 2016, Taha et al. relataram a sintese e as atividades antiureoliticas de 20
derivados benzotiazdlicos (Figura 24). Todos os compostos testados mostraram-se ativos, com

valores de Clsp entre 1,4 + 0,10 e 34,43 +2,10 pM.97
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Figura 24. Estrutura geral dos compostos sintetizados por Taha et al., na qual o grupo R é um grupo fenila

substituido ¥’

1.4.6. Outras classes de inibidores

Entre os produtos naturais, os flavonoides apresentam resultados promissores como
inibidores de urease. Extratos de cha verde e cranberry t€m sido utilizados no tratamento de
gastrite e infeccdes urindrias, sendo o efeito benéfico atribuido a presenca de catequina e galato
de epigalocatequina. Outros flavonoides, como o gossipol, gossipolona e apogossipol,

extraidos do algoddo, foram testados apresentando inibicdo na faixa do micromolar.’

Os tidis, em especial o f-mercaptoetanol, t€m importincia histérica como inibidores de
urease pois, em 1980, um complexo desse composto com urease de feijao-de-porco forneceu
importantes informacdes sobre o sitio ativo da enzima. O f-mercaptoetanol € um inibidor
competitivo, substituindo as quatro moléculas de d4gua no sitio ativo e se ligando aos fons niquel

em ponte por meio do dtomo de enxofre. Desse modo, a distancia entre Ni(1) e Ni(2) diminui
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para 3,1 A, enquanto seu grupo hidroxila se coordena ao Ni(1). O resultado desse modo de

ligagdo é a perda da assimetria no sitio ativo, ambos fons niquel se tornam pentacoordenados. '



58

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A descoberta dos 4dcidos hidroxdmicos como inibidores de urease no inicio da década
de 60 deu inicio a uma busca por outros derivados dessa classe que apresentassem propriedades
anti-ureoliticas.  Considerando-se a crescente preocupacdo mundial acerca da resisténcia
bacteriana aos antibidticos disponiveis, os dcidos hidroxamicos abrem uma nova perspectiva
para o planejamento racional de antibidticos efetivos e seguros no tratamento de infecgdes
causadas por microorganismos resistentes. Apesar de existirem estudos sobre as propriedades
farmacoldgicas dos dcidos hidroxamicos, ainda ndo existem fairmacos seguros e eficazes dessa

classe disponiveis no mercado para tratamento de doencas relacionadas a atividade ureolitica.

Além da perspectiva medicinal, € importante ressaltar as possiveis aplicacdes de acidos
hidroxamicos como inibidores de urease em cultivos suplementados com ureia. Essa tematica
mostra-se muito relevante diante do desabastecimento global de alimentos e o aumento da
inseguranca alimentar mundial, visto que, é urgente o desenvolvimento de tecnologias e

produtos que melhorem a produtividade agricola.

Nesse contexto, a proposta deste trabalho € a sintese de 4cidos cinamoilidroxamicos e
avaliacdo de suas atividades inibidoras de urease, assim como sua a¢ido sobre os parametros

cinéticos da enzima.
2.1. Objetivos especificos

e Sintetizar e caracterizar uma série acidos cinamoilidroxamicos;

e Avaliar a atividade inibidora de urease dos compostos sintetizados e determinar os
valores de concentragdo inibitoria média (Clso) para cada composto;

e Estudar os efeitos dos compostos sintetizados sobre os parametros cinéticos da enzima;

e Investigar a relac@o entre as caracteristicas estruturais dos compostos com seus efeitos

anti-ureoliticos.
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3. PLANO DE TRABALHO

A estrutura geral dos compostos sintetizados foi planejada utilizando-se a estratégia da
hibridagao molecular. A hibridagao molecular consiste na unido de caracteristicas estruturais
parciais de compostos bioativos distintos em uma unica estrutura dando origem a uma
substancia que apresente a atividade de um dos compostos originais ou conjugue a atividade de
ambos.”>” Neste trabalho propde-se avaliar a atividade anti-ureolitica dos &cidos
cinamoilidroxdmicos formados pela unido de um grupo 4cido hidroxamico (destacado em azul)
e um aceptor de Michael (destacado em vermelho). Na Figura 25 é mostrada a estrutura geral
das moléculas propostas. Considerando-se a conjugacdo do anel aromético com a liga¢ao dupla,
pretende-se avaliar o efeito do substituinte R na atividade, sendo R referente a grupos doadores

ou retiradores de densidade eletrOnica.

Figura 25. Estrutura geral dos compostos sintetizados

A rota sintética para a obten¢do dos compostos propostos € mostrada no Esquema 9. A
sintese foi planejada para a obtencdo dos 4dcidos hidroxamicos partindo-se dos benzaldeidos
correspondentes. Portanto, a primeira etapa reacional consistiu na obtencdo dos respectivos
dcidos cindmicos por meio de uma condensacdo de Knoevenagel entre o benzaldeido
correspondente e dcido maldnico na presenca de piperidina em etanol. Para a sintese dos
compostos 4a-4h, os dcidos cindmicos foram esterificados utilizando-se cloreto de trimetilsilila
(TMSCI) em metanol, fornecendo os produtos 3a-3i. Posteriormente, os ésteres obtidos foram
reagidos com cloridrato de hidroxilamina em metanol e meio basico (pH>10) para a formagao
dos 4cidos hidroxamicos pretendidos. Com o objetivo de se conseguir melhores rendimentos,
os compostos 4i e 4j foram obtidos da conversdo direta dos dcidos cindmicos aos seus
respectivos dcidos hidroxamicos utilizando-se N,N’-carbonildiimidazol (CDI) e cloridrato de
hidroxilamina. Considerando-se a hipétese de que a hibridacdo molecular entre aceptores de
Michael e acidos hidroxamicos promova um efeito positivo na atividade anti-ureolitica, o

derivado 4k foi proposto para avaliar o resultado da auséncia da ligacdo dupla.
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Esquema 9. Rota sintética dos compostos 4a-4k. i) Acido malonico, piperidina, EtOH, 70 °C, MO, 45
min.; ii) CDI, NHOH.HCI, THF anidro, atmosfera inerte, temperatura ambiente, 48 h.; iii) TMSCI, MeOH,
refluxo, 24 h.; iv) KOH, NH;OH.HCIl, MeOH, temperatura ambiente, 6-24 h.; v) RhCI(PPhs3);, THF anidro e
desgaiseficado, H; 2 atm, 24 h.; vi) NaOH, H,O, MeOH, temperatura ambiente, 24 h. * O composto 2d foi obtido
de fontes comerciais.

Os compostos sintetizados foram avaliados em rela¢do a sua atividade inibidora de
urease por meio do método do indofenol utilizando o 4cido acetoidroxdmico (AAH) como
referéncia. Inicialmente foi realizada uma triagem para determinar se 0s compostos
apresentavam atividade similar ou superior ao AAH, sendo direcionados para a determinagdo
de Clso (concentracdo inibitéria média) aqueles que apresentaram as maiores médias de
inibicdo. Os compostos também foram avaliados quanto aos seus efeitos sobre 0s parametros
cinéticos da enzima urease, determinando-se os tipos de inibicdo e as constantes de dissociagdo

dos complexos enzima-substrato.

Com o objetivo de se compreender melhor a interacio entre os dacidos
cinamoilidroxamicos e a urease, foram realizados estudos de biofisica utilizando as técnicas de
fluorescéncia e UV-vis em parceria com o grupo de pesquisa do professor Dr. Josué C. C.

Santos do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas (UFAL).
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4. EXPERIMENTAL

4.1. Técnicas de caracterizacio e analises

4.1.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

As andlises por cromatografia em camada delgada foram realizadas utilizando-se placas
POLYGRAM-UV254 de 0,20 mm da Macherey-Nagel e os compostos foram visualizados em

camara escura ultravioleta com lampadas de comprimento de onda igual a 254 nm.
4.1.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em equipamento Bruker 400 Nanobay, operando a
400 MHz para experimentos de 'H e a 100 MHz para experimentos de '*C. Os espectros foram

calibrados utilizando tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna.
4.1.3. Infravermelho (IV)

Os espectros na regido do infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR, do
inglés Fourier Transform Infrared) no modo de reflexdo total atenuada (ATR, do inglés
Attenuated Total Reflectance) foram obtidos em equipamento modelo Perkin Elmer Frontier

operando na faixa de 600-4000 cm™.
4.1.4. Faixas de fusao

Os compostos solidos foram caracterizados pelos seus pontos de fusdo medidos em

equipamento Gehaka PF1500 Farma.
4.1.5. Espectrometria de Massas de Alta Resolucao (HR-MS)

Os compostos utilizados nos testes in vitro foram caracterizados por espectrometria de
massas de alta resolucdo (HR-MS) em espectrometro IT-TOF Shimadzu utilizando ionizagdo

por eletrospray (ESI).
4.1.6. Analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN)

Os compostos utilizados nos testes in vitro também foram caracterizados por andlise
elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio em Analisador CHNS/O 2400 Series II Perkin-

Elmer (modelo: 2400 Series II).
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4.1.7. Titulacio espectrofluorimétrica

Os experimentos de titulagao espectrofluorimétrica foram realizados em equipamento
Shimadzu RF-5301PC equipado com lampada de xendnio (150 W) e cubetas de quartzo com
caminho 6tico de 1 cm. Em todos os experimentos utilizou-se dgua ultrapura (18,2 MQ cm)

produzida pelo sistema Master MS2000 Gehaka.
4.1.8. Absorc¢ao molecular

As medidas de absor¢c@o molecular foram realizadas em espectrometro Micronal AJX-

6100PC de feixe duplo e equipado com cubetas de quartzo de caminho 6tico de 1 cm.

4.2. Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes utilizados foram adquiridos de fontes comerciais, com exce¢ao
dos solventes acetato de etila e hexano que foram destilados antes do uso. Todos os dcidos
cinamicos foram sintetizados, com excecdo do acido 4-bromocinamico (Sigma-Aldrich) que
foi obtido de fontes comerciais. A enzima urease utilizada nos testes in vitro é do tipo 1II

proveniente da espécie Canavalia ensiformis (jack bean urease).

4.3. Sintese

4.3.1. Procedimento geral de sintese dos compostos 2a-2j

Procedimento adaptado de Pellén et al.'® Em um baldo de fundo redondo foram
adicionados 7,37 mmol (0,75 mL) de benzaldeido ou seus derivados, 11,1 mmol (1,16 g) de
acido maldnico, 11,1 mmol (1,1 mL) de piperidina e 5,0 mL de etanol. Em seguida, a mistura
reagente foi irradiada em reator de micro-ondas em frasco aberto a 70 °C e 300 W por 45
minutos, sendo 5 minutos de rampa de aquecimento. Apds o término da reacdo, adicionaram-
se ao baldo aproximadamente 10 mL de dgua destilada fria e o pH foi ajustado para 3 com 4cido
cloridrico 37% m/v. O ajuste do pH levou a precipitacdo de um sélido. O soélido foi filtrado,

lavado com dgua destilada gelada e seco em bomba de vacuo.
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4.3.1.1. Acido cindmico (2a)

0 Solido branco; rendimento: 56%; faixa de fusdo: 133,2-135,1 °C
6@‘/3\)4\@_' (lit. 134-136 °C'°1); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) J: 6,45 (d, 1H,
7 9 ? J=16,0 Hz, H2); 7,38-7,42 (m, 3H, H6, H7 e HS), 7,54 (d, 2H, J=16,0

° Hz, H3), 7,58-7,61 (m, 2H, H5 e H9); RMN de '*C (100 MHz, DMSO-
ds) 0: 119,5 (C2), 129,1 (C5 e C9), 130,0 (C6 € C8), 131,5 (C7), 134,7 (C4), 145,5 (C3), 169,2

(C1); IV (ATR, 600-4000 cm™) ¥: 3026, 2826, 2592, 2522, 1683, 1678, 1630, 1578, 1493, 1450,
1422, 1314, 1288, 1206, 1176, 1068, 972, 933, 872, 764, 704, 674.

4.3.1.2. Acido (E)-3-(4-Fluorofenil)acrilico (2b)

Solido branco; rendimento: 53%; faixa de fusao: 207,6-211,4 °C

(0]
. S 4 3\ on (lit. 205,8-207,4 °C'9?); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6: 6,49
1
- o 2 (d,1H, J=16,0 Hz, H2), 7,22-7,30 (m, 2H, H6 ¢ H8), 7,54 (d, 1H, J=16,0
7
8 Hz, H3), 7,74-7,78 (m, 2H, H5 e H9), 12,41 (s, 1H, OH); RMN de *C

(100 MHz, DMSO-ds) ¢: 115,9 (d, J=21,8 Hz, C6 e C8), 119,1 (d, J=2,8 Hz, C2), 130,5 (d,
J=8,7 Hz, C5 e C9), 130,9 (d, J=3,1 Hz, C4), 142,7 (C3), 163,2 (d, J=246,8 Hz, C7), 167,5
(C1), (IV (ATR, 600-4000 cm™) ¥: 2831, 2606, 1886, 1684, 1626, 1598, 1506, 1426, 1318,
1286, 1226, 1157, 1092, 982, 934, 864, 825, 784, 740, 690, 638.

4.3.1.3. Acido (E)-3-(4-Clorofenil)acrilico (2¢)

o Solido branco; rendimento: 61%:; faixa de fusao: 250,2-254,4
5

3
6 4 OH °C (lit. 247,1-250,5 °C'%%); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) J: 6,54

9 2 (d, 1H, J=16,0 Hz, H2), 7,46 (d, 2H, J=8,0 Hz, H6 e HS), 7,57 (d, 1H,

J=16,0 Hz, H3); 7,71 (d, 2H, J=8,0 Hz, H5 e H9), 12,46 (s, 1H, OH);
RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) 6: 120,1 (C2), 129,0 (C6 e C8), 130,0 (C5 e C9), 133,2
(C4), 134,7 (C7), 142,6 (C3), 167,5 (C1); IV (ATR, 600-4000 cm™") v: 2822, 2530, 1901, 1675,
1626, 1592, 1570, 1490, 1428, 1405, 1306, 1284, 1224, 1177, 1084, 1013, 984, 942, 875, 820,
736, 716, 656.

cl
[
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4.3.1.4. Acido (E)-3-(4-Metoxifenil)acrilico (2e)

0 Solido amarelo; rendimento: rendimento: 80%; faixa de

6 NI gy fusior 1722-174,1 °C (lit. 170-171 °C'™); RMN de 'H (400 MH,
" g DMSO-ds) &: 3,79 (s, 3H, H11), 6,37 (d, 'H, J=16,0 Hz, H2), 6,97
(d, 2H, J=8.8 Hz, H6 e H8), 7,54 (d, 1H, J=16,0 Hz, H3), 7.63 (d,
2H, J=8,8 Hz, H5 ¢ H9), 12,21 (s, IH, OH); RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) 8: 55,3 (C11),
1144 (C6 e C8), 116,5 (C2), 126,8 (C4), 129,9 (C5 e C9), 143,7 (C3), 160,9 (C7), 167.8 (C1);
IV (ATR, 600-4000 cm™) # 2938, 2844, 2564, 2516, 1889, 1674, 1622, 1597, 1512, 1445,

1315, 1254, 1218, 1173, 1116, 1028, 936, 823, 775, 686.

4.3.1.5. Acido (E)-3-(4-(Dimetilamino)fenil)acrilico (2f)

Solido amarelo; rendimento: 44%; faixa de fusao: 225,5 °C

s 2 J o (it 216 °C103): RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) : 2,96 (s, 6H,
1
11 . HileHI2), 6,20 (d, 1H, J=15,6 Hz, H2), 6,70 (d, 2H, J=8,4 Hz, H6
N“7
R e H8), 7,45-7,49 (m, 3H, H3, HS e H9), 11,95 (s, 1H, OH); RMN de

13C (100 MHz, DMSO-ds) &: 39,7 (C11 e C12), 111,8 (C6 e C8),
112,9 (C2), 121,5 (C4), 129,7 (C5 e C9), 144,7 (C3), 151,6 (C7), 168,2 (C1); IV (ATR, 600-
4000 cm™) $: 2906, 2806, 2586, 1666, 1593, 1526, 1420, 1368, 1309, 1261, 1228, 1188, 1065,
988, 942, 858, 813, 736, 676.

4.3.1.6. Acido (E)-3-(4-(Trifluorometil)fenil)acrilico (2g)

Sélido branco; rendimento: 43%; faixa de fusdo: 231,1-234,1

0]
PN ~op C (it 231233 °C'*); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dy) 9: 6,68 (d,
F1(1: o 1H, J=16,2 Hz, H2), 7,66 (d,1H, J=16,2 Hz, H3), 7,76 (d, 2H, J=8,0
3V 7
8 Hz, H6 e HS), 7,92 (d, 2H, J=8,0 Hz, HS e H9), 12,61 (s, 1H, OH);

RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) 6: 122,6 (C2), 124.5 (q, J=273,3 Hz, C11), 126,2 (q, J=4,0
Hz, C6 e C8), 129,3 (C5 e C9), 130,3 (q, /=315 Hz, C7), 138,8 (C4), 142,5 (C3), 167,7 (C1),
IV (ATR, 600-4000 cm™) #: 2990, 2834, 2592, 2540, 1690, 1632, 1580, 1428, 1316, 1286,
1224, 1174, 1112, 1066, 1015, 980, 910, 830, 762, 698, 638.
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4.3.1.7. Acido (E)-3-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-il)acrilico (2h)

R ) Solido amarelo; rendimento:53%; faixa de fusdo: 234,5-

4
» <O S \2 1 OH 236,8 °C (lit, 242-244 °C'%); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds)
07, 9 0: 6,07 (s, 2H, H11), 6,39 (d, 1H, J=16,0 Hz, H2), 6,94 (d, 1H,

J=8,1 Hz, H8), 7,15 (dd, 1H, J=8,1 Hz e J=2,0 Hz, H9), 7,36 (d,
1H, J=2,0 Hz, H5), 7,50 (d, 1H, J=16,0 Hz, H3), 12,24 (s, 1H, OH); RMN de "*C (100 MHz,
DMSO-ds) o: 101,5 (C11), 106,7 (CS), 108,5 (C8), 117,1 (C2), 124,6 (C9), 128,7 (C4), 143,8
(C3), 148,0 (C7), 149,1 (C6), 167,8 (C1); IV (ATR, 600-4000 cm™) ¥: 2903, 2837, 2786, 2714,
2605, 2560, 2512, 1691, 1626, 1604, 1493, 1448, 1422, 1318, 1250, 1217, 1102, 1038, 982,
926, 844, 805, 736, 695.

4.3.1.8. Acido (E)-3-(4-Nitrofenil)acrilico (2i)

s o Solido amarelo; rendimento: 59%; faixa de fusdo: 277,5-
5
6NN oy  278,8 °C (lit. 288-290 °C'*%); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) o
2
0,N7 9 6,74 (d, 1H, J=16,0 Hz, H2), 7,69 (d, 1H, J=16,0 Hz, H3), 7,97 (d,
8

2H, J=9,0 Hz, HS e H9), 8,23 (d, 2H, J=9,0 Hz, H6 ¢ H8), 12,73 (s,
1H, OH); RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) J: 123,6 (C2), 123,9 (C6 e C8), 129,3 (C5 € C9),
140,8 (C4), 141,3 (C3), 148,0 (C7), 167,0 (C1); IV (ATR, 600-4000 cm™) ¥: 3114, 2846, 2586,
1934, 1684, 1630, 1596, 1520, 1426, 1339, 1307, 1284, 1210, 1110, 986, 960, 920, 868, 847,
833,760, 710, 672.

4.3.1.9. Acido (E)-3-(3-Nitrofenil)acrilico 2j)

o Solido branco; rendimento: 34%; faixa de fusdo: 201,8-203,2 °C
Dol (it 199-202 °C1%): RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 0: 6,74 (d, 1H,
9 ? J=16,0 Hz, H2), 7,68-7,74 (m, 2H, H3 e H6), 8,18 (d, 1H, J=8,0, HS),

NO, 8,23 (dd, 2H, J=8,0 Hz e J=2,1 Hz, H7), 8,52 (t, 1H, J=2,1 Hz, H9);
RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds) J: 122,3 (C2), 122,9 (C9), 124,4 (C7), 130,4 (C6), 134,1
(C5), 136,2 (C4), 141,5 (C3), 148,4 (C8), 167,2 (C1), IV (ATR, 600-4000 cm™) v: 2972, 2828,
2599, 1690, 1634, 1522, 1444, 1418, 1358, 1304, 1278, 1218, 1102, 979, 920, 868, 826, 803,
746, 714, 672, 660.
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4.3.2. Procedimento geral de sintese dos compostos 3a-3i

Procedimento adaptado de Eras Joli et al.'” Em um baldo de fundo redondo foram
adicionados 10,3 mmol (1,52 g) de 4cido cinamico (composto 2a) ou seus andlogos, 20,6 mmol
(2,7 mL) de cloreto de trimetilsilila e 30 mL de metanol. A reacdo foi mantida sob refluxo e
atmosfera inerte e monitorada por andlises de CCD. Apds 20 h o dcido cinamico foi
completamente consumido. Em seguida, adicionaram-se 50 mL de acetato de etila a mistura
reagente e extrairam-se duas vezes com 50 mL de solu¢do aquosa de bicarbonato de sédio. A
fase organica foi seca com sulfato de sédio e filtrada. O solvente foi evaporado sob pressao

reduzida para obten¢do do produto.

4.3.2.1. Cinamato de metila (3a)

o Oleo amarelo; rendimento: 87%; RMN de 'H (400 MHz,
5 3
6 N o~ DMSO-de) 6: 3,72 (s, 3H, H10), 6,64 (d, 1H, J=16,0 Hz, H2), 7,42-
7 9 ° 7,45 (m, 3H, H6, H8 e H7), 7,66 (d, 1H, J=16,0 Hz, H3), 7,70-7,75
8

(m, 2H, H5 e H9); RMN de '*C (100 MHz, DMSO-ds) J: 51,5 (C10),
117,9 (C2), 128,4 (C5 e C9), 129,0 (C6 e C8), 130,6 (C7), 134,0 (C4), 144,6 (C3), 166,7 (C1);
IV (ATR, 600-4000 cm™") ¥: 2948, 2848, 1712, 1638, 1578, 1495, 1438, 1330, 1282, 1200,
1172, 1076, 1014, 984, 936, 870, 833, 770, 712, 688,

4.3.2.2. (E)-3-(4-Fluorofenil)acrilato de metila (3b)

Oleo amarelo; rendimento: 92%; RMN de 'H (400 MHz,
6 4 0~ 10 DMSO-ds) o: 3,72 (s, 3H, H10), 6,61 (d, 1H, J=16,0 Hz, H2), 7,23-
9 7,27 (m, 2H, H6 e H8), 7,66 (d, 1H, J=16,0 Hz, H3), 7,78-7,81 (m,

2H, H5 e H9); RMN de '*C (100 MHz, DMSO-ds) J: 51,5 (C10),
1159 (d, J=21,7 Hz, C6 e C8), 117,6 (C2), 130,7 (d, J/=9,0 Hz, C5 e C9), 130,7 (C4), 143,3
(C3), 163,3 (d, J=246,9 Hz, C7), 166,6 (C1); IV (ATR, 600-4000 cm™) #: 2958, 2850, 1706,
1633, 1600, 1510, 1436, 1417, 1318, 1283, 1223, 1202, 1160, 1098, 1005, 939, 832, 782, 712,

692.
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4.3.2.3. (E)-3-(4-Clorofenil)acrilato de metila (3c¢)

Sélido amarelo; rendimento: 91%:; faixa de fusdo: 74-75 °C

O
5 >4 3\ o~ 10 (lit. 74-75 °C'®); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6: 3,72 (s, 3H,
1
o 9 2 H10), 6,66 (d, 1H, J=16,0 Hz, H2), 7.47 (d, 2H, J=8,0 Hz, H6 e
7
8 H8), 7,65 (d, 1H, J=16,0 Hz, H3), 7,75 (d, 2H, J=8,0 Hz, H5 e H9);

RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) 6: 51,5 (C1), 118,6 (C2), 128.,9 (C6 e C8), 130,1 (C5 e C9),
133,0 (C4), 135,0 (C7), 143,1 (C3), 166,5 (C1); IV (ATR, 600-4000 cm™) ¥: 2952, 2850, 1704,
1634, 1592, 1490, 1432, 1408, 1315, 1192, 1168, 1101, 1081, 939, 876, 832, 820, 732, 690.

4.3.2.4. (E)-3-(4-Bromofenil)acrilato de metila (3d)

5 3 o] Solido amarelo; rendimento: 96%:; faixa de fusao: 87,0-88,8
4 10
6 X107 °C (it 89 °C'%); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6: 3,72 (s, 3H,
2
Br'7 9 H10), 6,68 (d, 1H, J=16,0 Hz, H2), 7,60-7,69 (m, 5SH, H3-H9);

8
RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) 6: 51,5 (C10), 118,7 (C2),

123,8 (C7), 130,3 (C4), 131,9 (C5 e C9), 133,3 (C6 e C8), 143,2 (C3), 166,5 (C1); IV (ATR,
600-4000 cm!) ¥: 2949, 2850, 1710, 1631, 1587, 1490, 1432, 1406, 1314, 1206, 1194, 1167,
1072, 1002, 936, 874, 835, 816, 728, 688, 630.

4.3.2.5. (E)-3-(4-Metoxifenil)acrilato de metila (3e)

Sélido branco; rendimento: 94%; faixa de fusdo: 82,3-

O
3
5 P o~ 10 86,2°C (lit. 86 °C'%); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6: 3,70
Nonds (s, 3H, H10), 3,79 (s, 3H, H11), 6,48 (d, 1H, J=16,0 Hz, H2),
8 6.97 (d, 2H, J=8,0 Hz, H6 e H8), 7.59-7.68 (m, 3H, H3, H5 ¢

H9); RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) J: 51,3 (C10), 55,3 (C11), 114,4 (C6 e C8), 115,1
(C2), 126,6 (C4), 130,1 (C5 e C9), 144,3 (C3), 161,2 (C7), 166,5 (C1); IV (ATR, 600-4000 cm
1) %: 2950, 2844, 1714, 1637, 1602, 1576, 1512, 1433, 1332, 1288, 1254, 1205, 1168, 1112,
1026, 984, 934, 838, 818, 768, 637.
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4.3.2.6. (E)-3-(4-(Dimetilamino)fenil)acrilato de metila (3f)

Solido amarelo; rendimento: 43%; faixa de fusdo: 112,7-

O
3
6 NG o0 115.1°C (lit. 134-136 °C'"°); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dy)
R g - 5:2,97 (s, 6H, H11 e H12), 3,68 (s, 3H, H10), 6,31 (d, 1H, J=12,0
7
8 Hz, H2), 6,70 (d, 2H, J=8,0 Hz, H6 ¢ H8), 7,13 (d, 1H, J=12,0 Hz,

H3), 7,51 (m, 2H, H5 e H9); RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds)
0: 39,7 (C11 e C12), 51,1 (C10), 111,7 (C6 e C8), 112,2 (C2), 121,3 (C4), 129,9 (C5 e C9),
145,2 (C3), 151,8 (C7), 167,3 (C1); IV (ATR, 600-4000 cm™) 7: 2947, 2848, 2816, 1736, 1700,
1597, 1524, 1442, 1368, 1330, 1307, 1264, 1222, 1186, 1158, 1068, 1018, 984, 936, 858, 812,
737, 696.

4.3.2.7. (E)-3-(4-(Trifluorometil)fenil)acrilato de metila (3g)

0 Solido branco; rendimento: 95%; faixa de fusdo: 76,7-78,6
5 3
6 ~NEN o °C (lit. 77-79 °C'%); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-de) 6: 3,75 (s,
2
" 9 3H, H10), 6,81 (d, 1H, J=16.0 Hz, H2), 7.72-7.79 (m, 3H, H3, H6
FsC 7 .

e HR), 7,96 (d, 2H, J=8,0 Hz, HS e H9); RMN de *C (100 MHz,
DMSO-ds) J: 1240 (q, J=270,7 Hz, C11), 120,7 (C2), 125,7 (q, J=3,8 Hz, C6 e C8), 129,0 (C5
e C9), 130,1 (q, J=31,6 Hz, C7), 138,0 (C4), 142,7 (C3), 166,3 (C1); IV (ATR, 600-4000 cm
1) 91 2958, 2850, 1710, 1640, 1617, 1580, 1438, 1418, 1316, 1286, 1198, 1160, 1108, 1065,
994, 938, 833, 754, 722, 638.

4.3.2.8. (E)-3-(Benzo[d][1,3]dioxolo-5-il)acrilato de metila (3h)

5 3 ] Sélido branco; rendimento: 77%; faixa de fusdo:126,3-

<0 eI \2 o~ 1% 1288 °C (lit. 128-130 °C'!'); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-
1

07, 9 ds) 0: 3,70 (s, 1H, H10), 6,07 (s, 2H, H11), 6,51 (d, 1H, J=16,0

Hz, H2), 6,95 (d, 1H, J=8,0 Hz, HS8), 7,20 (d, 1H, J=8,0 Hz,
H9), 7,40 (s, 1H, H5), 7,57 (d, 1H, J=16,0 Hz, H3); RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) : 51,3
(C10), 101,6 (C11), 106,7 (C5), 108,5 (C8), 115,7 (C2), 125,0 (C9), 128,5 (C4), 144,4 (C3),
148,1 (C7), 149,4 (C6), 166,9 (C1); IV (ATR, 600-4000 cm™) #: 2952, 2903, 1700, 1623, 1600,
1506, 1496, 1451, 1368, 1305, 1254, 1202, 1170, 1126, 1107, 1036, 1005, 932, 918, 866, 821,
726, 712.



69

4.3.2.9. (E)-3-(4-Nitrofenil)acrilato de metila (3i)

5 o Sélido amarelo; rendimento: 77%:; faixa de fusdo: 105-111
5
6 TS 1 0/10 °C (lit.118-119 °C!'?); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6: 3,75
2
O,N7 9 (s, 3H, H10), 6,86 (d, 1H, J=16,0 Hz, H2), 7,77 (d, 1H, J=16,0 Hz,
8

H3), 8,01 (d, 2H, J=8,0 Hz, HS5 e H9), 8,24 (d, 2H, J=8,0 Hz, H6
e H8); RMN de '*C (100 MHz, DMSO-ds) J: 51,8 (C10), 122,1 (C2), 123,9 (C6 e C8), 129,5
(C5 e C9), 140,4 (C4), 142,0 (C3), 148,1 (C7), 166,2 (C1); IV (ATR, 600-4000 cm™) ¥: 2956,
2920, 2850, 1726, 1600, 1508, 1436, 1341, 1272, 1198, 1170, 1108, 1064, 922, 955, 854, 819,
744, 705.

4.3.3. Procedimento geral de sintese dos compostos 4a-4h

Procedimento adaptado de Wagner, F. et al.''> Em um baldo de fundo redondo, 13,9
mmol (0,97 g) de cloridrato de hidroxilamina foram dissolvidos em 15 mL de metanol. O baldo
foi colocado em banho de gelo e 27,9 mmol (1,84 g) de hidroxido de potassio foram adicionados
lentamente. A reacdo foi agitada durante 30 minutos e observou-se a precipitacdo de cloreto de
potdssio. Em seguida, adicionaram-se 6,7 mmol (1,09 g) de cinamato de metila (3a) ou seus
andlogos e deixou-se reagir a temperatura ambiente durante 5 horas. O KCl precipitado foi
filtrado e o metanol removido sob pressao reduzida obtendo-se um s6lido amarelo. O sélido foi
dissolvido em 12 mL de dgua destilada e o pH ajustado para 7 com &cido cloridrico 37% m/v
para precipitagdo de um sélido. O sdlido foi filtrado, lavado com dgua destilada e transferido
para um baldo de fundo redondo contendo uma solucido aquosa de éacido cloridrico pH 1. A
mistura foi agitada durante aproximadamente 5 minutos e filtrada a vacuo para obtencio de um

sélido.

4.3.3.1. N-hidroxicinamida (4a)

Sélido branco; rendimento: 47%; faixa de fusdo: 119,1-120,4

O
6 .4 3\ S NHOH °C (lit. 127-130 °C!'*); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) J: 6,47 (d,
. 9 2 1H, J=16,0 Hz, H2), 7,38-7,48 (m, 4H, H3, H6, H7 e HS), 7,56 (d,
8 2H, J=8,0 Hz, H5 e H9), 9,07 (s, 1H, NH), 10,76 (s, 1H, OH); RMN

de 3C (100 MHz, DMSO-ds) J: 119,1 (C2), 127,6 (C5 e C9), 129,1 (C6 e C8), 129,6 (C7),
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134,9 (C4), 138,5 (C3), 162,8 (C1); IV (ATR, 600-4000 cm™) ¥: 3254, 3049, 2642, 1665, 1558,
1449, 1354, 1064, 1000, 968, 854, 762, 710; Analise elementar (%): Calculado: C, 66,25; H,
5,56; N, 8,58. Experimental: C, 66,06; H, 5,47; N, 8,33; HRMS-ESI (m/z): Calculado para
CoHoNO, (M+Na)™: 186,0531; Experimental: 186,0570.

4.3.3.2. (E)-3-(4-Fluorofenil)-N-hidroxiacrilamida (4b)

0 Sélido branco; rendimento: 56%:; faixa de fusdo: 145,0-145,8
WNHOH °C; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) d: 6,40 (d, 1H, J=16,0 Hz,
£ : 9 ? H2),7,22-7,28 (m, 2H, H6 e H8), 7,45 (d, 2H, J=16,0 Hz, H3), 7,60-
7,66 (m, 2H, HS e H9), 9,05 (s, 1H, NH), 10,75 (s, 1H, OH); RMN

de 1°C (100 MHz, DMSO-ds) 6: 1159 (d, J=20,0 Hz, C6 e C8), 119,0 (C2), 129,7 (d, J=9,0 Hz,
C5e C9), 131,5 (C4), 137,2 (C3), 162,7 (d, J=240,0 Hz, C7), 162,7 (C1); IV (ATR, 600-4000
cm™!) ¥: 3256, 3054, 2748, 1668, 1635, 1600, 1510, 1414, 1355, 1231, 1160, 1100, 1062, 1002,
969, 826, 736; Andlise elementar (%): Calculado: C, 59,67; H, 4,45; N, 7,73. Experimental: C,

57,85; H, 4,54; N, 7,27, HRMS-ESI (m/z): Calculado para CoHsFNO> (M+Na)*: 204,0437;
Experimental: 204,0449.

4.3.3.3. (E)-3-(4-Clorofenil)-N-hidroxiacrilamida (4c)

Sélido branco; rendimento: 67%; faixa de fusao: 160,9-

O
3
s NG ~non 1618 °C:RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 3: 6.46 (d. 1H, J=16.0
WP 2 Hz, H2), 7,43-7,47 (m, 3H, H6, H8 e H3 ), 7,56 (d, 2H, J=8,0 Hz,
8 H5 e H9), 9,08 (s, 1H, NH), 10,79 (s, 1H, OH); RMN de *C (100

MHz, DMSO-ds) 6: 119,9 (C2), 129,0 (C6 e C8 ou C5 e C9), 129,2 (C5 e C9 ou C6 e C8),
133,8 (C4 ou C7), 133,9 (C7 ou C4), 137,0 (C3), 162,5 (C1); IV (ATR, 600-4000 cm™) 7: 3254,
3055, 2642, 1665, 1634, 1568, 1492, 1440, 1406, 1353, 1065, 1013, 970, 821, 763, 734; Andlise
elementar (%): Calculado: C, 54,70; H, 4,08; N, 7,09. Experimental: C, 55,28; H, 4,00; N, 6,82;
HRMS-ESI (m/z): Calculado para CoHsCINO, (M+Na)*: 220,0141; Experimental: 220,0121.
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4.3.3.4. (E)-3-(4-Bromofenil)-N-hidroxiacrilamida (4d)

Sélido branco; rendimento: 81%; faixa de fusdo: 160,9-

O
3
6 24 AN  NHOH 164,3 °C; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dp) 6: 6,48 (d, 1H, J=16,0
Br 9 2 Hz, H2), 7,43 (d, 1H, J=16,0 Hz, H3), 7,52 (d, 2H, J=8,0 Hz, H5
7
8 e H9), 7,60 (d, 2H, J=8,0 Hz, H6 e HS), 9,08 (s, 1H, NH), 10,79 (s,

1H, OH); RMN de '*C (100 MHz, DMSO-ds) &: 120,0 (C2), 122,6 (C7), 129,4 (C5 e C9), 131,9
(C6 e C8), 134,1 (C4), 137,1 (C3), 162,5 (C1); IV (ATR, 600-4000 cm™') ¥: 3260, 3051, 2658,
1666, 1583, 1489, 1440, 1402, 1067, 1010, 970, 818, 760, 734; Andlise elementar (%):
Calculado: C, 44,66; H, 3,33; N, 5,79. Experimental: C, 44,63; H, 3,26; N, 5,58; HRMS-ESI
(m/z): Calculado para CoHsBrNO> (M+H)*: 263,9636; Experimental: 263,9555.

4.3.3.5. (E)-3-(4-Metoxifenil )-N-hidroxiacrilamida (4e)

Sélido branco; rendimento: 54%:; faixa de fusao: 145,8-

0]
3
6 NN SNHon  147:0 °C (lit. 141-142°C'1%); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dy)
R P 2 d: 3,78 (s, 3H, H11), 6,32 (d, 1H, J=16,0 Hz, H2), 6,96 (d, 2H,
s J=8,0 Hz, H6 e H8), 7,40 (d, 1H, J=16,0 Hz, H3), 7,50 (d, 2H,

J=8,0 Hz, H5 e H9), 8,97 (s, 1H, NH), 10,66 (s, IH, OH); RMN de '*C (100 MHz, DMSO-ds)
0: 55,3 (C11), 114,4 (C6 e C8), 116,5 (C2), 127,4 (C4), 129,1 (C5 e C9), 138,0 (C3), 160,3
(C7),163,2 (C1); IV (ATR, 600-4000 cm™!) #: 3258, 3062, 2736, 1662, 1604, 1564, 1512, 1468,
1440, 1419, 1352, 1304, 1244, 1176, 1102, 1065, 1028, 1002, 971, 823, 787; Anélise elementar
(%): Calculado: C, 62,17; H, 5,74; N, 7,25. Experimental: C, 61,05; H, 5,30; N, 6,92; HRMS-
ESI (m/z): Calculado para CioHi1NO3 (M+Na)*: 216,0637; Experimental: 216,0604.

4.3.3.6. (E)-3-(4-(Dimetilamino)fenil )-N-hidroxiacrilamida (4f)

Sélido marrom; rendimento: 29%; faixa de fusao: 159,9-

O
5 3
6 4 T NHOH 162,0 °C; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6: 2,94 (s, 6H, H11
”\N 9 2 e H12), 6,19 (d, 1H, J=12,0 Hz, H2), 6,71 (d, 2H, J=12,0 Hz, H6
7
| 8 e HS), 7,31-7,38 (m, 3H, H3, H5 e H9), 8,88 (s, 1H, NH), 10,53

(s, 1H, OH); RMN de '3C(100 MHz, DMSO-ds) J: 39,8 (C11 e
C12), 112,0 (C6 e C8), 113,3 (C2), 122,3 (C4), 128,8 (C5 e C9), 138,9 (C3), 151,1 (C7), 163.,9
(C1); IV (ATR, 600-4000 cm™) %: 3136, 2850, 1658, 1596, 1516, 1478, 1444, 1342, 1238, 1186,
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1163, 1126, 1049, 995, 936, 816, 702; Andlise elementar (%): Calculado: C, 64,06; H, 6,84;
N, 13,58. Experimental: C, 63,83; H, 6,41; N, 12,33; HRMS-ESI (m/z): Calculado para
C11H1aN202 (M+Na)™: 229,0953; Experimental: 229,0914.

4.3.3.7. (E)-3-(4-(Trifluorometil)fenil)-N-hidroxiacrilamida (4g)

0 Soélido branco; rendimento: 52%; faixa de fusdo: 141,1-
5 3
6 4\ T NHOH 142.,8 °C; 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) J: 6,59 (d, 1H, J=16,0
" o Hz, H2), 7,53 (d, 1H, J=16,0 Hz, H6 e H8), 7,74-7,82 (m, 4H, H3,
FsC'7 N

HS5 e H9), 9,15 (s, 1H, NH), 10,86 (s, 1H, OH); '3*C RMN (100
MHz, DMSO-ds) o: 122,0 (C2), 124,2 (q, J=272,7 Hz, C11), 125,8 (q, J=3,95 Hz, C6 e C8),
129,2 (q, J=31,8 Hz, C7), 128,1 (C5 e C9), 136,7 (C4), 138,9 (C3), 162;2 (C1); IV (ATR, 600-
4000 cm™) ¥: 3197, 3041, 2886, 1652, 1603, 1418, 1319, 1164, 1131, 1109, 1056, 1017, 982,
960, 826, 740, 625; Analise elementar (%): Calculado: C, 51,96; H, 3,49; N, 6,06,
Experimental: C, 52,06; H, 3,32; N, 5,88; HRMS-ESI (m/z): Calculado para C10HsF3NO; (M-
H): 230,0429; Experimental: 230,0340.

4.3.3.8. (E)-3-(Benzo[d][ 1,3]dioxol-5-il)-N-hidroxiacrilamida (4h)

5 3 0O Sélido branco; rendimento: 33%; faixa de fusao: 140,2-
) <0 e \2 NHOH 1417 °C; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) : 6,05 (s, 2H,
07, 9 H11), 6,29 (d, 1H, J=15,8 Hz, H2), 6,93 (d, 1H, J=8,0 Hz, HR),

7,06 (d, 1H, J=8,0 Hz, H9), 7,14 (s, 1H, HS), 7,37 (d, 1H, J=15,8
Hz, H3), 8,97 (s, 1H, NH), 10,65 (s, 1H, OH); RMN de '*C (100 MHz, DMSO-ds) 6: 101,4
(C11), 106,2 (C5), 108,6 (C8), 117,4 (C2), 123,1 (C9), 129,3 (C4), 137,8 (C3), 147,9 (C7),
148,4 (C6), 163,0 (C1); IV (ATR, 600-4000 cm™) ¥: 3178, 3046, 2869, 1672, 1654, 1602, 1548,
1500, 1489, 1440, 1380, 1308, 1248, 1194, 1100, 1036, 970, 934, 860, 830, 802, 758, 636;
Andlise elementar (%): Calculado: C, 57,97; H, 4,38; N, 6,76, Experimental: C, 57,42; H,
4,16; N, 6,20; HRMS-ESI (m/z): Calculado para CiiH1sN2O2 (M+Na)*: 230,0429;
Experimental: 230,0406.
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4.3.4. Procedimento geral de sintese dos compostos 4i e 4j

Procedimento adaptado de Usachova et al.!'® Em um baldo de fundo redondo foram
adicionados 2,3 mmol (0,44 g) do composto 2i ou 2j, 3,4 mmol (0,61 g) de CDI (N,N'-
carbonildimidazol) e 4,3 mL de THF anidro, deixando-se reagir sob atmosfera inerte e a
temperatura ambiente. Apds 4 horas de reacdo foram adicionados 6,8 mmol (0,4860 g) de
NH>;OH.HCI e a reacdo mantida a temperatura ambiente e agitagdo por 5 dias. A reagdo foi
monitorada por CCD e apds o consumo do material de partida, foi adicionada 4gua destilada

até a precipitacdo de um sélido amarelo. O soélido foi filtrado a vacuo e seco.

4.3.4.1. (E)-3-(4-Nitrofenil )-N-hidroxiacrilamida (4i)

3 0 Solido amarelo; rendimento: 90%:; faixa de fusdo: 159,5-
5
6 S 1°NHOH 163,0 °C; RMN de '"H (400 MHz, DMSO-ds) 6: 6,65 (d, 1H,
2
O,N7 9 J=16,0 Hz, H2), 7,57 (d, 1H, J=16,0 Hz, H3), 7,84 (d, 2H, J=8,0
8

Hz, H5 e H9), 8,23 (d, 2H, J=8,0 Hz, H6 e HS), 9,20 (s, 1H, NH),
10,94 (s, 1H, OH); RMN de '*C (100 MHz, DMSO-ds) §: 123,5 (C2), 124,1 (C6 e C8), 128,6
(C5e C9), 136,1 (C4), 141,4 (C3), 147,5 (C7), 161,9 (C1); IV (ATR, 600-4000 cm™) ¥: 3586,
3330, 3192, 3005, 2864, 1652, 1594, 1498, 1342, 1111, 1054, 1003, 979, 836, 754, 722; Andlise
elementar (%): Calculado: C, 51,93; H, 3,87; N, 13,46. Experimental: C, 50,38; H, 3,50; N,
12,86; HRMS-ESI (m/z): Calculado para CiiHi4sN2O> (M-H): 207,0406; Experimental:
207,0352.

4.3.4.2. (E)-3-(3-Nitrofenil)-N-hidroxiacrilamida (4j)

o Solido branco; rendimento: 62%; faixa de fusao: 191,4-193.,4
NHOH °C:RMNde 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6: 6,65 (d, 1H, J=16,0 Hz, H2),
7,59 (d, 1H, J=16,0 Hz, H3), 7,70 (t, 1H, J=8,3 Hz, H6), 8,02 (d, 1H,
NO, J=8,3 Hz, HS), 8,20 (d, 1H, J=8,3 Hz, H7), 8,39 (s, 1H, H9), 9,16 (s,
1H, NH), 10,84 (s, 1H, OH); RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds) 6: 121,6 (C2), 122,1 (C9),
123,7 (C7), 130,5 (C6), 133,8 (C5), 136,1 (C4), 136,7 (C3), 148,3 (C8), 162,1 (C1); IV (ATR,
600-4000 cm™) v: 3164, 3038, 2957, 2854, 1656, 1616, 1553, 1525, 1438, 1348, 1057, 983,
939, 864, 834, 808, 780, 732, 675, 656; Anélise elementar (%): Calculado: C, 51,93; H, 3,87,
N, 13,46. Experimental: C, 52,07; H, 3,74; N, 12,94; HRMS-ESI (m/z): Calculado para
C11H14N202 (M-H)™: 207,0406; Experimental: 207,0374.
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4.3.5. Procedimento de sintese do 3-(4-nitrofenil)propanoato de metila (3Kk)

Procedimento adaptado de Vassiliou, S. ef al.!'” Em uma autoclave de alta pressio
foram adicionados 1,13 mmol (0,23 g) do composto 3i e 0,02 g de RhCI(PPhs3); (catalisador de
Wilkinson). O reator foi selado e purgado com um fluxo de argbénio. Em seguida foram
adicionados 5,0 mL de THF anidro e desgaseificado. O recipiente do reator foi pressurizado a
2 atm com gés hidrogénio e seu contedido reagiu por 24 horas. Em seguida, a mistura reagente
foi filtrada com celite e o solvente foi removido sob pressao reduzida. O produto foi purificado

por cromatografia em coluna utilizando hexano:acetato de etila (2:1) como eluente.

5 3 0 Sélido branco; rendimento: 73%; RMN de 'H (400 MHz,

10
6 < . o~ CDCh) o: 2,68 (t, 2H, J=7,6 Hz, H2), 3,06 (t, 2H, J=7,6 Hz, H3),
O,N77 . 9 3,68 (s, 3H, H10), 7,37 (d, 2H, J=8,0 Hz, H5 ¢ H9), 8,16 (d, 2H,

J=8,0 Hz, H6 ¢ H8); RMN de '*C (100 MHz, CDCl3) §: 30,6 (C3);
34,8 (C2); 51,8 (C10); 123,8 (C6 e C8); 129,2 (C5 e C9); 148,2 (C4 e C7); 172,6 (C1). IV
(ATR, 600-4000 cm™") ¥: 3113, 3084, 3017, 2958, 2856, 1728, 1608, 1597, 1515, 1454, 1431,
1297, 1191, 1170, 1110, 1056, 1014, 982, 965, 903, 853, 786, 750, 716, 688, 631.

4.3.6. Procedimento de sintese do acido 3-(4-Nitrofenil)propandéico (2k)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 1,37 mmol (0,28 g) do composto 3Kk,
2,0 mmol (0,08 g) de hidréxido de sddio, 5,0 mL de dgua destilada e 5,0 mL de metanol. Apds
24 horas de reacdo, o composto 3k foi completamente hidrolisado. O pH foi ajustado para 3

com &cido cloridrico a 37% levando a precipitacdo do produto 2k.

5 3 0] Sélido branco; rendimento: 79%; RMN de 'H (400 MHz,

4 10
6 2 1 OH CDCl) o: 2,74 (t, 2H, J=7,6 Hz, H2), 3,07 (t, 2H, J=7,6 Hz, H3),
O,N"7 9 7,38 (d, 2H, J=8,8 Hz, H5 e H9), 8,16 (d, 2H, J=8,8 Hz, H6 ¢ H8);

8
RMN de '3C (100 MHz, CDCl3) J: 30,3 (C3), 34,6 (C2), 123,9

(C6 e C8), 129,2 (C5 e C9), 147,7 (C4 e C7), 177,5 (C1), IV (ATR, 600-4000 cm™) v: 2918,
2852, 2716, 2627, 1700, 1597, 1515, 1436, 1343, 1320, 1284, 1220, 1188, 1111, 1013, 970,
930, 853, 806, 778, 729, 694, 628.
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4.3.7. Procedimento de sintese de N-hidroxi-3-(4-Nitrofenil)propenamida (4k)

Procedimento adaptado de Usacova et al.''® Em um baldo de fundo redondo foram
adicionados 0,98 mmol (0,19 g) do composto 2k, 2,0 mmol (0,33 g) de CDI (N,N'-
carbonildimidazol) e 4,3 mL de THF anidro e deixou-se reagir sob atmosfera inerte e
temperatura ambiente. Apds 4 horas de reacdao foram adicionados 3,9 mmol (0,28 g) de
NH>OH.HCI e a reagdo foi monitorada por CCD. Apds 5 dias, o material de partida foi
consumido, em seguida, 20 mL de dgua destilada foram adicionados e a solu¢do aquosa extraida
com diclorometano (3x20 mL). As fases organicas combinadas foram secas com sulfato de
magnésio, filtradas e o solvente removido sob pressdo reduzida. O produto obtido foi
solubilizado em acetato de etila e hexano e adicionou-se dgua gota a gota até a precipitacao um

solido branco. O sdlido foi filtrado a vacuo e seco.

5 3 0 Solido branco; rendimento: 59%; faixa de fusdo: 115-119
WNHOH °C; 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) J: 2,32 (t, 2H, J=8,0 Hz, H2),
O,N77 . 9 2,95 (t, 2H, J=8,0 Hz, H3), 7,49 (d, 2H, J=8,8 Hz Hz, HS5 e H9),
8,14 (d, 2H, J=8,8 Hz, H6 e H8), 8,72 (s, 1H, NH), 10,39 (s, 1H,

OH); RMN de '*C (100 MHz, DMSO-djs) 6: 30,5 (C3), 33,0 (C2), 123,4 (C6 e C8), 129,6 (C5
e C9), 146,0 (C7), 149,5 (C4), 167,7 (C1); IV (ATR, 600-4000 cm™) ¥: 3199, 2855, 1702, 1674,
1626, 1598, 1512, 1424, 1343, 1222, 1178, 1108, 1070, 987, 904, 854, 823, 750, 730, 700, 660,
622; Andlise elementar (%): Calculado: C, 51,43; H, 4,80; N, 13,33, Experimental: C,49,29;

H,4,94 ; N,13,80 ; HRMS-ESI (m/z): Calculado para CiiHiaN2O2 (M+H)*: 209,0562;
Experimental: 209,0544.

4.4. Testes de atividade anti-ureolitica in-vitro

Os testes de inibicdo enzimdtica foram realizados pelo método do indofenol, também
conhecido como método de Berthelot.!'® O método de Berthelot baseia-se na formagio de
indofenol, um composto azul intenso, resultante da reacdo entre amonia e fenol catalisada por
nitroprussiato de s6dio na presenca de um agente oxidante, como por exemplo hipoclorito de

sodio (Esquema 10).
o®

o Nag[Fe(CN)NO] N 5 5
NH; + 2 + 3000 ———— o * 2H0 + OH + 3CI
o 0

Esquema 10. Reacdo de formacdo do indofenol a partir da reacdo entre amonia e fenol na presenca de
hipoclorito de sédio catalisada por nitroprussiato de sédio.
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Os testes in vitro foram realizados adicionando-se a uma microplaca de 96 pogos 10 uLL
de solucdo etandlica dos compostos a serem testados, 80 uL. de solucdo tampao fosfato pH 7
contendo enzima urease (2,5 U/mL) e 10 uL de solugao aquosa de ureia 100 mM. A microplaca
foi incubada em termoagitador a 25 °C por 10 minutos a 600 rpm. Em seguida, 45 pL de solu¢ao
A (solugdo aquosa 1% m/v de fenol e 0,005% m/v de nitroprussiato de s6dio) e 70 uL. de solugdo
B (solugdo aquosa 0,5% m/v de hidréxido de sédio e 0,1% m/v de sddio hipoclorito) foram
adicionados e a microplaca incubada por 5 minutos a 50 °C e 600 rpm. Apds a incubagdo, as
absorbancias foram medidas por um leitor de microplacas a um comprimento de onda de 630
nm. A producdo de fon amoénio pela enzima é calculada considerando a quantidade de ion

amonio produzido pela micro-reacdo na auséncia do inibidor.

Inicialmente foi realizada uma triagem com os compostos 4a a 4h avaliando-se suas
atividades na concentracdo de 20 uM. Os compostos que apresentaram atividade anti-ureolitica
superior ao composto de referéncia, dcido acetoidroxamico (AAH), prosseguiriam para os
estudos de concentracio inibitéria média (Clso). Nos experimentos de determinacdo de Clso
foram avaliadas as porcentagens de inibi¢do em diferentes concentra¢des para cada composto,

sendo obtidas curvas lineares de inibicdo em fun¢do da concentragdo.

Os experimentos de cinética enzimatica foram realizados utilizando-se concentragdes
fixas do inibidor em reacdes contendo ureia em uma faixa de concentracdo entre 1-32 mM.
Desse modo, seria possivel avaliar o comportamento da enzima na auséncia ou presenca de
inibidor 2 medida que se varia a concentracdo de substrato. Os compostos foram selecionados
para os experimentos de cinética de acordo com seus valores de Clso e diferencas estruturais,

sendo determinados os tipos de inibicao e suas constantes de dissociagao.
4.4.1. Analise estatistica dos resultados de atividade anti-ureolitica in-vitro

Os dados resultantes dos testes de inibicao enzimatica foram avaliados quanto a sua
normalidade e homocedasticidade utilizando, respectivamente, os testes de Shapiro-Wilk e
Cochran. Os dados também foram avaliados pelo teste de Grubs para remog¢do de valores
atipicos (outliers). As médias de inibicdo no teste com inibidores na concentragdo de 20 uM
foram comparadas por One-way ANOVA com pds-teste de Scott-Knott. A determinacao dos
valores de Clso foi realizada utilizando-se o Método dos Minimos Quadrados Ordinarios e o

teste F para determinar a significancia dos coeficientes.
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Em todas as andlises estatisticas considerou-se um intervalo de confianca igual a 95%,
sendo realizadas com o auxilio dos programas para Windows Microsoft Office Excel (versao
2019), GraphPad Prism (versdao 9.5.0) e Sisvar (versdo 5.8, elaborado pelo Prof. Dr. Daniel

Furtado Ferreira da Universidade Federal de Lavras).
4.5. Estudos de biofisica

4.5.1. Avaliacao da interacao urease-ligante usando UV-vis e fluorescéncia molecular

As medidas de absorbancia foram realizadas para os dcidos hidroxamicos 4e e 4i (10
uM) e urease (10 pM) individualmente e para a mistura de ambos com o intuito de avaliar a
formacgdo do complexo urease-inibidor. Os estudos de interagdo com o niquel foram realizados
avaliando-se sistemas contendo Ni(II) a 10 uM, 4i ou 4e na concentragcdo de 10 uM e Ni(Il) na
presenca de 4e ou 4i (proporcdo 1:1). Os espectros UV-vis foram registrados na faixa de 220 a
500 nm. As titulacdes espectrofluorimétricas foram realizadas mantendo constante a
concentracdo de urease (2 uM) e fazendo adigcdes incrementais de 4a, 4e, 4k e 4i. O
comprimento de onda de excitagdo foi de 280 nm, respectivamente, utilizando fendas de 5 e 10
nm (para excitagdo e emissao), com os espectros registrados de 295 a 450 nm. Todos os ensaios

foram realizados em tampao fosfato 20 mM pH 7,4 a 30°C.
4.5.2. Estudo de competi¢ao com inibidores padrao

Para avaliar o tipo preferencial de inibicdo com a enzima, a andlise foi realizada em
concentracdes fixas de inibidores padrdo (4cido acetoidroxamico, tioureia, hidroxiuréia, e
NBPT a 50 pM) e urease (2 uM) e aumentando gradativamente a concentracio de 4e e 4i (0,1
a 100 uM). Todos os sistemas foram excitados em Aex =280 nm e as medi¢Oes foram realizadas

entre 295 - 450 nm. 1120

4.5.3. Avaliacao do mecanismo baseado na resposta aos grupos tidis

' na auséncia

Os grupos tidis livres foram quantificados usando o método de Ellman,'?
e presenca dos derivados 4e e 4i (5, 10, 20, 30, 40 e 50 uM). As concentracdes do acido 5,5’-
ditiobis-(2-nitrobenzoéico) (DTNB ou reagente de Ellman, 50 uM) e do composto tiol (50 pM)
foram mantidas fixas. As medidas foram realizadas no comprimento de absor¢do méaxima do

cromoforo acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB, Amax = 412 nm).

4.5.4. Titulacao fluoritrimétrica sincronizada
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O estudo por fluorescéncia sincronizada foi realizado mantendo-se fixa a concentracao
da urease (2uM) e variando-se a concentracdo dos ligantes 4e (1 — 200 uM) e 4i (0,1 —40 uM).
Para isso, a diferen¢a entre os comprimentos de onda de emissdo e excitagdo (AA = Aem - Aex)
foi mantida fixa, variando-se ambos os monocromadores. Por fim, aplicou-se AL = 15 e AL =
60 nm para monitorar o comportamento espectroscopico dos residuos de Tir e Trp,

respectivamente.'??

4.5.6. Fluorescéncia 3D

Os estudos fluorescéncia 3D foram realizados com a urease livre (2 pM) e na presenca
dos ligantes 4e e 4i (10 pM) em tampao fosfato, 20 mM, pH 7,4. As medidas foram realizadas
Aex = 220 a 400 nm (variando de 10 em 10 nm), Aem = 250 a 450 nm, e slit de excitacdo e

emissdo igual a 5 e 10 nm, respectivamente.'?122

4.5.7. Transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia (FRET)

A avaliacao da distancia intermolecular entre fluoréforo (urease — 10 uM) e o composto
quencher (4e e 4i — 10, 20 e 40 uM) foi realizada a partir de medidas de fluorescéncia molecular
da enzima livre e do complexo urease-ligante, assim como, do perfil de absor¢cao molecular dos

ligantes.'!”
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sintese

5.1.1. Sintese dos compostos 2a a 2j

Os compostos 4a a 4k foram obtidos por meio de uma rota sintética partindo-se dos

benzaldeidos correspondentes (Esquema 11).

0 o) o Q
N - -
‘ B H i R ‘ AN X OH L Ril\ O —V> /@/\)’LO
R 1aqj .~ 2a2} ~ 3a3i 0N 3k
i iv vi
R= 4-H(a)
4-F (b) o o 0
4-Cl (c) .
4-Br (d) RS " NHoH RS NHOH OH
i 2k
4-OMe (e) L~ 4idj = 4a-4h O,N
4-NMe; (f)
1,3-dioxolano (h)
4-NO, (i)

3-NO (j)
NHOH
ON 4k

Esquema 11. Rota sintética dos compostos 4a-4k. i) Acido malonico, piperidina, EtOH, 70°C, MO, 45
min.; ii) CDI, NHOH.HCI, THF anidro, atmosfera inerte, temperatura ambiente, 48 h.; iii) TMSCI, MeOH,
refluxo, 24 h.; iv) KOH, NH;OH.HCIl, MeOH, temperatura ambiente, 6-24 h.; v) RhCI(PPhs3);, THF anidro e
desgaiseficado, H; 2 atm, 24 h.; vi) NaOH, H,O, MeOH, temperatura ambiente, 24 h. * O composto 2d foi obtido
de fontes comerciais.

A primeira etapa de sintese (Esquema 12) consistiu na obten¢@o dos dcidos cindmicos
2a a 2j por meio da condensacdo de Knoevenagel entre benzaldeido e 4dcido maldnico

utilizando-se piperidina como base nitrogenada. Baseando-se nos estudos de Pellén e

00

colaboradores,'® os 4cidos ciniAmicos foram preparados em reator micro-ondas ao invés do

aquecimento convencional com o objetivo de diminuir o tempo reacional.

0 O

. AN H Ac. malénico, piperidina ot AN A OH
[

. EtOH, 70°C, MO .

= 1a-1j Z 2a-2j

Esquema 12. Sintese dos dcidos cindmicos 2a a 2j
O mecanismo de formacdo dos dcidos cindmicos nas condi¢des reacionais descritas é

mostrado no Esquema 13. Inicialmente ocorre a desprotonacido de um dos grupos carboxila do

acido malonico pela piperidina. Em seguida, observa-se uma segunda desprotonacao pela base
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nitrogenada. A forma endlica é estabilizada pela ligacdo de hidrogénio intramolecular
estabelecida no intermedidrio ciclico de 6 membros formado. Portanto, o par de elétrons da
ligacdo dupla da forma endlica atua como nucledfilo ao atacar o carbono carbonilico do
benzaldeido, levando a formagao do intermedidrio tetraédrico. Apds a protonacdo de um dos
atomos de oxigénio, ocorre a etapa de descarboxilac@o. A eliminagdo de CO; poderia conduzir
a formacao dos produtos E ou Z, entretanto, o estado de transi¢do que promove a formacao do

isdbmero E € mais estavel, sendo o tinico produto formado.'?3

A purificacdo dos dcidos cindmicos pode ser realizada de forma simples por meio de
precipitacdo do produto em dgua destilada gelada. Todavia, devido a basicidade do meio de
reacdo, os dcidos cindmicos encontram-se na forma de carboxilatos, sendo necessdrio ajuste do

pH para 3 com acido cloridrico 37% m/v para se observar a precipitacdo dos produtos.

Os rendimentos das reagdes para cada dcido cinamico preparado encontram-se na
Tabela 1, pagina 88, sendo obtidos produtos com rendimentos entre 34-80%. Considerando-se
que a purificacdo dos produtos € realizada em 4gua, os rendimentos sdo afetados pela
solubilidade dos respectivos dcidos cindmicos nesse meio, como observado para o composto

2f.

®
HoNR,

AH.
o) 0 |O
X Oy O
=

Esquema 13. Mecanismo de formacdo dos dcidos cindmicos 2a a 2j por condensacdo de Knoevenagel
123
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5.1.2. Sintese dos compostos 3a a 3i

Os 4cidos cinamicos 2a a 2i obtidos foram submetidos a reagao de esterificacdo com

TMSCI na presenca de metanol (Esquema 14).

TMSCI R N (@]
MeOH, 60°C =

Esquema 14. Sintese dos ésteres 3a a 3i

O mecanismo de formagdo do éster a partir do dcido carboxilico é mostrado no Esquema
15, sendo baseado nos resultados discutidos por Brook e Chan.'?* Inicialmente ocorre a
formacao do silil-éster por meio da reacdo de substitui¢do entre TMSCI e o 4cido carboxilico.
Em seguida, o carbono carbonilico do silil-éster é atacado pelo par de elétrons do oxigénio do
metanol, formando o intermedidrio tetraédrico. Entdo, ocorre a saida do silanol e o
reestabelecimento da ligagdo dupla. Na Tabela 1, pdgina 88, sdo descritos rendimentos
reacionais superiores a 77% para essa etapa de sintese, com excecao do composto 3f, que possui
o substituinte dimetilamino, que apresentou rendimento igual a 43%. Essa diferenca pode ser
justificada pela afinidade do composto pela fase aquosa durante o processo de purificagdo por

extracdo liquido-liquido, dificultando a recuperagdo do produto na fase orginica com melhores

rendimentos.
® H
(Ol’ .
MeOH i(CH MeQ-H
-Cl
R
@ Si(CHa)s XN SiCHa)s
MeO =7 —_— 0
H R Me H

MeOH | - Si(CH3);0H o

N
@ H OMe
N T
B R
N"ome MeQH Me.® H
0
R |

H

Esquema 15. Mecanismo de esterificacdo dos dcidos carboxilicos 2a a 2i em metanol e utilizando-se
TMSCI para obtencdo dos compostos 3a a 3i
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5.1.3. Sintese dos compostos 4a a 4h

Para a obten¢ao dos compostos 4a a 4h, os ésteres correlatos foram submetidos a reagao

com cloridrato de hidroxilamina em meio basico (Esquema 16).

O O

\

R 0 KOH, NH,0H R A NHOH
o |

3a-3i MeOH, t.a. Z  4a-4h

Esquema 16. Sintese dos dcidos hidroxdmicos 4a a 4h

Inicialmente reage-se hidroxido de potassio e cloridrato de hidroxilamina em metanol
para promover a formac¢ao da hidroxilamina livre, como mostrado no Esquema 17. Por se tratar
de uma reacdo exotérmica, € realizada em banho de gelo, observando-se a precipitacdo de
cloreto de potdssio. Ap0Os a adicdo do éster cindmico ocorre a reacdo de substituicdo
nucleofilica mostrada no Esquema 17, na qual o par de elétrons do nitrogénio da hidroxilamina
livre ataca o carbono carbonilico do éster deslocando o par de elétrons da ligacdo dupla para o
oxigénio. Quando a dupla ligacdo se reestabelece o metéxido € eliminado como grupo

abandonador dando origem ao 4cido hidroxamico pretendido.

NH,OH.HCI + KOH == NH,OH + KCI + H,O

.o @ ..@
(0] o-- HoH :o:)
OH
™ O/ = ™ o O/ ™ O/
( ¢NHOH -H20 NHOH
R NH,OH R H
2 O--
*OH .
‘\“ - -MeQ:
0

Esquema 17. Mecanismo de hidroxiamidagdo dos ésteres 3a a 3h para obtengdo dos dcidos
hidroxdamicos 4a a 4h

Devido ao meio de reacdo extremamente basico (pH>12), a reacdo de hidrdlise do éster
concorre com a reagdo de hidroxiamidacdo, formado o dcido carboxilico como subproduto.
Apesar de indesejavel a formacdo de subprodutos, a purificacdo € facilitada pela diferenca de
pKa entre os acidos carboxilicos (pKa~3) e hidroxdmicos (pKa~8). Na etapa de elaboracdo,
todo metanol é evaporado e a mistura de reacdo € solubilizada em dgua destilada. Entdo, o ajuste

do pH para 7 conduz a protonacdo e a precipitacdo do 4cido hidroxamico, enquanto o acido
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carboxilico se mantém soldvel na forma de carboxilato. O produto € filtrado e lavado com dgua
destilada acidificada com écido cloridrico 37% m/v para garantir a protonagao de todos os sitios
dcidos. No caso do composto 4f a precipitacio em dgua mostrou-se menos eficiente devido a
presenca do grupo amino que, ao ser protonado, apresenta maior solubilidade em dgua. Por essa

razdo, ele ndo foi submetido a etapa extra de lavagem em dgua acidificada.
5.1.4. Sintese dos compostos 4i e 4j

A metodologia de sintese dos compostos 4a a 4h, quando aplicada aos compostos
contendo o grupo nitro (4i e 4j), ndo conduziu a formacdo dos 4cidos hidroxamicos em
quantidades satisfatorias, visto que a etapa de purificacio por precipitacao em agua e ajuste do
pH para 7 ndo promoveu a precipitacdo do produto. Devido os procedimentos de purificagdao
por coluna cromatografica ndo se mostrarem efetivos na obten¢dao dos produtos puros, optou-
se por obter os 4dcidos hidroxamicos diretamente dos dcidos carboxilicos por meio da reacao

com N,N’-carbonildimidazol (CDI). (Esquema 18).

CDL, NH,OH
THF anidro, t.a.

Esquema 18. Sintese dos dcidos hidroxdmicos 4i e 4j

O uso de N-acilimidazdis € uma estratégia de ativagdo de dcidos carboxilicos para o
preparo de uma diversidade de produtos como ésteres e amidas, tendo sido seu uso relatado por
Staab e colaboradores.!?>!2° O 4cido carboxilico, quando submetido i reacdo com CDI, conduz
a formacgdo do N-acilimidazol, identificado como II no mecanismo representado no Esquema
19. No mecanismo representado, inicialmente ocorre uma reag¢do dcido base entre o anel
imidazodlico e o dcido carboxilico, resultando na formacdo do fon carboxilato. Entdo, o par de
elétrons do oxigénio do carboxilato realiza um ataque nucleofilico ao carbono carbonilico do
CDI conduzindo a formacdo do anidrido misto I. Nesta etapa, o anidrido misto podera sofrer
um ataque nucleofflico de duas diferentes formas mostradas nos mecanismos A e B. No
mecanismo A, ocorre uma substitui¢do nucleofilica intramolecular, na qual o par de elétrons do
nitrogénio do anel imidazdlico ataca o carbono carbonilico formando um anel de quatro
membros. Em seguida ocorre uma descarboxilacdo para formacdo do N-acilimidazol. No
mecanismo B a substitui¢do nucleofilica ocorre com uma molécula de imidazol atuando como
nucledfilo, desse modo, nao ocorre a formacao do anel de quatro membros. Semelhantemente

a0 mecanismo A, ocorre uma descarboxilagio para formagio do composto II. 1257127
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Ap6s a formagdo do composto II € possivel realizar uma nova substitui¢do nucleofilica
por meio da adicdo de cloridrato de hidroxilamina ao meio de reacdo, como mostrado no
Esquema 20. Nesse caso, o préprio imidazol liberado na formagao do N-acilimidazol serd capaz
de atuar como base para formagdo da hidroxilamina livre. Observa-se que as condi¢des mais
brandas de sintese utilizando CDI favoreceram a formagdo dos produtos 4i e 4j com
rendimentos iguais a 90% e 62%, respectivamente. Apesar de trabalhos da literatura mostrarem
a etapa de elaboracdo da reacdo por extracdo liquido-liquido seguida de purificagdo por coluna
cromatografica de silica-gel, observou-se que a adi¢do de um pequeno volume de dgua destilada

ao meio de reagdo promovia a precipita¢do do produto puro.
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Esquema 19. Mecanismo de formagdo dos N-acilimidazois na etapa de ativagdo dos dcidos
carboxilicos 1127
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Esquema 20. Mecanismo de hidroxiamidagdo dos N-acilimidazois para formagdo dos dcidos
hidroxdmicos 4i e 4 ''®

5.1.5. Sintese dos derivados hidrogenados 2k, 3k e 4k.

A sintese do derivado 4k (Esquema 21) foi motivada pelos resultados iniciais de
atividade anti-ureolitica detalhados no tépico 3 desta secdo. Os resultados mostraram que o
composto contendo o grupo nitro na posi¢do para (4i) apresentava a maior média de inibi¢ao
na concentracdo de 20 uM, sendo escolhido como referéncia para a sintese do andlogo sem a
dupla ligacdo conjugada (4k). Todavia, a presenca do grupo nitro limita o uso de reagentes para

hidrogenagdo convencionais, sendo requeridas condicdes de reacdo seletivas de reducdo.

0] (0]
@/\)J\O/ H,, Rh(PPh,);Cl /@/\)‘\o/
|
| THF anid 3k
1 aniaro 02N

NaOH, H,O0,
MeOH, t.a.

NHOH  cpp nH,0H

B

4k THF anidro

Esquema 21. Rota sintética para obtencdo do derivado 4k

Na literatura é amplamente descrito o uso do catalisador de Wilkinson (Rh(PPh3)3;Cl)
para tal finalidade, sendo mostrado por Vassiliou e colaboradores a redugdo seletiva do éster
3i.'!"” Considerando-se que o preparo dos 4cidos hidroxAmicos nitrados a partir dos dcidos
carboxilicos apresentou melhores rendimentos que a partir dos ésteres, realizou-se a tentativa
de reducdo do 4cido carboxilico 2i. Todavia, ndo se observou a reducao da ligacao dupla apds

48h de reacdo, indicando que o grupo carboxila afeta a atividade catalitica do complexo de
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rédio. Desse modo, optou-se por realizar a hidrogenagdo do éster 3i e, em seguida, sua hidrélise,

para obtencao do 4cido 2i.

Em um primeiro teste, a reacdo de reducdo foi realizada com borbulhamento de
hidrogénio, sendo observada a conversdo de aproximadamente 50% do éster 3i no éster
reduzido 3k em 5 dias de reagdo. Apesar da obten¢do do produto nessas condi¢des, sua
purificagdo se torna um desafio devido as similaridades estruturais com o material de partida.
Por essa razao, a reacdo foi realizada em autoclave com pressao de gas hidrogénio igual a 2 atm
por 24h, sendo observada a hidrogenacao de todo material de partida. Apesar de toda conversao
do material de partida, o rendimento da reacdo (73%) € afetado pela necessidade de purificacdo
do produto final por coluna cromatografica de silica-gel para remocdo dos residuos de

trifenilfosfina oriundos do processo catalitico.

O ciclo catalitico de reducao do éster 3i encontra-se no Esquema 22. O ciclo inicia-se
com a adi¢do oxidativa de Hz ao complexo de 16 elétrons [RhCI(PPh3)3] formando o complexo
di-hidreto de 18 elétrons. Entdo, a saida do grupo fosfina permite a associacdo com o alceno
levando 2 sua insercio migratéria e 2 formacdo do intermedidrio Rh-alquil. E importante
ressaltar que a dissociagcdo do grupo fosfina é fundamental para a atividade catalitica, podendo
ocorrer antes da adi¢do oxidativa de H>. Apds a insercao migratoria, o complexo de 16 elétrons
formado captura um ligante fosfina enquanto a migracao do hidrogénio para o carbono conduz

A eliminagdo redutiva do alcano e a recuperagio do catalisador. 2512
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Esquema 22. Ciclo catalitico de hidrogenacdo do éster 3i utilizando-se o catalisador de Wilkinson

Associacdo
de ligante

&

87

|
PhsP H
>Rhi PPh;
cI” | “PPhs
PPh; Dissociagdo
de ligante
H
Ph3P\R|h _H
ci” PPh,
Associagdo /_/
de ligante
Ph3P\R|h _
cl— \ \RPPh3
Inser¢ao ./_
migratéria
PhoP M /

RA
CO\\PPh3
Rl

R

129

O éster 3k obtido foi hidrolisado em meio basico para a obten¢do do dcido carboxilico

2k e posterior sintese do dcido hidroxdmico 4k mediante reagdo com CDI e cloridrato de

hidroxilamina como descrito anteriormente e mostrado nos Esquemas 19 e 20. O mecanismo

de hidrdlise de 3k € mostrado no Esquema 23, no qual se evidencia o ataque a carbonila do

éster pelo fon hidréxido deslocando o par de elétrons da ligacdo C=0. Em seguida, o grupo

metoxila € eliminado com a formacdo da ligacdo C=0O dando origem ao acido carboxilico

desejado. Todavia, devido ao meio basico o acido carboxilico é desprotonado formando-se o

carboxilato, que serd protonado novamente na etapa de elaboracao da reacao.



Esquema 23. Mecanismo de hidrolise em meio bdsico do éster 3k

88

Tabela 1. Rendimentos dos produtos de cada etapa de sintese e rendimentos globais para obtencdo dos
produtos 4a-4k

Compostos

Rendimentos (%)

Acidos cindmicos

Acidos hidroxamicos

Cadigo Grupo R 2) Esteres (3) @) Global
R N"on R X R " “NHOH
= =

a 4-H 56 87 47 23
b 4-F 53 92 56 27
c 4-Cl 61 91 67 37
d 4-Br a 96 81 78
e 4-OMe 80 94 54 41
f 4-NMe, 44 43 29 6

g 4-CF3 43 95 52 21
h 1,3-dioxolano 53 77 33 13
i 4-NO» 59 77 90¢ 53
J 3-NO» 34 a 62¢ 21
k 4-NO; reduzido 79° 73¢ 59¢ 16

30 composto 2d foi obtido de fonte comercial e 3j ndo foi sintetizado. O 4cido carboxilico 2k foi obtido da
hidrélise de 3Kk.°O éster 3k foi obtido da redugio catalitica de 3i. Os dcidos hidroxamicos 4i, 4j e 4k foram obtidos
em duas etapas a partir da conversdo direta dos dcidos carboxilicos aos dcidos hidroxamicos utilizando-se CDI. O

rendimento global da producgado de 4k envolve 5 etapas de reagdo.

5.2. Caracterizacao

Os compostos obtidos foram caracterizados por espectroscopias na regido do

Infravermelho com Transformada de Fourier no modo de refletincia total atenuada (FTIR-

ATR) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Os compostos utilizados nos testes in-vitro

também foram caracterizados por Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (HR-MS) e

Andlise Elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN).
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5.2.1. Espectroscopia na regiao do infravermelho

Considerando-se as similaridades estruturais entre os acidos cinamicos, decidiu-se
discutir mais detalhadamente nesta se¢ao os resultados de caracterizacdo para os compostos 4-
nitro substituidos (série 1). Todavia, a discussdo apresentada pode ser estendida de forma similar

aos demais compostos.

Na Figura 27 € apresentado o espectro na regido do infravermelho para o dcido cinamico
2i, no qual é possivel observar a banda intensa em 1684 cm™! caracteristica do estiramento de
ligacbes C=0. Em geral, o nimero de onda de estiramento das ligacdes C=0 em 4cidos
carboxilicos sdo observadas entre 1730-1700 cm™!, entretanto, a conjugagio com ligacdo dupla
promove o deslocamento para valores menores. Devido a possibilidade de dimerizagdo via
ligacdo de hidrogénio (Figura 26), a banda concernente ao grupo hidroxila pode ser vista na
regido entre 3400 e 2400 cm™! e sobreposta 4 banda relativa ao estiramento da ligacdo C-H de
alcenos em 3114 cm™. A banda relativa ao estiramento da ligagio C=C pode ser observada em
1630 cm™. Em 847 cm™! encontra-se presente a banda intensa indicativa de anéis aromadticos
para-substituidos em concordancia com as bandas observadas em 1426 e 1596 cm’! relativas
ao estiramento das ligagdes C=C de aromadticos. Na mesma regido se observam as bandas

intensas referentes aos estiramentos assimétrico e simétrico do grupo nitro em 1520 e 1307 cm”
1

, respectivamente.
9--H-0
R—( )R
0-H---0

Figura 26. Dimerizagdo do dcido carboxilico via formagdo de ligacdes de hidrogénio
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Figura 27. Espectro na regido do infravermelho (ATR, 600-4000 cm™) para o composto 2i

Na Figura 28 é mostrado o espectro na regido do infravermelho para o éster 3i.
Semelhantemente ao dcido cindmico 2i, € possivel observar as bandas de estiramento referentes
a C=C de aromaticos em 1600 e 1436 cm™! e os estiramentos do grupo nitro em 1508 e 1341
cm’!. Nota-se que, em relacdo ao 4cido cinidmico, a banda referente a C=0 desloca-se para
regides de maior nimero de onda (1726 cm™), uma vez que ndo ocorre o enfraquecimento da
ligacdo C=0 pela formacao das ligacdes de hidrogénio possiveis no dcido carboxilico. Em 2920

cm! é possivel observar os estiramentos concernentes as ligacdes C-H do grupo metil.
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Figura 28. Espectro na regido do infravermelho (ATR, 600-4000 cm™) para o composto 3i

O espectro na regido do infravermelho para o composto 4i € mostrado na Figura 29.
Observam-se as bandas em 3586 e 3330 cm™! referentes aos estiramentos das ligagdes N-H e
O-H, respectivamente. A banda relativa a C=0 encontra-se com intensidade e frequéncia (1652
cm’!) notavelmente menores quando comparada aos compostos 2i e 3i. Esse resultado pode ser
explicado pelo aumento da energia do HOMO (do inglés, Highest Occupied Molecular Orbital)
do substituinte ligado a carbonila devido a sobreposi¢do do orbital contendo os elétrons nao-
ligantes do nitrogénio com o orbital contendo os elétrons ndo-ligantes do oxigénio (efeito alfa).
O aumento da energia do HOMO favorece sua sobreposi¢cao com o LUMO (do inglés, Lowest
Unoccupied Molecular Orbital) da ligagao C=0, enfraquecendo a ligacao dupla entre carbono
e oxigénio. No dcido hidroxamico as bandas referentes ao grupo nitro podem ser visualizadas

em 1498 ¢ 1342 cm’!.
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Figura 29. Espectro na regido do infravermelho (ATR, 600-4000 cm™) para o composto 4i

Na Tabela 2 sdo representadas as frequéncias de estiramento das ligacdes C=0
comparativamente para os dcidos cindmicos, ésteres e dcidos hidroxamicos sintetizados. Como
esperado, nota-se que os compostos sem a ligacdo dupla (série k) apresentam as maiores
frequéncias de estiramento para a ligacdo C=0 devido a auséncia de conjugacdo com o alceno.
Analisando-se os dados da Tabela 2 observa-se que ndo hd uma relagdo clara entre as
caracteristicas doadoras/retiradoras de densidade eletronica dos substituintes e as frequéncias
de estiramento. Todavia, para compostos com grupos de caracteristicas opostas (séries i e f),
pode-se observar o aumento das frequéncias de estiramento da C=0O com aumento do efeito
retirador de densidade eletronica. Os demais espectros na regido do infravermelho encontram-

S€ na segﬁo anexos.
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Tabela 2. Frequéncias de estiramento da ligacdo C=0 dos dcidos cindmicos, ésteres e dcidos
hidroxamicos sintetizados

Frequéncias de estiramento C=0

Composto (em™)
(0]
N N ' Acidos cinAmicos Esteres Acidos hidroxamicos
R—: R (R’=0OH) (R’=0OMe) (R’=NHOH))
=
a 4-H 1678 1712 1665
b 4-F 1684 1706 1668
c 4-C1 1675 1704 1665
d 4-Br a 1710 1666
e 4-OMe 1674 1714 1662
f 4-NMe, 1666 1700 1658
g 4-CF; 1690 1710 1652
h 1,3-dioxolano 1691 1700 1654
i 4-NO, 1684 1726 1652
J 3-NO, 1690 NS 1656
k 4-NO; reduzido 1700 1728 1674

NS=Nio sintetizado

5.2.2. Espectroscopia de Ressoniancia Magnética Nuclear

De forma semelhante a se¢do anterior, optou-se por discutir os espectros concernentes
a série de compostos 4-nitro substituidos, sendo possivel aplicar as consideracdes realizadas

aos demais compostos.

No espectro RMN de 'H para o 4cido cinAmico 2i (Figura 30) observam-se os dois
dupletos inerentes aos hidrogénios vinilicos H2 e H3 em 6,74 e 7,69 ppm, respectivamente. E
importante ressaltar que H3 encontra-se mais desblindado que H2 devido a conjugagdo com a
carbonila que torna C3 mais deficiente em elétrons (Esquema 24). A constante de acoplamento
entre H3 e H2 € igual a 16,0 Hz, confirmando a obtencdo do estereoisdmero E. Também sao
observados outros dois dupletos com constante de acoplamento igual a 9,0 Hz referentes aos
hidrogénios do anel aromaético, sendo o dupleto localizado em 8,23 ppm correspondente aos
hidrogénios H6 e H8 e o dupleto em 7,97 ppm aos hidrogénios H5 e H9. A maior desblindagem
dos hidrogénios H6 e H8 se justifica pela presenca do grupo nitro na posi¢do para atuando
como um retirador de densidade eletronica mais efetivo nas posi¢des orto € para ao grupo nitro
como mostrado no Esquema 25. Também foi possivel observar o sinal relativo a OH em 12,73

ppm, corroborando a formacao do 4cido carboxilico.
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) para o composto 2i

Os espectros dos experimentos de RMN de *C e DEPT-135 sdo mostrados na Figura
31. Os sinais referentes aos carbonos ndo-hidrogenados podem ser vistos em 167,0; 148,0 e
140,8 ppm, sendo referentes aos carbonos C1, C7 e C4, respectivamente. Os carbonos C1 e C7
encontram-se mais desblindados por estarem diretamente ligados a dtomos retiradores de

densidade eletronica. A desblindagem do carbono C4 pode ser explicada pelas estruturas de
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ressonancia mostradas nos Esquemas 24 e 25, observando-se que ele se encontra deficiente em
elétrons por estar em posi¢do para ao grupo nitro e ligado a um dtomo de carbono também

deficiente em elétrons.

Os sinais dos carbonos hidrogenados relativos ao anel aromético encontram-se em 129,3
e 123,9 ppm, sendo o carbono orfo em relacdo ao grupo nitro o mais blindado. A aparente
contradi¢cdo na atribui¢do em relagcdo ao discutido anteriormente pode ser explicada devido os
conceitos de quimica orgénica cldssica de reatividade e regiosseletividade para anéis aromaticos
ndo se relacionarem de forma simples com os deslocamentos de RMN de !*C. No caso dos
compostos nitrados é importante avaliar a contribuicdo do sistema ¢ tanto quanto o sistema «
de elétrons na atribuicdo. Antagonicamente ao sistema 7, no sistema ¢ o grupo NO; promove o
aumento de densidade eletronica nos carbonos orto € para, visto que os rearranjos de carga no

sistema 6 sdo apenas parcialmente explicados pelo efeito indutivo.'°

Os sinais referentes aos carbonos C3 e C2 sdo observados em 141,3 e 123,6 ppm,
respectivamente, sendo o maior deslocamento do sinal de C3 explicado pelas estruturas de

ressonincia mostradas no Esquema 24.
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Figura 31. Espectros de RMN de '3C (abaixo) e DEPT 135 (acima) para o composto 2i (100 MHz,
DMSO-ds)
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O espectro de RMN de 'H para o composto 3i é mostrado na Figura 32. Em relacdo ao
espectro do composto 2i € possivel notar a presenca do sinal em 3,75 ppm, evidenciando a
formacdo do éster. Os espectros de RMN de '*C e DEPT-135 (Figura 33) mostram o sinal em

51,8 ppm, corroborando a presenca do grupo CH3.
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Figura 32. Espectro de RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds) para o composto 3i
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Figura 33. Espectros de RMN de '3C (abaixo) e DEPT 135 (acima) para o composto 3i (100 MHz,
DMSO-ds)

No espectro de RMN de 'H para o 4cido hidroxamico 4i (Figura 34) é possivel observar
que os hidrogénios H2 (6,65 ppm), H3 (7,57 ppm), HS e H9 (7,84 ppm) encontram-se mais
blindados do que no écido carboxilico 2i, sendo esse resultado compativel com o efeito doador
de densidade eletronica do nitrogénio. Os sinais dos hidrogénios pertencentes ao grupo NHOH
também podem ser vistos em 8,20 ppm (NH) e 10,94 ppm (OH). Os espectros de RMN de *C
e DEPT-135 (Figura 35) evidenciam o efeito doador do nitrogénio no deslocamento do carbono
C1 do composto 4i, sendo o sinal de C1 encontrado em 161,9 ppm, um valor inferior ao

observado para o dcido cinamico 2i.
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Na Tabela 3 encontram-se de forma comparativa os valores de deslocamento e
constantes de acoplamento para os hidrogénios H2 e H3 dos 4cidos hidroxamicos sintetizados.
E possivel perceber que a presenca de grupos doadores de densidade eletrOnica resulta em
menores valores de deslocamento quimico, enquanto grupos retiradores produzem o efeito
oposto. Por exemplo, os compostos 4i e 4j sao os que possuem maiores valores de deslocamento
para ambos hidrogénios devido a maior deficiéncia eletronica causada pelo grupo nitro. O efeito
doador/retirador do substituinte sobre a eletrofilia do carbono C3 serd de fundamental
importancia para a discussao acerca da atividade anti-ureolitica dos acidos hidroxamicos no

topico 3 da se¢do Resultados.

Tabela 3. Deslocamentos quimicos (J) de 'H (400 MHz, DMSO-djs) e constantes de acoplamento (J)
para H2 e H3 dos 4cidos hidroxamicos 4a a 4k

Composto R H3 H: J (Hz) Ref.
o)
N 3 NHOH o (ppm); o (ppm); acoplamento
R P 2 multiplicidade multiplicidade H,-H3
4a 4-H 7,38-7,48; m 6,47,d 16,0 13
4b 4-F 7,45;d 6,40; d 16,0 131
4c 4-Cl 7,43-7,47; m 6,46; d 16,0 132
4d 4-Br 7,43;d 6,48; d 16,0 131
4e 4-OMe 7,40; d 6,32;d 16,0 131
4f 4-NMe, 7,31-7,38; m 6,19;d 12,0 -
4g 4-CF; 7,53;d 6,59; d 16,0 133
4h 1,3-dioxolano 7,37;d 6,29; d 16,0 133
4i 4-NO» 7,57; d 6,65; d 16,0 131
4j 3-NO; 7,59; d 6,65; d 16,0 -
4k 4-NO; reduzido 2,95;t 2,32;t 8,0 -

5.3. Atividade anti-ureolitica

5.3.1. Determinacio dos valores de concentracao inibitéria média (Clso)

Os testes de inibicdo enzimdtica foram conduzidos utilizando-se o método do indofenol

na presenga de urease de Canavalia ensiformis purificada. Inicialmente os compostos 4a a 4i
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foram testados na concentracdo de 20 uM para determinar quais apresentariam atividade
inibitéria superior ao composto referéncia, o acido acetoidroxamico (AAH). As médias de
inibi¢do encontradas sdo mostradas na Figura 36, assim como os valores de desvio padrdo. Os
resultados de média de inibicao indicam uma tendéncia de crescimento da atividade inibidora
com o cardter retirador de elétrons do grupo R. Uma comparac¢ido mais precisa dos resultados
foi obtida aplicando-se one-way ANOVA as médias de inibi¢dao (a = 0,05; pvalor < 0,0001)
com pos-teste de Scott-Knott (o = 0,05) para agrupamento dos compostos de acordo com suas

capacidades inibidoras (Figura 36).

100 a
0
Q_ i b b b b -
X
< go- R NHOH
o =
1& -
5 60+ R= 4-H(a)
€ . 4-F (b)
_ 4-Cl (c)
% 40 4-Br (d)
) 7 4-OMe (e)
o 204 4-NMe; (f)
s i 4-CF3 (g)
1,3-dioxolano (h)
0- 4-NO; (i)

AAH4a 4b 4c 4d 4e 4f 4g 4h 4i 3-NO; ()

Figura 36. Médias de inibicdo e desvio padrdo para urease de Canavalia ensiformis na concentragdo
de 20 uM dos compostos 4a-4i. Letras distintas no topo das barras indicam diferencgas significativas (teste de
Scott Knott; p < 0,05). AAH, dcido acetohidroxdmico

Os compostos identificados pelas letras a, b e ¢ foram mais ativos que o AAH (17,4%
de inibi¢do) como indicado pelas suas porcentagens de inibi¢do superiores a 60%. Ao contrario
dos demais 4cidos cinamoilidroxamicos, o composto 4f (5,7% de inibi¢do) apresentou média
de inibicdo cerca de trés vezes menor que o AAH, indicando que a presenca de um forte doador

de densidade eletronica seria desfavoravel a atividade.

Os resultados da triagem inicial foram o critério determinante para quais compostos
seriam incluidos nos estudos de Clso, sendo que apenas os mais ativos que AAH seriam
considerados. Considerando que o composto 4i apresentou a maior capacidade inibidora na
concentragdo de 20 uM, a determinag@o dos valores de Clso incluiu o composto 4j a fim de se
avaliar a influéncia da posi¢ao do grupo nitro no anel aromdtico na atividade inibitdria.

Semelhantemente, o composto 4k foi sintetizado e testado para avaliar o efeito da ligagao dupla
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conjugada na atividade inibidora, uma vez que aceptores de Michael podem interagir com os

residuos de cisteina presentes no flap mével da urease.

Os valores de Clso, mostrados na Tabela 4, foram determinados utilizando-se o Método
dos Minimos Quadrados Ordindrios (MMQO). AAH apresentou valor de Clso igual a 101,0 +
10,3 uM, similar ao descrito na literatura (Clso= 120 uM) para urease de Canavalia
ensiformis.%® Os resultados obtidos sugerem uma relacdo direta entre o efeito retirador de
elétrons do grupo R e a atividade anti-ureolitica, indicando que o potencial inibitério cresga
com a eletrofilia do carbono f. Essa tendéncia é exemplificada quando observado que o
composto 4i (R=4-NO, Cl50= 3,8 £ 0,1 uM) exibe maior atividade que 4a (R=4-H, Clso=7,6
+ 0,3 uM) que, por sua vez, é mais ativo que 4e (R=4-OMe, Clso= 12,8 £ 0,9uM). Os valores
de Clso para 4j também estdo de acordo com essa observacdo. A presenca do grupo nitro na
posicao meta reduz o efeito retirador de elétrons no carbono f, resultando em um valor maior

de Clso quando comparado ao composto com 0 grupo nitro na posi¢ao para.

Os resultados da Tabela 4 também revelam uma redugdo significativa da atividade
inibidora quando ndo hd ligacdo dupla entre os C2-C3, como evidenciado pela poténcia do
composto 4i ser aproximadamente 10 vezes maior que a do composto 4k. Estes resultados
corroboram a hipétese de interacdo do residuo de cisteina com a ligagdo dupla conjugada e
ressaltam o aumento do efeito antiureolitico alcangado com hibridos moleculares de acidos

hidroxamicos e aceptores de Michael.
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Tabela 4. Porcentagens médias de inibigdo na concentragdo de 20 uM e valores de Clso dos dcidos
cinamoilidroxdmicos sintetizados para urease de Canavalia ensiformis

Composto R % Inibicao a 20 uM Clso (uM)
0
/@M NHOH Média? + DP Média® + DP
R
AAH - 174 +4,8 101,0 10,3
4a 4-H 82,9+32 7,6 +0,3
4b 4-F 84,5 +3,9 48+0.3
4c 4-Cl 80,1 + 1,8 59+0.5
4d 4-Br 81,8 +2,7 57+14
de 4-OMe 653 +7.8 128+0.9
af 4-NMe: 57%50 ¢
4g 4-CFs 64,0 + 8.4 10,0+ 1,0
4h 1,3-dioxolano 76,3 + 2.4 10,1 +2.4
4i 4-NO, 93.7+2.6 3,8+0,1
4 3-NO, ‘ 6,0+04
4k 4-NO; reduzido c 43,0+2,7

“Normalidade avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk (a = 0,05; pvaior = 0,0688) e homocedasticidade pelo teste de
Cochran (o = 0,05; Cubelado = 0,3733; Cealeutado = 0,2936). POs valores Clso foram determinados utilizando-se

MMQO. °Nio foram avaliados no experimento.

5.3.2. Efeito dos acidos hidroxamicos sintetizados nos parametros cinéticos de urease

de Canavalia ensiformis

Os compostos 4a, 4e, 4i e 4k foram escolhidos para os ensaios de avaliacdo dos
parametros cinéticos de urease de Canavalia ensiformis para uma melhor compreensao dos seus
mecanismos de inibicdo e, mais especificamente, explorar se as diferencas estruturais
resultavam em diferentes tipos de inibi¢do. Na Figura 37 estd representado o gréfico da
velocidade inicial (Vp) em fungdo da concentracdo de ureia, obtido nos ensaios com 4i,
exemplificando o comportamento catalitico do tipo Michaellis-Menten para a urease. Esse
comportamento foi observado para as andlises com os demais dcidos hidroxamicos, sendo
encontrados valores de K, igual a 4,0 £ 1,2 mM e velocidade médxima (Vu4x) igual a 3,1 £ 0,5

umol NH4* por minuto por mg de proteina, de acordo com o encontrado na literatura.”%!34
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Figura 37. Grdfico do tipo Michaellis-Menten para urease de Canavalia ensiformis nos ensaios com o
composto 4i na presenca e auséncia de inibidor (I-Free). Concentracdes de ureia entre 1-32 mM

Nos gréficos de Linewaver-Burk (Figura 38) observa-se que para os compostos 4a e 4i,
as linhas se interceptam no segundo quadrante, indicando uma inibi¢do do tipo mista. Um
inibidor misto classico € definido pela sua capacidade de se ligar a enzima livre e ao complexo
enzima-substrato (ES).!*> Duas constantes de equilibrio de dissociagdo, K; e K;’, estdo
associadas a uma inibi¢do mista, sendo K; referente a dissociagdo do complexo enzima-inibidor
(complexo EI) e K;’, associada a dissociagdao do complexo enzima-inibidor-substrato (ESI). As
constantes K;e K;’ para 4a e 4i sdo mostradas na Tabela 5. Em contraposi¢@o, nos graficos de
4e e 4k a intercep¢do das retas ocorre no eixo y, um padrido caracteristico de inibicdes
competitivas. Nesse caso, o inibidor é capaz de se ligar apenas a enzima livre, impedindo a
ligacdo do substrato e resultando em uma tunica constante de equilibrio de dissociacdo (K)),
relacionada ao complexo EI. Devido inibidores competitivos se ligarem a enzima de modo que
impeca a ligacdo do substrato é possivel assumir que tal tipo de inibidor se ligue diretamente
a0 sitio ativo enzimdtico. Todavia, como discutido por Copeland,'* o inibidor competitivo
também pode se ligar a um sitio alostérico da enzima impedindo a ligacdo do substrato com o

sitio ativo.

As diferencas observadas entre os efeitos causados pelos compostos avaliados nos
parametros cinéticos da urease mostram que os dcidos cinamoilidroxamicos sintetizados inibem
a enzima por mecanismos distintos. Em geral, dcidos hidroxamicos sdo conhecidos como
inibidores competitivos que se ligam aos fons niquel do sitio ativo através de seus dtomos de
oxigénio.**1% Esse tipo de inibicdo foi observado para os compostos 4e e 4k, sendo possivel
inferir que interajam com o sitio ativo de maneira semelhante. Todavia, os compostos 4a e 4i

comportaram-se como inibidores mistos. Apesar de inibidores mistos serem definidos pela sua
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ligacdo a um sitio alostérico da enzima, na literatura sdo descritos derivados de dacido
hidroxamico que exibem padrao de inibi¢cdo do tipo misto, mas interagem com o sitio ativo e
com um sitio alostérico.!**1*> Semelhantemente, Copeland também discute as possibilidades
mecanisticas para que um inibidor que se ligue ao sitio ativo exiba um padrdo tipico de

inibidores mistos. '3

Considerando-se as caracteristicas estruturais dos 4cidos cinamoilidroxamicos
avaliados € possivel sugerir que a eletrofilia do carbono f influencie no tipo de inibicdo por
meio da sua possivel ligagdo com o residuo de cisteina presente no flap mével da enzima. Nos
compostos 4a e 4i o carbono f € suficientemente eletrofilico para se ligar ao sitio alostérico,
podendo interagir com o sitio ativo via grupo hidroxamato e com o residuo de cisteina via
ligacdo dupla. Entretanto, no composto 4e, o efeito doador de densidade eletronica do grupo
metoxila reduz a eletrofilia do carbono f, resultando em sua agdo apenas como inibidor
competitivo. A mesma conclusdo pode ser aplicada ao composto 4k, no qual ndo existe ligacdo

dupla entre C2-C3, o que impede a ligacao com sitio alostérico.

Os valores de constantes de equilibrio de dissociacdo (Tabela 5) revelam que 4i tem
uma maior afinidade pela enzima livre e pelo complexo ES que os demais compostos testados,
em concordancia com os valores de Clso observados. Os resultados para 4a e 4i também
mostram que os valores de K; sdo superiores aos de K;’, evidenciando que esses compostos

possuem maior afinidade pela enzima livre do que pelo complexo enzima-substrato.

Tabela 5. Efeito dos dcidos hidroxdmicos na cinética de urease de Canavalia ensiformis

K (aM)* K (uM)*
Composto  Tipo de inibicao Média 2 EP Média < EP
4a Mista 0,99 + 0,07 253£70
4e Competitiva 3,3+0,3 B
4i Mista 0,44 % 0,07 5,7£29
4k Competitiva 73+2,1 :

* K;representa a constante de equilibrio de dissociacdo para o complexo EI e K;’a constante de equilibrio
para o complexo ESI. Urease incubada com ureia (1-32 mM) na presencga ou auséncia de acidos hidroxamicos (1-
60 uM).
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Figura 38. Grdficos de Linewaver-Burk para os compostos 4a, 4e, 4i e 4k na presenga ou auséncia (I-
Free) de inibidor e em concentragoes de ureia variando entre 1-32 mM

5.4. Estudos de biofisica

5.4.1. Estudos de interacao e parametros termodinimicos

Os estudos discutidos abaixo foram realizados em parceria com o grupo de pesquisa do
professor Dr. Josué C. C. Santos do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade

Federal de Alagoas (UFAL).

Diante dos resultados obtidos pelos experimentos de cinética, estudos biofisicos de
interacdo entre os dcidos hidroxamicos 4a, 4e, 4i e 4k e a urease de Canavalia ensiformis foram
conduzidos a fim de se investigar 0 mecanismo de acdo desses compostos no processo de
inibicdo da enzima. Normalmente, a fluorescéncia intrinseca das proteinas estd associada a trés
fluoréforos: residuos de triptofano (Trp), tirosina (Tir) e fenilalanina (Phe). Entretanto, para a
urease, o residuo Phe tem um baixo rendimento quantico de fluorescéncia (® = 0,04) e a
fluorescéncia do residuo Tyr (® = 0,14) é quase totalmente suprimida por interagcdes com

grupos carboxilas das cadeias peptidicas ou por transferéncia de energia para o residuo de
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Trp.!221% Assim, a urease é uma enzima multitriptofano, possuindo quatro residuos Trp nas
posicdes 495, 648, 708 e 728, sendo esse 0 maior contribuinte da fluorescéncia intrinseca da
proteina e utilizado para obter informagdes sobre processos de interacdo urease-ligante e
mudancga conformacional na estrutura nativa da enzima induzida pelo ligante ao redor do sitio

ativ0.143_145

O processo de interacdo entre os dcidos hidroxamicos e a urease no estado estacionario
foi avaliado a partir de titulacdes fluorimétricas baseando-se na fluorescéncia intriseca dos
residuos de aminodcidos fluorogénicos da urease. A intensidade de fluorescéncia da urease na
auséncia e presenca dos derivados 4a, 4e, 4i e 4k foi monitorada em 337 nm (Aex = 280 nm).
Na Figura 39 esta representado o grafico da titulacdo da urease com 4i, os demais compostos
avaliados apresentaram perfil semelhante (Figura S105, encontrada na se¢do anexos). A adi¢ao
de quantidades crescentes de 4i a urease levou a supressdo da intensidade de fluorescéncia e
um deslocamento do Amsx de emissdo de 337 para 346 nm (Figura 39A). Para se avaliar a forca
da interacao entre a urease e os acidos hidroxamicos sintetizados, a constante de ligacio (Kjp)

foi calculada usando os modelos ndo-lineares descritos nas equacdes 1 e 2.146:147

E -F [P], +[L], +K, - \/([P]t +[L], + K, )" - 4x[P], x[L],
F,-F 2x[P],

1
<[z ®

Naequacdo 1 Fo e F correspondem a fluorescéncia na auséncia e na presenca do ligante,

oY)

respectivamente. Fc € a fluorescéncia da proteina totalmente complexada, [P]; € a concentracdo
total de proteina, [L]. € a concentragdo adicionada do ligante, K, € a constante de dissociacao e
o inverso dessa confere K.!*® Para avaliar a afinidade dos derivados 4cidos hidroxamicos (4a,
4e, 4i e 4k) estudados com a urease, os valores de K, foram comparados (Figura 39B), sendo
que, quanto menor Ky, maior K, e consequentemente maior a afinidade do composto a
enzima.'**!%7 Assim, o derivado 4i (R = 4-NO,) apresentou uma maior interagio com a urease
que o 4a (R = 4-H), seguido do 4e (R = 4-OMe), tendo esse a maior afinidade a enzima,
demonstrando a importancia da eletrofilia da ligacdo dupla no processo de intera¢do/reacgao,
corroborando os resultados de inibicdo. Nesse sentido, a maior interagdo de 4i com a urease
pode estar associada a dois fatores: i) a ligagdo dupla do sistema ¢, f-insaturado, que pode levar

a reacdes com grupos nucleofilicos presentes na urease; ii) ao grupo retirador de densidade
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eletronica (NOz), que pode levar a ligacdes de hidrogénio ou eletrostiticas ou outras com
residuos de aminodcidos que sdo essenciais para que a enzima exerc¢a sua fung¢do. No geral, os
compostos avaliados seguiram a seguinte ordem de afinidade pela enzima: 4i > 4a > 4e > 4k,
corroborando os resultados de inibi¢ao. Avaliando a correlagao das varidveis independentes Ky
e Clso (Figura S106, encontrada na se¢do anexos), bem como a influéncia dessas no mecanismo
de acdo dos compostos avaliados frente a urease, pdde-se notar uma correlacio positiva (R? =
0,72219) com propriedades diretamente proporcionais, em que, quanto maior a afinidade do

derivado 4cido hidroxamico (K4 menor), maior inibi¢ao (Clso menor).
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Figura 39. Interacdo da urease com os dcidos hidroxamicos 4a, 4e, 4i e 4k. A) Titula¢do fluorimétrica
da urease com o derivado 4i; B) Constante de ligacdo Kq da urease com os derivados 4a, 4e, 4i e 4k; C) Grdfico
de Stern-Volmer para o 4i-urease em fungdo da concentragdo de 4i; D) Constante de quenching da urease com
os derivados 4a, 4e, 4i e 4k

Utilizando-se a equagdo 3 calculou-se a constante de quenching (Ks ) para os compostos

avaliados (Figura 39D), as quais seguiram a mesma tendéncia obervada para constante de



108

ligacdo, 4i (R =4-NO») > 4a (R =4-H) > 4e (R = 4-OMe), demonstrado que a ligagdo dupla do
sistema ¢,f-insaturado também influencia no processo de supressdo da intensidade de
fluorescéncia. Além disso, a fim de saber a influéncia do substituinte no processo de inibi¢ao
da urease, foi avaliado o mecanismo de quenching preferencial entre os derivados com o grupo

eletroador (4e) e eletroretirador (4i), usando-se a equagao de Stern-Volmer (Equacao 3):

F
70=1+ K zlel=1+K [0] (3)

Nesta equacao Fo e F sdo, respectivamente, as intensidades de fluorescéncia na auséncia
e na presenga do derivado &4cido hidroxamico. K; é a constante da taxa de extingdao
biomolecular, 19 é o tempo de vida média (107 s) e [Q] € a concentracdo do ligante (quencher).
Assim, o aumento da temperatura leva a um aumento no nimero de colisdes entre o fluoréforo
(urease) e a espécie quencher, gerando a ocorréncia de um quenching dindmico; o valor de Ksy
serd diretamente proporcional a temperatura. Por outro lado, no quenching estéitico, o aumento
da temperatura ocasiona uma reducdo do valor de Ksy, ou seja, essas varidveis serdo
inversamente proporcionais, pois com o aumento da temperatura o complexo formado tende a
se desestabilizar, reduzindo assim o valor da constante.'*® Assim, para os compostos 4e e 4i, 0
aumento da temperatura levou a diminui¢ao de Ksv (Tabela 6), indicando o quenching estatico
como o dominante no complexo formado. Adicionalmente, como os valores de K, > 2,0 x 10'°
M s (constante de difusdo limitante), o quenching dominante no sistema supramolecular
formado é estatico.!'”!*® Ademais, as for¢as preferenciais que estabilizam os sistemas 4e—
urease e 4i—urease foram avaliadas a partir do cédlculo dos parametros termodinamicos obtidos,
usando trés temperaturas distintas (Tabela 6), a partir da linearizagcdo da equacao de Van’t Hoff

(Equagdo 4):

logk,=— 2H x| 1], A3 4
CRTT TR YT|T R @

Nesta equacdo T € a temperatura em Kelvin (K) e R a constante dos gases ideais. Na
Figura S108 (encontrada na secdo anexos) representa a linearizacio grafica da Equacdo 4. A

energia livre de Gibbs (AG) foi calculada usando a Equacdo 5:
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)
AG=AH-TAS

Considerando os valores negativos calculados para AG (Tabela 6), pode-se inferir que
a formagao dos sistemas 4e e 4i-urease ocorreu espontaneamente (AG < 0). As forgas de ligagao
preferenciais em ambos os sistemas foram interagdes eletrostaticas ja que AH < 0 e AS > 0,
possivelmente sugerindo interacdo com fons Ni (II) no sitio ativo ou residuos de aminoacidos

carregados na cadeia lateral.'?



Tabela 6. Parametros de ligagcdo e termodindmicos entre os derivados do dcido hidroxamico 4e e 4i e a urease de Canavalia ensiformis

110

Parametros de ligacao

Parametros termodinamicos

Ligante T (°C) Ky K, K K ) AG AH AS
(X104M-1) . (x102 M5!y (UM) (x10°M™1 ' (Kjmol!) (Kjmol!) (Jmol?)
22 277 *014) 09762 2,77 15,67 (£1,66) 0,64 (x0,07) 09168  -4,42
4e 30 275(+022)  0,0309 2,75 18,06(+x1,91) 0,55 (£0,06) 0,9457  -4,11 -18,8 +38.,56
38 233 (20,09)  0,9839 2,33 21,77(x1,73) 0,46 (£0,04) 09592  -3,80
22 425(+0,15)  0,98499 4,25 2,15(0,31) 4,65 (x0,66) 0,9460  -31,24 P 2
4i 30 4,14 (£0,15)  0,99406 4,14 3,25(+0,29) 3,08 (¥0,24) 09736  -31,23
38 3,95 (£0,09)  0,98946 3,95 4,16(x0,34) 2,40 (¥0,19) 09811  -31,22
0]

O,N i

O

~0 4e
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5.4.2. Avaliacoes de mudancas conformacionais na cadeia polipeptidica da urease

As mudancas conformacionais nos residuos de Tir e Trp da urease advindas da presenga
dos derivados 4e e 4i foram avaliadas por fluorescéncia tridimensional (3D) (Figura 40). Nos
espectros de fluorescéncia 3D (Figura 40), podem ser avaliados trés picos de emissdo: i) o pico
1, que corresponde ao efeito de dispersao Rayleigh, caracterizada pela reemissao de radiacdo
(Aex = Aem) da agua (solvente); ii) o pico 2, que corresponde a emissdo dos residuos Trp e Tir
excitados a 280 nm; iii) e o pico 3 que corresponde a excitagdo de estados eletronicos mais
excitados dos residuos aromaticos presentes na proteina, informando sobre o microambiente

destes.!*

400 +

A_/nm
ent

300

250 T T
250 300 350 400

A /nm

Figura 40. Espectros de fluorescéncia tridimensional da urease livre 2uM (A), na presenga de 10 uM
de 4i (B) e 10 uM de 4e (C). Condigées: tampdo fosfato de sodio 20 mM pH 7,4, 30 °C

Quando se avaliam os picos 2 e 3 da Figura 40 de modo quantitativo (Tabela 7), nota-
se que as intensidades de fluorescéncia (IF) dessas regides foram reduzidas entre 25-39%
quando adicionados os ligantes (4e e 4i). Esses resultados indicam que podem estar ocorrendo
mudancas na estrutura nativa da urease, principalmente no microambiente préximo aos residuos
dos amino4cidos fluorogénicos Trp e Tir.!?>!% Além disso, pode-se notar que o composto com
substituinte eletroretirador (4i) reduz em até 10% a mais a IF em relacdo ao composto com o

grupo eletrodoador (4e).
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Tabela 7. Parametros de fluorescéncia 3D para urease livre (2 uM) e na presenca de 4e e 4i (10 uM)
em tampdo fosfato de sodio 20 mM, pH 7,4, 30 °C

Urease (Ligante-Urease) 10 uM
Ligante Pico .
Posicao Stokes ) Posicao Stokes
Ohex/hem) AX (nm) IF- (a.u.) Owedhem) A (nm) IF (a.u.)
150_
1 e 51000 Aex=hem 0 51000
em
521,3 379,7
4e 2 286/334 48 (100%) 286/336 50 (73%)
3834 2854
3 238/336 98 (100%) 238/339 101 (74%)
1 Aex=Aem 0 >1000 Aex=iem 0 >1000
4i 7423 462,1
2 286/338 52 (100%) 283/342 59 (62%)
3 238/337 99 408,4 238/339 101 295,2

(100%) (63%)

*Deslocamento de Stokes (AL =Aem - Aex); 2- IF = intensidade de fluorescéncia

Os estudos de fluorescéncia sincronizada também foram usados para avaliar as
mudancas conformacionais no microambiente dos residuos de aminodcidos fluorogénicos da
urease (Tir e Trp) e as interacdes preferénciais dos derivados 4e e 4i (Tabela 8). As diferencas
entre os comprimentos de onda de excitacdo e emissao (AA = Aex - Aem) foram usadas como
parametro de avaliacdo da mudanca de polaridade nos residuos de aminoécidos, em que, AA =
15 nm e A = 60 nm foram usados para avaliar o Tyr e Trp, respectivamente. A partir desse
ensaio, pdde-se notar que o tipo de substituinte presente no derivado 4cido hidroxamico pode
interferir em qual residuo de aminodcido fluorogénico da urease o composto interage
preferencialmente. Ambos os compostos (4e e 4i) levaram a diminuicdo na polaridade no
microambiente da Tyr (mudanga negativa de Amix), entretanto, a magnitude de Ksv demonstrou
que 4e levou a uma mudanga mais eficiente nessa regido. Por outro lado, o microambiente do
Trp sofreu um aumento da polaridade (mudanga positiva de Amax), principalmente na presenca
de 4e. Entretanto, 4i apresentou uma maior influéncia nessa regido, que pode ser quantificada
a partir da maior constante de quenching. Esses fatos estdo associados a mudancas na estrutura

nativa da urease.!??
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Tabela 8. Parametros de ligacdo adquiridos no ensaio de fluorescéncia sincronizada para os derivados

de e 4i
Pardmetros de Stern-Volmer (Ksv) Deslocamento de
Composto AA (nm) 10* M™! r emissao Amsx (Nm)
15 6,02 (+0,298) 0,98916 -3
e 60 3,32 (20,189) 0,98415 +6
) 15 2,94 (+0,142) 0,99083 -3
# 60 3,50 (£0,157) 0,99401 +3

Assim, considerando que os residuos de Tyr (410 e 544) da urease estdo préoximos do

120,122

sitio ativo, infere-se que o substituinte eletrodoador (OMe) presente no 4e pode influenciar

no processo de interacao nessa regido. Os residuos de Trp (495 e 648) da urease, por sua vez,

120,122

estdo proximos do sitio catalitico da enzima, como 4i possui um grupo eletroretirador

NOa, esse pode auxiliar o processo de interac@o nessa regido a partir de ligacdes de H.
5.4.3. Avaliacao da formacao do complexo via UV-vis

Os derivados do 4cido hidroxamico avaliados sdo compostos «,f-insaturados que
podem reagir via adicdo de Michael na presenca de compostos apropriados (nucledfilos).
Assim, considerando que a urease possui residuos de aminoédcidos com grupamentos sulfidrila
livres, que podem atuar como nucledfilos, foram realizados estudos para avaliar se o possivel
mecanismo de inibi¢do da urease por esses compostos pode estar associado com essa via.
Inicialmente, a reacdo/interagdo entre o 4e ou 4i e a cisteina (aminodcido modelo) ou urease foi
avaliada utilizando espectrometria de absorcdo no UV-vis. Essa técnica possibilita a
identificacao da formacao de complexos supramoleculares e eventuais modificacdes estruturais
na macromolécula por meio de alteracdes espectrais.!*>!>! A Figura 41 apresenta o espectro de
absor¢do (220 — 500 nm) de 4e/4i, da Cis, da urease e do produto da reacdo/interacdo 4e-

Cis/urease e 4i-Cis/urease.
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Figura 41. Espectro de absorcdo no UV-vis para os trés sistemas avaliados. A. 4e (10 uM), Cis (10
uM) e complexo 4e + Cis; B. 4i (10 uM), Cis (10 uM) e complexo 4i + Cis; C. 4e (10 uM), urease (10 uM) e o
complexo 4e + urease; D. 4i (10 uM), urease (10 uM) e o complexo 4i + urease. Condicées: tampdo fosfato de
sodio 20 mM pH 7,4, 30 °C

Como pode ser observado nos perfis espectrais da Figura 41, o produto formado entre os
compostos 4e ou 4i e a Cis levaram a um efeito hipercromico e um deslocamento para o azul
de ~7 nm em relacdo aos compostos livres. Além disso, a subtracdao da absor¢cao de 4e ou 4i
livre do espectro de absor¢ao do produto formado entre os compostos e a Cis [(4e + Cis) — 4e
ou (4i + Cis) — 4i] ndo se sobrepdem ao espectro da Cis livre, indicando que pode estar
ocorrendo uma reacao/interacao no sistema avaliado. De modo semelhante, o produto formado
entre os compostos citados acima e a urease levaram a ao aumento na intensidade de absorcao
e um efeito hipscromico de ~ 7 nm em relac@o a absor¢ao dos compostos livres, bem como, nao

houve sobreposicdo espectral entre (urease) e [(4e + urease) — 4e ou (4i + urease) — 4i],
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confirmando que estd ocorrendo reacdo/interacdo que leva a mudangas conformacionais nas

cadeias polipeptidicas da enzima.'>?

A reacdo entre o 4e e/ou 4i e os grupamentos sulfidrila também foi avaliada usando o
ensaio de Ellman, que se baseia na quantificacao de tidis livres a partir da formacao do agente
croméforo 4cido 2-nitro-5-tiobenzéico (TNB, Amax = 412 nm) resultante da reag@o entre o dcido
5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzéico) (DTNB) e grupos tiés livres.!?! Os estudos usando DTNB foram
realizados usando a Cis (Figura 38 Al e B1), 4cido 3-mercaptopropionico (MPA) (Figura 42
A2 e B2) e urease (Figura 42 A3 e B3) como fontes de grupos tiéis (R-SH), na presenca e na
auséncia dos 4cidos hidroxamicos 4e (Figura 42 Al -3) e 4i (Figura 42 B1 - 3). O sinal de

referéncia consiste no sistema contendo apenas DTNB + R-SH.

>

Sinal analitico normalizado
Normalized analytical signal
Normalized analytical signal

Normalized analytical signal
Normalized analytical signal

Sinal analitico normalizada

Sistema

Figura 42. Sinal analitico normalizado dos sistemas contendo cisteina (50 uM, em cinza), MPA (50 uM,
em verde) ou urease (5 uM, em amarelo), na presenga de 4e (grdficos indicados por A) ou 4i (grdficos indicados
por B) nas concentragées entre 0-50 uM (Sistemas 1 a 6) e DTNB (50uM). Condicées: tampdo fosfato de sodio
20 mM pH 7,4, 30°C. Os valores foram representados como média £ SD (n = 3). As colunas seguidas por
diferentes letras sdo correspondentes a diferencas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05)

Para os sistemas contendo cisteina ou MPA, pode-se notar que o perfil do substituinte

pode interferir bastante no processo de reacdo/interacdo. O composto 4i, que apresenta o
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substituinte eletroretirador, apresentou diferenga significativa em relag@o ao sinal referéncia em
todas as concentracdes avaliadas (teste de Tukey, p < 0,05) para os dois R-SH citados. 4e por
sua vez, apresentou diferenca significativa (teste de Tukey, p < 0,05) em relagdo ao sinal de
referéncia apenas para o sistema contendo Cis, entretanto, o derivado com substituinte
eletroretirador suprimiu o sinal com uma eficiéncia de aproximadamente duas vezes a mais que
4e. Para o sistema contendo urease, todas as concentragdes avaliadas do derivado 4i
apresentaram diferenca significativa (teste de Tukey, p <0,05) em relacdo ao sinal de referéncia,
além disso, na menor concentragcao avaliada no ensaio, 0 composto apresentou uma efici€éncia
~4,5 vezes maior que 4e. Assim, a presenca do grupo eletrodoador (OMe) ou eletroretirador
(NO»), pode influenciar o processo de reacdo e/ou interacdo, deixando o sistema molecular
com maior ou menor densidade eletrOnica, o que pode interferir em possiveis reagdes ou em

interacOes que possam vir a afetar o mecanismo de inibi¢cao da enzima.

Por apresentar a maior supressdo do sinal analitico (TNB, A =412 nm) no sistema
contendo Cis e urease em relacdo a 4e, foi realizado um ensaio cinético (4i, Amsx = 312 nm)
durante 120 min em sistemas contendo 4i e as duas biomoléculas para avaliar o comportamento
de reacao/interacdo dessas substancias (Figura S107, encontrada na se¢do anexos). Para ambos
os sistemas (4i + Cis) e (4i + urease) houve uma diminui¢do da intensidade de absor¢dao em
relacdo a 4i livre e estabilizacdo do produto formado durante o tempo de avaliacdo, indicando
assim a possibilidade de o composto estar reagindo com a macromolécula e que essa reacdao
pode estar acontecendo com residuos de aminodcidos de Cis presentes na enzima. Tavares et
al.,'’®? avaliando um composto da classe dos isotiocianatos, provou que a molécula reage com
residuos de Cis. Por outro lado, Krajewska; Zaborska,'** avaliando o efeito de alguns inibidores
padrao em residuos do sitio ativo da urease, perceberam que o 4cido acetoidroxamico (AAH)
ndo se liga a esses residuos, sendo assim, a inibi¢do da urease pelos derivados aqui avaliados
pode estar associada ao grupo aceptor de Michael formado e ndo necessariamente ao
grupamento cinamamida (Figura 43). Assim, a reacdo dos derivados 4e e 4i com o grupo tiol
do residuo Cis592 pode levar a formagao de um produto que restringe a mobilidade do flap

mével do sitio ativo, resultando em uma diminuicfo da atividade enzimadtica.'>?
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Figura 43. Proposta mecanicista para a reagdo que provoca a inibi¢do da urease pelos derivados do AA
-4e/di. A) A urease livre com flap fechado e sitio catalitico livre para hidrdlisar ureia; B) presenga dos derivados
4e ou 4i. na regido do flap aberto para iniciar a reacdo com o residuo de Cis; C) Produto formado entre os
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5.4.4. Avaliacao da interacao dos ligantes 4e e 4i com sitio ativo da urease

Normalmente, os inibidores cldssicos da urease apresentam modos de inibicio bem
difinidos, como 4acido acetoidroxamico (AAH), hidroxiureia (HU), tioureia (TIO) e o (N-(n-
butil) tiofosférico triamida (NBPT), que sdo descritos como inibidores competitivos,!!%122154
sendo essas informagdes uteis para entender o mecanismo de acdo de um possivel inibidor.
Assim, para entender um pouco mais o mecanismo de acdo dos compostos 4e e 4i, foram
realizados estudos de complexacdo dos ligantes com a urease utilizando-se UV-vis para
entender o comportamento desses compostos frente ao cofator do sitio ativo da enzima (Ni(II)),

bem como ensaios de competicdo com inibidores competitivos cldssicos, por titulacdes

espectrofluoritrimétricas (Tabela 9, pagina 100).

A capacidade dos compostos 4e e 4i em complexar com fons Ni(Il) foi avaliada usando
trés sistemas (composto livre (10 uM), Ni(Il) livre (10 uM) e composto + Ni(Il)). De maneira
geral, a subtracdo da absorbancia dos compostos livres, da absorbancia dos complexos, ou seja
4e-Ni(II) ou 4i-Ni(II), ndo se demonstrou sobreponivel a absorbancia do cofator Ni(Il), ou seja,
(Ade + A Nian) — Ade # ANian, bem como, (Ad4i + A Nian) — Adi # Anian, indicando que houve a
formacdo de complexo entre os ligantes avaliados e o Ni(Il), fato que pode estar associado a

presenca dos dtomos de N e O presentes nos compostos (Figura 44).!1%15
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Figura 44. Espectro de absorcdo no UV-vis para os trés sistemas avaliados. A. 4e - 10 uM, Ni (II) - 10
UM e o complexo (4e + Ni(1l)); B. 4i- 10 uM, Ni (Il) - 10 uM e o complexo (4i + Ni (11)). Condicdes: tampdo
fosfato de sodio 20 mM pH 7,4, 30 °C

Os estudos fluorimétricos, por sua vez, foram realizados na auséncia e na presenga dos
inibidores cldssicos AAH, HU, TIO e NBPT. Em seguida, para cada sistema, a constante de
ligacdo (Kp) foi calculada e a razdo das constantes de ligacdes (K»’/K}) foi usada como critério
de avaliacdo do ligante, onde K» e Kj’ sdo, respectivamente, a constante de liga¢do na auséncia
e presenca do inibidor classico (competidor) (Tabela 9). Para os dois compostos (4e e 4i), em
todos os sitemas avaliados a razdo K, /K, < 1, indicando que ambos 0s compostos interagem
com o sitio ativo da enzima. Para o ligante 4, os sistemas contendo os inibidores cldssicos AAH
e HU apresentaram as maiores razdes K, /K, em relacio a 4e, indicando que inibidores padrao
bloqueiam o acesso ao sitio ativo com maior eficiéncia para compostos com grupos
eletroretiradores, que para eletrodoadores. O sistema utilizando TIO por sua vez, apresentou
comportamento contrdrio, em que a razao K /K, demonstrou-se maior para 0 composto com
substituinte eletrodoador (4e). Além disso, como a razdo K, /K, < 1 para todos os sistemas

avaliados, é um indicio de que a formacdo do complexo foi desfavorecida.'!*15?

Tabela 9. Razdo da constante de ligacdo dos compostos 4e e 4i com a urease na auséncia (Kp) e na
presenca de inibidores competitivos cldssicos (Kp’)

4e 4i 4e 4i
Competidor

Kb’ /Kb Classificacao
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AAH 0,133(£0,009) 0,981(£0,004) Competitivo Competitivo
HU 0,329(£0,002) 0,875(£0,002) Competitivo Competitivo
TIO 0,242(£0,009) 0,055(£0,002) Competitivo Competitivo
NBPT 0,199(£0,005) 0,198(x0,002) Competitivo Competitivo

5.4.5. Transferéncia de energia ressonante (FRET)

Os estudos via FRET foram realizados com os dois derivados acidos hidroxamicos (4e
e 4i) com o proposito de avaliar como a presenca do substituinte (eletrodoador/eletroretirador)
influencia na distancia entre o derivado receptor e os residuos de aminodcidos fluorogénicos
(doadores) da urease no processo de transferéncia de energia. Normalmente, a eficiéncia do
processo de FRET estd associada a trés fatores: i) sobreposi¢c@o entre o espectro de emissao de
fluorescéncia da espécie doadora (urease) e o espectro de absor¢do do receptor (4e ou 4i); ii)
orientagdo relativa dos dipolos do doador e receptor; iii) distancia (ro) entre a espécie doadora
e a substincia que ird receber energia (2-8 nm).!'®!45 A distancia (ro) entre a urease e os
compostos 4e e 4i, assim como as energias E transferidas do doador para o receptor foram

calculadas a partir da Equacéo 6:

B= = (®)

Nesta equacao Ry € a distancia critica de Forster, quando 50% da energia de emissao do
doador é transferida para o receptor.!!®!22 A equacdo da distancia critica (Ry) pode ser descrita

como.:

_ B8 10" BX K x px T
= -

6
RO

)

Nesta equacdo K> é fator de orientacio que estd diretamente relacionado com a
geometria do dipolo entre a urease e os derivados 4e e 4i, sendo igual a 2/3, para orientacdo
aleatoria em solucdo, N € o indice de refragcdo médio do meio no comprimento de onda onde a

sobreposicdo dos espectros € significativa, @ € o rendimento quantico do doador, J, é a drea de
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sobreposicdo do espectro de emissdo de fluorescéncia normalizado da enzima e em relag@o ao

espectro de absorcdo dos ligantes (Figura 45).
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Figura 45. Ensaios FRET para urease com os derivados dcidos cinamoilidroxdmicos 4e (A) e 4i (B).

Para ambos os derivados dcidos hidroxamicos avaliados, bem como para os diferentes
sistemas, a distancia critica de Foster (Ro), e a distancia entre os residuos fluorogénicos da
urease € 4e ou 4i ficaram entre 1 — 3 nm (Tabela 10), o que indica uma alta eficiéncia na
transferéncia de energia entre as espécies.'*® Para todas as concentracdes de 4i e para a
concentracdo de 40 uM de 4e a energia transferida (E) foi superior a 50 %, implicando em Ro
> 1o para esses sistemas. De um modo geral, esses estudos demonstraram que a presenca do
substituinte eletroretirador em 4i tende a diminuir a distancia com os residuos de aminodcidos
fluorogénicos da urease em relacio a 4e, o que consequentemente aumentou a transferéncia de
energia nos sistemas contendo o composto com tal substituinte, o que pode influenciar também

na maior eficiéncia desse composto em inibir a urease.

Tabela 10. Parametros FRET para a urease na concentragdo de 10 uM utilizando os ligantes 4e e 4i na
propor¢do 1:1, 1:2 e 1:4, enzima:composto

. Concentraciao J Ro
Ligante E (% ro (nm
® (uM) (10”5 cm® L mol!) (M) ) ()
10 6,529 2,19 43 2,30
4e 20 6,778 2,21 48 2,24

40 5,034 2,10 66 1,88




4i

10
20
40

8,308
7,278
7,069

2,29
2,24
2,22

55
62
76

2,21
2,06
1,84
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6. CONCLUSAO

A execucdo do projeto proposto permitiu a obten¢do de uma série de dcidos
cinamoilidroxamicos com potente atividade inibidora de urease (Clso entre 3,8 e 12,8 uM). Os
acidos hidroxamicos sintetizados sdo estruturalmente simples e obtidos em poucas etapas de

sintese, tornando-os atrativos para futuras aplica¢des agricolas ou medicinais.

Os testes in-vitro de inibicdo de urease revelaram que a presenga da ligacdo dupla
conjugada promove uma maior atividade anti-ureolitica, sendo esse aumento proporcional ao
aumento da eletrofilia do carbono f. Desse modo, compostos contendo grupos fortemente
eletroretiradores apresentam os melhores resultados, enquanto compostos com grupos doadores
de densidade eletronica sdo menos ativos. Portanto, a estratégia de hibridacdo molecular

mostrou-se eficaz na obtencdo de inibidores mais potentes.

Os estudos biofisicos de interacao entre inibidor-urease realizados sugerem que o acido
hidroxamico poderia interagir com o sitio ativo da enzima, enquanto a ligacido dupla conjugada
(aceptor de Michael) poderia interagir com um residuo de cisteina proximo ao centro catalitico.
Os resultados também mostraram que o derivado contendo um grupo doador de densidade
eletrobnica como substituinte (4e) apresenta menor interagdo com o residuo de cisteina que o
composto 4i, contendo o grupo retirador de densidade eletronica. Esses resultados estdo em
concordancia com a hipétese de que o quanto menor a eletrofilia do carbono £ menor a interacdo

observada com o residuo de cisteina.

Os dados obtidos nos experimentos de cinética que mostraram uma inibicdo puramente
competitiva para os derivados 4e e 4k, enquanto os derivados 4a e 4i comportaram-se como
inibidores mistos. Apesar de um inibidor misto cldssico interagir com um sitio aldsterico,
observa-se que tanto 4e quanto 4i sdo capazes de se ligar ao sitio ativo através do grupo

hidroxamato.

Os resultados obtidos durante a execugdo deste trabalho mostram que os dcidos
cinamoilidroxadmicos sdo potenciais candidatos a firmacos no tratamento de infec¢des causadas
por micro-organismos ureoliticos, sendo as préximas etapas a avaliacdo da atividade anti-

Helicobacter pylori e estudos de citotoxicidade desses compostos.
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APENDICE
APENDICE A - Espectros de RMN para os compostos 2a-2k
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APENDICE B - Espectros de RMN para os compostos 3a-3i
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Figura S21. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 3a
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APENDICE C - Espectros de RMN para os compostos 4a-4i
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APENDICE D - Espectros na regiao do infravermelho para os compostos 2a-2k
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APENDICE E - Espectros na regido do infravermelho para os compostos 3a-3k
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APENDICE F - Espectros na regido do infravermelho para os compostos 4a-4k
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Figura S83. Espectro na regifio do infravermelho (ATR, 4000-600 cm™!) para o composto 4a
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Figura S87. Espectro na regio do infravermelho (ATR, 4000-600 cm™!) para o composto 4e
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Figura S88. Espectro na regido do infravermelho (ATR, 4000-600 cm™) para o composto 4f
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Figura S89. Espectro na regido do infravermelho (ATR, 4000-600 cm™") para o composto 4g
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Figura S90. Espectro na regifio do infravermelho (ATR, 4000-600 cm™") para o composto 4h



% Transmittance

% Transmittance

951

904

851

804

75

701

65

60+

1652 -

1003 -

55

1111

50+

45

836

40+

25 NHOH

1594 -

1498

301 O,N

1342

25

181

1054
979
723

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Wavenumber [cml]

Figura S91. Espectro na regido do infravermelho (ATR, 4000-600 cm™') para o composto 4i
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Figura S93. Espectro na regido do infravermelho (ATR, 4000-600 cm™!) para o composto 4k

APENDICE G - Espectros de Massas de Alta Resolucao para os compostos 4a-4k

Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 5.142 -> 5.392 - 0.150 -> 0.348 Scan# : 618 -> 648 - 19 -> 43

Inten.(x100,000)
186.0570
7.51
5.04
23]
1640742 1870614
0.0 T ; T T T ; L T T ; — b T T T T T T
120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 m/z
Figura S94. Espectro de massas de alta resolug¢do (m/z 120-300) no modo de ionizagdo positivo para o composto
4a
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 3.708 -> 3.925 - 0.225 -> 0.591 Scan# : 446 -> 472 -28 -> 72
Inten.(x100,000)
204.0449
7.54
5.04
2.59
182.0609
0.0 T T T T T T T - — T T - T T —t T T
120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 m/z

Figura S95. Espectro de massas de alta resolugdo (m/z 120-300) no modo de ionizago positivo para o composto
4b
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Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 5.992 -> 6.058 - 0.283 -> 2.020 Scan# : 720 -> 728 - 35 -> 243

[nten.(x1,000,000)

e 220.0121

0.75+

0.504

222.0092
0.25+
198.0381
0.00 T T T T T T T + T i T T ) rt —t T ?
120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 m/z
Figura S96. Espectro de massas de alta resolucdo (m/z 120-300) no modo de ionizag@o positivo para o composto
4c

Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 5.092 -> 5.283 - 0.367 -> 1.673 Scan# : 612 -> 635 - 45 -> 202
Inten.(x100.000)

1257 263.9555
1.00 2635.9398
0.754
0.50
266.01
22540854, 2544
02s] 24137880 294079
0.00 L , P S RS TP P VST ' Ll TN I Lpakbibop by P VPRV § TORVON WU TYRTNVI | T Y1
120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 m/z
Figura S97. Espectro de massas de alta resolug¢do (m/z 120-300) no modo de ionizagdo positivo para o composto
4d
Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 2.775 -> 3.008 Scan# : 334 -> 362
Inten.(x1,000,000)
216.0604
4.0]
3.04
2.04
1.04
2170572
N 130 140 150 160 170 180 S 2 20 220 230 240 250 260 270 280 200w
Figura S98. Espectro de massas de alta resolug¢do (m/z 120-300) no modo de ionizagdo positivo para o composto
4e
Event#: | MS(E+) Ret. Time : 1.775 -> 1.975 - 0.150 -> 0.425 Scan#: 214 -> 238 - 19 -> 52
Inten.(x1,000,000)
2.5] 229.0914
2.04
1.51
1.04
054 2300890
207.1145 |
0% 130 140 150 160 170 150 19 200 210 220 230 240 250 260 270 280 20wz
Figura S99. Espectro de massas de alta resolu¢@o (m/z 120-300) no modo de ionizag¢do positivo para 0 composto
4f
Event#: 2 MS(E-) Ret. Time : 4.900 -> 5.000 - 0.000 -> 4.408 Scan# : 492 -> 502 - 2 -> 442
Inten.(x1,000,000)
3.0q
2] 293.0311
2.0q
154 230.0340 344.0265
10} 257.0119
0.5 [
0.0 T T T T ! — T [ T T 1 T T
100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 2250 250.0 2750 300.0 325.0 350.0 375.0 m/z

Figura S100. Espectro de massas de alta resolu¢do (m/z 120-300) no modo de ionizagdo negativo para o
composto 4g

Event#: 1 MS(E+) Ret. Time : 3.117 -> 3.317 - 0.117 -> 0.517 Scan# : 375 -> 399 - 15 -> 63
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Inten.(x1,000,000)
230.0406
1.504
1.254
1.004
0.754
0.504
0253 231 ?406
L |
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Figura S101. Espectro de massas de alta resolugido (m/z 120-300) no modo de ionizacgdo positivo para o

composto 4h

Event#: 2 MS(E-) Ret. Time : 4.460 -> 4.540 - 0.020 -> 4.354 Scan# : 448 -> 456 - 4 -> 438

Inten.(x1,000,000)

207.

207.02

1587

270.0301
2434f10()
|

L

0. T T T T
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Figura S102. Espectro de massas de alta resolu¢do (m/z 120-300) no modo de ioniza¢do negativo para o

composto 4i

Event#: 2 MS(E-) Ret. Time : 2.380 -> 2.460 - 0.020 -> 2.123 Scan# : 240 -> 248 - 4 -> 214

Inten.(x1,000.000)

0 1

207.0374

270.0317

L1

321.0248

L

. T T T T
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.
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Figura S103. Espectro de massas de alta resolucao (m/z 120-300) no modo de ioniza¢do negativo para o

composto 4j

Event#: 2 MS(E-) Ret. Time : 3.240 -> 3.340 - 0.200 -> 1.761 Scan# : 326 -> 336 - 22 -> 178

Inten.(x1.000.000)
3.0
209.0544
2.5
2.0
154
1.0d 323.0441
209.1882
0.5
.0 T br T T T ! T L T T T T T
100.0 1250 150.0 1750 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 m/z

Figura S104. Espectro de massas de alta resolu¢do (m/z 120-300) no modo de ionizagdo negativo para o

composto 4k
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Figura S105. Interagcdo da urease com os derivados do dcido hidroxamico 4a, 4e, 4i e 4k. A1) Titulagio
fluorimétrica da urease com o derivado 4a; A2) Gréfico de Stern-Volmer para o derivado 4a; B1) Titulagao
fluorimétrica da urease com o derivado 4e; B2) Grafico de Stern-Volmer para o derivado 4e; C1) Titulagao
fluorimétrica da urease com o derivado 4i; C2) Grifico de Stern-Volmer para o derivado 4k; D1) Titulagdo

fluorimétrica da urease com o derivado 4k; D2) Grafico de Stern-Volmer para o derivado 4k.
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Figura S106. Grificos de correlagdo entre o IC50 de inibi¢do da urease e Kd dos derivados 4a, 4e, 4i ¢ 4k.



Figura S107. Avaliacdo cinética do comportamento reacional/interacional de 4i com cisteina e Urease (cinética

(Fy-F)/(Fy-F.)
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Figura S108. Pardmetros termodinadmicos do composto 4i
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Figura S109. Parametros termodindmicos do composto 4e
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