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RESUMO

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) sdo utilizados na promocdo da analgesia,
antipirese e no combate a inflamacdo. Porém, devido a uma néo seletividade a enzima COX-
2, 0s AINEs tém gerado desordens gastrointestinais. Como uma maneira de anular estes
efeitos indesejados, os inibidores seletivos da COX-2 (coxibes) surgiram, mas nos anos
seguintes, foram relatados efeitos cardiovasculares negativos, sendo necesséria sua retirada
do mercado e uma pesquisa por novos compostos com atividades farmacoldgicas adequadas
e isentos de efeitos adversos significativos. Ha relatos na literatura, onde oxadiazolinas,
apresentam excelentes atividades bioldgicas, dentre estas antimicrobiana, anticancerigena,
anti-inflamatoria e hipotensora e de igual modo vem se destacando o espacador hidrazona.
Sendo assim, este trabalho visa a sintese, elucidacdo e avaliacdo das atividades anti-
inflamatdrias e anticancerigenas de novos derivados hibridos oxadiazolina/hidrazona
analogos de coxibe. A cicloadi¢do 1,3 dipolar entre 6xidos de nitrila (dipolo) com iminas
(dipolardfilo) é o método mais empregado para a obtencdo de 1,2,4-oxadiazolinas com
excelentes rendimentos. No presente trabalho, iminas di-arialas 73, sintetizadas previamente,
foram submetidas a uma reacéo de cicloadicdo 1,3 dipolar com N-Oxido de nitrila 81, gerado

in situ, para obtencdo de ésteres oxadiazolinicos di-arilados 74a-e. Os cicloadutos ésteres 74a-

e formados, foram e reduzidos a alcodis 75a-e, via NaBHa e submetidos, em seguida, a
oxidacdo branda de Swern para obtencdo de aldeidos oxadiazolinicos 76a-f, os quais seriam
condensados com fenil hidrazidas substituidas para a formacdo do hibrido
oxadiazolina/hidrazona 77. As iminas di-ariladas 73a-f formadas, apresentaram rendimento
superior a 70%, ja os cicloadutos ésteres 74a-f, apresentaram rendimento médio de 30%. Os
cicloadutos com funcéo alcool 75a,c apresentaram rendimentos acima de 90%. A formacéo a
de um grupo metino 78a foi detectada no lugar dos aldeidos oxadiazolinicos 76,
impossibilitando a obtencdo do hibrido 77. Ao final deste trabalho foram sintetizados oito
produtos finais, analogos estruturais coxibes oxadiazolinicos, identificados por métodos
espectromeétricos (RMN 1H e 13C). Os cicloadutos esteres 74 testados, apresentaram uma
baixa atividade citotoxica. A avaliacdo da atividade anti-inflamatéria dos analogos coxibes

oxadiazolinicos esta em via de execucéo.

Palavras-chave: Reacédo de Cicloadicdo. Anti-Inflamatérios. Inibidores de ciclo-oxigenase 2.

1,2,4-oxadizolinas.



ABSTRACT

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are used in the promotion of analgesia,
antipyretic and in the fight against inflammation. However, because of non-selectivity to the
COX-2 enzyme, NSAIDs have generated gastrointestinal disorders. As a way to cancel out
these unwanted effects, COX-2 selective inhibitors (coxibes) have arisen, but in subsequent
years, negative cardiovascular effects have been reported, requiring their withdrawal from the
market and a search for new compounds with adequate and exempt pharmacological activities
of significant adverse effects. There are reports in the literature, where oxadiazolines, present
excellent biological activities, among them antimicrobial, anticancer, anti-inflammatory and
hypotensive, and the hydrazone spacer has also been highlighted. Thus, this study aims at the
synthesis, elucidation and evaluation of the anti-inflammatory and anticancer activities of new
hybrid oxadiazoline / hydrazone derivatives analogous to coxib. The 1,3 dipolar cycloaddition
between nitrile (dipole) and imine (dipolarophile) oxides is the most used method to obtain
1,2,4-oxadiazolines with excellent yields. In the present work, pre-synthesized imines 73 were
submitted to a 1,3-dipolar cycloaddition reaction with nitrile N-oxide 81, generated in situ, to
obtain diarylated oxadiazolinic esters 74a-e. The esters 74a-e formed were reduced to alcohols
75a-e, via NaBH 4 and then subjected to mild Swern oxidation to obtain oxadiazoline
aldehydes 76a-f, which would be condensed with substituted phenylhydrazides for the
formation of the oxadiazoline / hydrazone 77 hybrid. The di-aryl imines 73a-f formed yielded
greater than 70%, while the cycloadduced esters 74a-f had an average yield of 30%. The
alcohol-functional cycloadducts 75a, ¢ showed yields above 90%. The formation of a methine
group 78a was detected in place of the oxadiazolinic aldehydes 76, making it impossible to
obtain hybrid 77. At the end of this work eight end products, oxadiazolinic coxib structural
analogues, identified by spectrophotometric methods (1H and 13C NMR) were synthesized.
The cycloadduced esters 74 tested had low cytotoxic activity. The evaluation of the anti-

inflammatory activity of coxibs oxadiazolinic analogues is in progress.

Keywords: Cycloaddition Reaction. Anti-inflammatory Agents. Cyclooxygenase 2 inhibitors.

1,2,4-oxadizolines.
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1 - INTRODUCAO

A dor cronica generalizada (CWP) € estabelecida como uma questéo de satde publica
a nivel global e é importante que o acesso ao tratamento da dor cronica seja melhorado. * A
Associacao Internacional para Estudos da Dor (IASP) identifica o alivio da dor como um direito
humano. 2

A dor cronica generalizada (CWP) afeta uma em cada dez pessoas no mundo.
Andrews P. et al. (2012) demonstrou que as mulheres apresentaram maior prevaléncia de CWP
do que os homens, e 0s que residem em paises com um indice de desenvolvimento humano
(IDH) mais baixo tendem a ser mais propensos a experimentar CWP do que aqueles em um
pais de alto IDH. 34

Os antiinflamatorios ndo esteroidais (AINEs) tem sido utilizados na pratica clinica
como analgésicos, antiinflamatorios e antipiréticos, assim como no tratamento da dor cronica
como em artralgias e fibromialgias, sem gerar imunossupressdo como € o caso dos corticoides.
Os AINEs ligam-se as enzimas ciclooxigense 1 e 2 (COX-1 e COX-2) ndo seletivamente, o que
tém gerado fendmenos gastrintestinais indesejaveis.®

Para contornar esse problema, surgiram os Coxibes, capazes de se ligarem
seletivamente a COX-2, impedindo o processo inflamatério e evitando a ocorréncia dos
fendmenos gastro-intestinais indesejaveis.®

Também ha relatos na literatura sobre a participacdo da enzima COX no crescimento
de céulas tumorais e uma atividade antiproliferativa de farmacos inibidores dessa enzima,
apresentando outra resposta farmacoldgia pela inibicdo da COX.’

A hibridizacdo molecular, método de desenvolvimento da quimica medicinal, visa a
unido de diferentes grupos farmacofdricos, com distintas propriedades farmacoldgicas, a fim
de obter novas moléculas hibridas.®

Neste enfoque, o nucleo oxadiazolina 1 é um heterociclo de cinco membros, contendo
um &tomo de oxigénio e dois de nitrogénio, além de uma insaturacdo no anel. Em diversos
trabalhos na literatura apontam atividades anti-inflamatoria, antifingica, antimicrobiana,
antihipertensiva e anticancerigena.®*

Recentemente em nosso laboratdrio, em uma dissertacdo de mestrado, iniciamos um
trabalho que envolve a obtencdo de hidrazonas oxadiazolinicas 3 (figura 1), no qual obtivemos
o inédito heterobiciclo, a pirrolidina[1,2-d]1,2,4-oxadiazolina 2, contendo a fungdo hidrazona,

que apresentou pronunciada atividade antinociceptiva, assim como antimicrobiana.*®
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Figura 1 — Ndcleo 1,2,4-oxadiazolina.
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De igual modo a funcéo hidrazona, 4 tem atuado como espacador entre grupamentos,
como apresentado nas hidrazonas oxadizolinicas 3 em trabalhos anteriores, oferecendo a
possibilidade de adotar uma mudanca conformacional que seja adequada para interagdo com o
sitio ativo alvo para a resposta farmacoldgica. 6

Para esta funcdo, a literatura tem atribuido diversas atividades bioldgicas, dentre estas
podemos citar: anticancerigena, antimicrobiana, antimalaria, antioxidante, antifungica e

antidepressiva 16-18

Figura 2 — Nucleo hidrazona.

1~

Dado o conhecimento prévio em quimica medicinal dos heterociclos e a estratégia da
hibridacdo molecular para obtencdo de compostos com maior potencial terpéutico e menor
toxicidade, o objetivo deste trabolho € a sintese de analogos coxibes contendo oxadiazolina di-
ariladas com funcédo hidrazona, além de sua posterior avaliagcdo do efeito anti-inflamatorio e

citotoxico.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Ciclooxigenase

As enzimas ciclooxigenases (COX), também conhecidas como prostaglandinas
endoperoxido sintase (PGHS), sdo enzimas que catalisam a conversdo de &cido araquiddnico
em prostaglandinas pré-inflamatorias. Na cascata do acido araquidénico, a prostaglandina H:
(PGH>) sintetizada, é convertida por sintases especificas para os principais subgrupos de

prostaglandina: PGD., PGE;, PGF2a, PGI. e tromboxano A2 (TxAZ2) como ilustrado na Figura
3.19-20

Figura 3 — Via biossintética representativa da biossintese de prostaglandina (PG) a partir de acido araquiddnico
(AA) catalisada pelas isoformas COX-1 e COX-2.
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Fonte: Rao & Knaus. 2008, adaptado.
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2.2 — Coxibes

No inicio dos anos 90 os grupos Needleman, Simmons e Herschman relataram a
presenca de uma isoforma indutiva da enzima COX mais tarde identificada como COX-2.2123
Atualmente, a enzima COX é classificada em duas isoformas distintas: a COX-1 é uma forma
constitutiva e a COX-2 é uma forma indutiva, onde a continuacdo da funcéo fisioldgica é
realizada pela COX-1 constitutiva, como a protecdo da mucosa gastrica e a agregacao
plaquetaria, enquanto que a COX-2 ¢é induzida diante estimulos mitogénicos e
proinflamatorios.*®

Os AINEs néo seletivos como aspirina 5, paracetamol 6, ibuprofeno 7 e indometacina
8 inibem as ambas as isoformas da COX (COX-1 e COX-2), resultando em efeitos colaterais
adversos, em particular irritacdo gastrointestinal, ulcerogenicidade e toxicidade renal creditada
a inibicAo da isoenzima citoprotetora COX-1.1°

Em 1999, as industrias farmacéuticas G.D. Searle e Pfizer (agora Pfizer Inc.) lancaram
o primeiro inibidor seletivo de COX-2 celecoxibe 9 (Celebrex®). Este, seguido pelo rofecoxibe
10 (Vioox®), inibidor seletivo de COX-2, da farmacéutica Merck. Em um curto periodo de
tempo, o celecoxibe 9 e o rofecoxibe 10 (coxibes) atingiram o status de blockbuster alcan¢ando
vendas superiores a um bilhdo de ddlares dentro de 15 meses ap6s o langamento. 52

Figura 4 — AINEs ndo seletivos: aspirina 5, paracetamol 6, ibuprofeno 7 e indometacina 8. Coxibes: Celecoxibe
9 e Rofecoxibe 10
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Entretanto, estudos posteriores demonstraram de forma conclusiva que os inibidores
seletivos de COX-2 podem inclinar o equilibrio natural entre o tromboxano A2 (TxAz)
protrombotico e a prostaciclina (PGl2) antitrombdtica, aumentando potencialmente a
possibilidade de um evento cardiovascular trombdtico,>>?® sendo estes mesmo retirados do
mercado ou com sua embalagem modificada, indicando os problemas cardiovasculares
relacionados ao uso dessa classe terapéutica. 2%-%

Em 1972, foi postulada a existéncia de uma terceira variante da COX, a COX-3 (PGSH-
caracterizada e clonada por Simmons et al. (2002), sendo determinada como uma variante da
COX-1, também encontrada, posteriormente, em humanos.31-32

Outra enzima importante, participante do processo inflamatério, é conhecida como 5-
Lipooxigenase (5-LO) e por meio de sua catalise formam-se leucotrienos Bas, 0s quais
contribuem para a hiperalgesia durante a inflamag&o, por diminuir os limiares mecénicos e

térmicos das Fibras C.33

2.3-COX e o Cancer

As prostaglandinas (PGs) apresentam um papel importante na carcinogénese, pois
sdo fonte necessaria para que ocorra mutagénese direta, proliferacdo de células tumorais,
invasdo de tecidos, metéstase e imunossupressdo.>**¢ Em sua pesquisa, Kakoglu et al. (1998)
também evidenciou essa afirmativa encontrando niveis elevados de acido araquidonico e
PGE; nos tecidos tumorais do cérebro.®’

A inibicdo da COX pelos AINEs impede a sintese de PGs, e por este motivo, AINEs
como a indometacina 8 e o paracetamol 6 apresentam efeitos antiproliferativos de células
tumorais. A indometacina atua suprimindo a proliferacdo celular em diferentes estagios do
ciclo celular, inibindo cinases extracelulares,” além de suprimir as células cancerosas e a
invasdo atraves do caminho dependente do fator crescimento semelhante a insulina tipo 1
(IGFs-1).% O paracetamol ativa a via de morte celular relacionada & proteina quinase N-
terminal, causando morte celular®® e tem um papel na prevencdo da proliferacio celular por
apoptose, evitando que os ribonucleotideos se transforme em desoxi-ribonucleotideo, o que
contribui para a inibicdo da sintese do DNA em varias células.*

A expressdo da COX-2 esta implicada em varias formas de cancer humano, como de
pulm&o, mama, pancreas, e glioblastomas. Pesquisas indicaram que a reducdo da regulacdo do

RNAmM da COX-2 diminui a proliferacdo do tecido tumoral e a angiogénese seguidas do
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aumento da apoptose, 0 que, em Ultima instancia, retarda o crescimento do tumor* e a
existéncia de uma associagdo direta entre os niveis de expressdao da COX-2 com o grau de
malignidade.*?

Em recentes estudos, tem sido relatado que niveis elevados da enzima COX-2 em um
tumor podem mudar de adenoma (neoplasia benigna de origem glandular) para
adenocarcinoma (neoplasia maligna de origem glandular) em qualquer estagio do cancer.**-4
Outros estudos tém apresentado uma funcionalidade dos coxibes perante células tumorais,
verificando reducdo da proliferacdo celular®® e aumentou a apoptose pela parada do ciclo
celular GO-G1,% assim como uma inducéo a apoptose independente de inibicdo da COX-2.4

No trabalho de Oksuz E. et al. (2015), a COX-3 também apresentou modulagdo no
crescimento tumoral em glioblastomas de rato. Neste trabalho, o crescimento do glioblastoma
é relacionado a expressao do RNAm da COX-3 e o paracetamol foi capaz de reduzir tamanho
do tumor em 74% e a indometacina em 43%, levantando a hip6tese de que a inibicdo da
enzima COX-3 pode ser responsavel pela diminuicdo do tamanho do tumor, 0 mecanismo
pelo qual o paracetamol e a indometacina diminuiram o crescimento do glioblastoma em

ratos.*

2.4 — Oxadiazolinas

Oxadiazois e oxadiazolinas sdo compostos heterociclicos podendo ser aromaticos ou
ndo, contendo um atomo de oxigénio e dois atomos de nitrogénio no anel de cinco membros e
com a férmula molecular C2H2N2O. Estes sdo classificados de acordo com o grau de oxidagao
do heterociclo, posi¢io da ligagdo 7 e posicdo dos heteroatomos, no anel de cinco membros.®-
10 (Figura 5)
Figura 5 — Oxadiazol (11, 14), Oxadiazolina (12a-b, 15a-b) e Oxadiazolidina (13)
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O grau de oxidacao no heterobiciclo gera modificagdes nas propriedades quimicas,
como por exemplo, a reatividade.® Os oxadiazoéis, 11 (1,2,4 oxadiazol) e 14 (1,2,5 oxadiazol),
sdo totalmente oxidados e aromaticos; as oxadiazolidinas, 13, sdo totalmente reduzidas; ja as
oxadiazolinas, 12a (A?-1,24-oxadiazolina), 12b (A*1,2,4-oxadiazolina, 15a (A2-1,3,4-
oxadiazolina) e 15b (A3%-1,3,4-oxadiazolina) sdo parcialmente oxidadas.

O ndcleo-alvo deste trabalho foi a A2-1,2,4-oxadiazolina, 12a. Os compostos
contendo o este ndcleo tém apresentado diversas atividades biologicas na literatura, sendo alvo

de estudos na sintese organica. 1°
2.4.1 - Atividades Bioldgicas e Aplicacdes Terapéuticas

O nucleo oxadiazolina tém apresentado na literatura diversas atividades terapéuticas,
dentre elas antimicrobiana, anticancerigena, anti-inflamatdria, antidiabética e tripanomicida. O
ndcleo oxadiazol estd presente em farmacos como Furamizol (antibiotico) 16, Nesapidil

(antihiperternsivo) 17, Zibotentan 18 (antineoplasico) e Raltegravir (antiretro viral) 19.!

Figura 6 — Farmacos contendo o nlcleo oxadiazol.
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Em recente estudo, Selvaraj et al. apresentou novos derivados oxadiazdlicos
dissubstituidos com insercao de ureias 20, amidas 21 ou sulfonamidas 22 e 23 substituidas na
porcdo aromatica da molécula. No ensaio anticancer, o composto 20 demostrou-se um efetivo
agente anticancerigeno chegando a uma ICso = 23,5uM para linhagem cancer de mama, tendo
cisplatina (ICsp = 3,5uM) como anti-neoplasico padrdo. Os compostos 21 e 22 apresentaram
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pronunciada atividade antidiabética, além de uma importante atividade anti-inflamatorio do

composto 23.1

Figura 7 — Derivados oxadiazolicos dissubstituidos com grupamento uréia 20, amida 21 ou sulfonamida 22 e 23

na porgao aromatica.
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Através de um estudo de relacdo estrutura-atividade (SAR), Selvaraj et. al. (2017)
pdde concluir em seu estudo que a insercdo de uma porcdo amida, nos derivados oxadiazdis,
gera um aumento da atividade antidiabética. Estes autores também verificaram que a insercao
de uma porcdo sulfonamida € capaz de potencializar as atividades anti-inflamatorias e
antidiabéticas, enquanto a porc¢éo ureia, as atividades anticancerigenas e anti-inflamatorias.*!

Em uma analise mais aprofundada do efeito citotdéxico do nucleo oxadiazolinico,
Chaaban et al. (2014) utilizou em seu estudo, sessenta células, de nove linhagens canceriginas
distintas, para a avaliagdo dos compostos 24 e 25, os quais apresentaram excelentes resultados
nos testes in vitro. Na insercdo do nucleo oxadiazolina no composto contendo naftaleno,
Chaaban verificou que o composto 24 possui boa atividade citotoxica para as nove linhagens
testadas e baixa toxicidade para células saudaveis. O composto 25 também apresentou boa

seguranca, demonstrando uma moderada atividade para células de leucemia e melanoma.'?
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Figura 8 — Derivados oxadiazolicos 24 e 25 testados para atividade citotoxica in vitro.
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Em outro estudo, Chidananda et al. (2014) fez uma anélise comparativa da atividade
citotoxica, onde o composto contendo o nucleo naftaleno 26 apresentou atividade citotdxica
inferior, comparado a este mesmo composto adicionado com os grupamentos oxadiazolina 27
ou grupamentos tiazol 28. Neste estudo, Chidananda concluiu, também, que os derivados
contendo os grupamentos oxadiazolina 26 possuiram maior poder citotéxico do que aqueles
com grupamento tiazol 27. Também foi realizado o estudo antimicrobiano, dos compostos 27

e 28, os quais apresentaram excelentes resultados.*®

Figura 9 — Ndcleo naftaleno 26 contendo oxadiazolina 27 e tiazol 28 com atividades antimicrobiana e citotdxica.
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Como visto anteriormente, os coxibes sdo excelentes anti-inflamatérios e trazem
seguranga gastrointestinal, devido sua seletividade a COX-2. Esta enzima também é
protagonista no crescimento tumoral e a sua inibigdo gera efeitos deletérios sobre as células
cancerigenas.*1*4’

Diante destes conhecimentos, Rathore et al. (2014), propds a sintese de hibridos
benzimidazol/oxadizol 29 na busca por potenciais compostos seletivos a COX-2. Nos
resultados de sua pesquisa, a maior parte dos compostos sintetizados apresentaram maior

seletividade a COX-2 do que a COX-1, sendo o composto 30 0 mais seletivo com ICsp = 8,2
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UM proxima ao padrdo indometacina (ICso = 6,2 pM), aléem de uma desprovida
gastrotoxicidade. Nas atividades citotoxicas e anti-inflamatérias o composto 30, assim como

outros derivados da série, acompanharam um 6timo desempenho nos ensaios bioldgicos.'*

Figura 10 — Hibridos benzimidazol/oxadizol 29 e 30 seletivos a COX-2.
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Abd-Ellah et al. (2017), também demonstraram que oxadiazéis 31 e
oxadiazois/oximas 32 apresentaram inibicdo a enzima COX, porém ndo seletivamente, para

avaliaco do efeito anti-inflamatorio. Estes também se demonstraram seguros a nivel gastrico.*°

Figura 11 — Oxadiazois 31 e oxadizdis/oximas 32 inibidores ndo seletivos da COX.
Cl

A inibicdo da isoenzima lipooxigenase-5 (LOX-5), para promocgdo do efeito anti-
inflamatorio e diminuicdo dos incdmodos gastricos, € outra alternativa na terapia anti-
inflamatdria, aléem da inibicdo a enzima COX. Nessa estratégia terapéutica, os estudos de Rajak
et al. (2010) e Akhter et al. (2011) sintetizaram derivados oxadiazoéis 33, 34 e oxadiazolinicos
35, 0s quais apresentaram inibicdo de ambas enzimas: COX e LOX. Também apresentaram

baixos valores de peroxidacao lipidica, demonstrando baixo dano a mucosa gastrica.>® °
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Figura 12 — Derivados oxadiazois 33, 34 e oxadiazolinicos 35, inibidores da COX e da LOX.

OH OH

Em trabalhos anteriores, iniciamos um trabalho que envolve a obtencao de hidrazonas

oxadiazolinicas 37, no qual obtivemos o inédito heterobiciclo, a pirrolidina[1,2-d]1,2,4-

oxadiazolina 36, por cicloadigéo 1,3 dipolar.t®

Figura 13 — Inédito heterobiciclo, a pirrolidina[1,2-d]1,2,4-oxadiazolina 37 € hidrazona oxadiazolinica 36,

Neste trabalho, 0 composto 38 apresentou expressiva atividade antinociceptiva tanto
no teste com &cido acético quanto no teste com formalina (63% de prote¢do em 200 pumol/kg).

O composto 39 apresentou excelente atividade no ensaio tripanomicida (ICso = 27,42),
apresentando baixissima toxicidade, caracteristica distinta dos farmacos padréo, o Benznidazol

e o Nirfutimox.®
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Figura 14 — Hidrazonas oxadiazolinicas com atividades antinociceptiva 38 e tripanomicida 39.
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2.4.2 — Métodos de Obtencdo de Oxadiazolinas

Uma rota sintética, para obtencdo de oxadiazolinas, sdo as reacGes de cicloadicéo 1,3-
dipolar, andlogas a reacdo de Diels-Alder [4 + 2], onde um dipolarofilo interage com um dipolo,
gerando um composto ciclico. %23

Desde a década de 60, com o os resultados de Rolf Huisgen, essa reacdo tornou-se o
método mais empregado para a obtencdo de compostos heterociclicos de cinco membros. 45
Nesse tipo de reacdo temos a adi¢do de 1,3-dipolo a um sistema insaturado (alqueno, iminas),
obtendo-se o anel de cinco membros.

O 1,3-dipolo é uma espécie representada por uma estrutura em ion dipolar, um
zwitterion, que apresenta um sistema de quatro elétrons x deslocalizados em trés atomos, sendo
0 atomo central hibridizado em sp ou sp?.%® Desta forma, dependendo da hibridizacdo do atomo
central do 1,3-dipolo, podemos classifica-lo em: dipolo anion alila e dipolo anion alenila
(Figura 15).

Figura 15 — Geometria do 1,3-dipolo

) Geometria Hlbrldlza(}éo do
1,3 -Dipolo do dipolo atomo central
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De acordo com a interagdo dos orbitais moleculares entre os &tomos do dipolo com o
dipolarofilo, pode-se estabelecer a nomenclatura 1,3-dipolar, sem associagdo com as cargas
formais existentes. Na figura 4 observamos os exemplos dos 1,3-dipolos alenila e alila que s&o

aplicados nas reagdes de cicloadicdo 1,3dipolar (Figura 16).

Figura 16 — Exemplos de espécies reativas 1,3-dipolos
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Huisgen (1963) observou em seus trabalhos que a reacdo de cicloadigdo 1,3-dipolar
envolvendo alquenos ocorre através do mecanismo concertado, onde ha a existéncia de apenas
uma etapa para a formacdo do cicloaduto. >°¢ Atualmente, a melhor teoria que explica esse
mecanismo, bem como a régio e estereosseletividade da cicloadicdo 1,3-dipolar é a dos Orbitais
Moleculares de Fronteira (FMO).%

Nesse modelo os orbitais moleculares ocupados de mais alta energia (HOMO) e 0s
orbitais moleculares ndo ocupados de menor energia (LUMO) do 1,3 dipolo e do dipolaréfilo
sdo calculados com os coeficientes orbitalares dos 4tomos que irdo participar da ciclizagdo.>?

Dependendo das energias relativas dos orbitais moleculares de fronteira do dipolo e

do dipolardfilo, as reac6es dipolares podem ser classificadas em:

e Reacdes controladas pelos Orbitais HOMO do dipolo/ LUMO do dipolaréfilo
e Reacdes controladas pelos Orbitais LUMO do dipolo/ HOMO do dipolaréfilo

e Reacbes controladas pelos Orbitais HOMO e LUMO tanto do dipolo quanto do
dipolardfilo.
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No caso especifico da reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar entre a imina (dipolarofilo) e
N-6xido de nitrila (dipolo), a demanda eletronica deve ser regida, provavelmente, pelo HOMO
da imina, rica em elétrons e 0 LUMO do dipolarofilo, com alta assimetria, ou mesmo néo
concertada, porém calculos devem ser feitos para averiguar o mecanismo.>®

Diversos trabalhos tém apresentado a reacdo da cicloadicdo 1,3-dipolar como
ferramenta para a obtencéo de 1,2,4-oxadiazolinas, assim como outros métodos reacionais, 0s
quais serdo apresentados a seguir.

A cicloadicdo 1,3-dipolar também foi utilizada por Fei et al. (2016), para obtencédo de
novos derivados hibridos contendo ndcleos pirazol e oxadiazolina.*

Nesta sintese, obteve-se uma série de iminas a partir da condensacdo de aldeidos
pirazolicos 40 com anilinas substituidas 41, em meio etandlico com &cido acético para catalisar
a reacdo. Estas iminas 42, dipolardfilos, foram entdo submetidas a reacdo de cicloadicdo 1,3-
dipolar utilizando diversos cloretos de benzohidroximinoilas 43, precursores dos N-6xidos de
nitrila, os quais, apos desprotonacdo pela base trietilamina, formam o dipolo, conforme
esquema 1. O nucleo 1,2,4-oxadiazolina foi entdo formado obtendo-se nove derivados hibridos,

caracterizados por espectroscopia RMN, massa e por cristalografia de raio-X.%

%HO ik N
A\ CH3;COOH

N 3

hkN N~ \7 _— N{ \ N

! — N N X
Ph N EtOH | —
Ph \=
R,
40 M 42
C')H
Cl.__N

N\©\ Et;N
N NN Ri = 4
. NT N

CH,Cl,
\—y

Esquema 1 — Sintese de oxadiazolinicas di-ariladas com pirazol 44
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Em outro trabalho Huang et al. (2014), buscou a sintese de novas quinolonas contendo
uma porcao 1,2,4-oxadiazolina em sua estrutura, usando também uma base de Schiff (imina)
48 como um dipolardfilo e cloretos de benzohidroximinoilas 43 substituidas, demonstrando
uma habilidade na sintese de oxadiazolinas via reacao de cicloadicdo 1,3-dipolar (esquema 2).
As quinolonas foram relatadas com propriedades antimaléria, antiflngica, antitumoral e até
inibidor da COX-2, logo, a sintese realizada pelo grupo de pesquisa supracitado, garantiu uma

série de compostos potencialmente ativos para diversas atividades bioldgicas.®
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Esquema 2 — Sintese de oxadiazolina com N-hidroxiaminas.

Liuetal. (2015) em seu trabalho, desenvolveu o método de obtencéo de 4H, 5H-1,2,4-
Oxadiazois, a partir da condensacdo de N-hidroxiamidoximas com cetonas ou aldeidos 48
(esquema 3). Neste trabalho, Liu utilizou N-hidroxiamidoximas (49 — 51) comerciais formando
uma serie de amino-furazan-carboximidamidas 53, piraza-2-carboximidamida 54 e

benzenocarboximidamida 55, obtendo rendimentos superiores a 70%. 5
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Esquema 3 — Sintese de oxadiazolina por condensagdo com cetonas.

2.5 - Hidrazonas

As hidrazonas sdao compostos organicos que contém o grupo azometino (-NH-N=CH-)
ligado ao grupo carboimida e sdo responsaveis por diversas atividades bioldgicas, atraindo a
atencdo dos pesquisadores ao redor do mundo no desenvolvimento de novos farmacos® .
Podem atuar como ligantes para complexos metalicos, organocatélise e também na sintese de

compostos heterociclicos.®’

2.5.1 — Atividades Biologicas e Aplicacdes Terapéuticas

Kumar et al. (2017) descreveram a atividade de novos hibridos moleculares baseados
em hidrazona de 1,4-dihidropiridina e pirazol 56, contra o parasita da malaria sensivel a
cloroquina Plasmodium falciparum e atividade antimicrobiana contra uma estirpe de bactérias
Gram positivas (Bacillus cereus), uma de bactérias Gram negativas (Escherichia coli) e
atividade antifangica contra Aspergillus niger. Todos 0s compostos sintetizados foram mais
potentes que a cloroguina e o clotrimazol, os farmacos padréo, no teste antiplasmodial in vitro

e varios compostos apresentaram mais de 90% de inibi¢ao no teste antimicrobiano. *’
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Figura 17 — 1,4-dihidropiridina hidrazona 56 com atividade antimalaria e antimicrobiana.
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Atividades anti-inflamatoria e anti-oxidante também foram descritas, por Gorantla et al.
(2017), para duas séries de hibridos de N-acilhidrazonas ligadas a N-fenil sulfonamida. Em
ensaios in vitro usando as enzimas COX-1 e COX-2, foram realizados e sintetizados dez
compostos ativos, seletivos a COX-2. Outros oito compostos exibiram inibi¢do dual da enzima
COX. No teste de atividade antioxidante dois compostos com IC50 de 28,62 uM 57 e 25,34

uM 58 foram revelados antioxidantes potentes.®

Figura 18 — N-acilhidrazonas ligadas a N-fenil sulfonamida 57 e 58 com atividades anti-inflamatdria e antioxidante.
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Em outro estudo, Queen et al. (2018) relataram atividade antitumoral para derivados de
p-tolueno sulfonil-hidrazona 59, os quais inibiram significativamente a proliferacdo de células
cancerosas hipoxicas e induziram apoptose nas células cancerigenas hipoxicas de diferentes
linhagens. Essa atividade estaria relacionada a alta afinidade dessas moléculas pela enzima
anidrase carbonica IX, o que resultaria em sua inibicdo. Os compostos sintetizados ndo foram

toxicos nas linhas celulares normais (HEK-293)."°



Figura 19 — Derivados p-tolueno sulfonil-hidrazona 59 com atividade antitumoral.
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Hibridos de hidrazona e triazina 60 foram sintetizados por Amir et al. (2014) e foram

avaliados quanto a sua atividade anticonvulsivante. A maioria dos compostos mostraram

protecdo geral na convulsdo méxima por eletrochoque bem como na tela subcuténea de

convulsdo induzida por pentileno-tetrazol. Neste processo dois compostos com resultados

equivalentes e superiores aos farmacos de referéncia, fenitoina e carbamazepina, em doses

menores de 30 mg/kg.”

Figura 20 — Hibridos de hidrazona e triazina 60 com atividade anticonvulsivante.
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2.5.2 — Métodos de Obtencdo de Hidrazonas

A sintese proposta por Gorntla et al. (2017), é descrita no esquema 4. A partir do éster

de um derivado benzosulfénico 61, foi obtida a funcdo hidrazida 63 deste mesmo derivado,

utilizando hidrazina 62 em meio etanandlico. O derivado N-fenil sulfénicos com funcéo

hidrazida 62, foi posteriormente condensado com benzaldeidos 64 ou acetofenonas 65

substituidos, gerando 38 novos derivados N-acilhidrazénicos 57 e 58, 0s quais apresentaram

rendimentos entre 70-90%, além de bons resultados quanto as atividades antioxidantes e anti-

inflamatorias como supracitados.'®
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Esquema 4 — Sintese de hidrazonas a partir de aldeidos ou cetonas.

Kumar et al. (2017) apresentou proposta semelhante para a obtencdo de derivados
hidrazdnicos, onde, a partir de um derivado éster 66, adicionada hidrazina em meio etandlico,
foi gerado o composto com fungéo hidrazida 67. A este ultimo, foram adicionados aldeidos
pirazolicos substituidos 68, obtendo assim sete derivados hidrazénicos 56 com rendimentos

superiores a 90% (esquema 5).%
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Esquema 5 — Sintese de hidrazonas a partir de aldeidos pirazdlicos.

Amir et al. (2014) realizou a sintese dos derivados hidrazénicos por uma substituicdo
nucleofilica aromatica no anel 1,2,4-triazina 69 na adi¢éo da hidrazina, formando um composto
contendo hidrazina 70 em sua estrutura, conforme esquema 6. Apds condensacfes com
benzaldeidos ou acetofenonas Amir obteve 21 novos derivados hidrazénicos 60, porém com
rendimentos médios de 65%."*
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Esquema 6 — Sintese de hidrazonas em anel 1,2,4-triazina.
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3-0OBJETIVO

3.1 — Objetivo Geral

Planejar e sintetizar novas 1,2,4-oxadiazolinas di-ariladas 74, analogas estruturais de

coxibes e averiguar as atividades citotoxica e anti-inflamatoéria e inicio do estudo para a

obtencéo de hibridos 1,2,4-oxadiazol-di-arilados/hidrazona 77.

3.2 — Objetivos especificos

a

b

Sintetizar iminas di-ariladas 73, a partir de benzaldeidos comerciais substituidos.

Obter ésteres de 1,2,4-oxadiazolinas di-ariladas 74 a partir da reacdo de ciclodi¢do 1,3-

dipolar das iminas 73 com o6xido de carboetoxiformonitrila (CEFNO) 80.

Otimizar novas reagdes, putificar e determinar algumas propriedades fisico-quimicas

dos novos analogos coxibes oxadiazolinicos 74.

Elucidar a estrutura dos novos anadlogos coxibes 74 através de espectroscopia de

Ressonancia Magnética Nuclear (*H e *3C), no infra-vermelho (IV-TF) e de Massas.

Avaliar a atividade citotdxica in vitro de células tumorais e Concentra¢es inibitdrias,
assim como da atividade anti-inflamatoria (peritonite induzida por carragenina) dos

analogos coxibes oxadiazolinicos de 74.

Iniciar o estudo para a obtencdo dos hibridos oxadiazolinas di-ariladas/hidrazonas 77: -
sintese dos respectivos alcoois e aldeidos no carbono C3 do nucleo 1,2,4-

oxadiazolinicos de 74.

Purificar e elucidar estrutural (RMN, IV-TF e Massas) dos intermediarios alcoois 75 e
aldeidos 76.
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4 - ESTRATEGIA SINTETICA

Conforme esquema 7, primeiramente serdo sintetizadas iminas di-ariladas 73, obtidas a
partir de reacGes de condensacéo entre benzaldeidos 71 e anilinas 72 substituidos ou ndo (etapa
a). Essa primeira etapa reacional visa a formacdo da amina di-arilada, que se comportara como
dipolaroéfilo, necessario para obtencdo do heterociclo oxadiazolinico. Os Coxibes possuem em
sua uma porcao di-arilada ligada diretamente a um heterociclo de 5 membros, por isso a énfase
nestas por¢des comentadas anteriormente. A formacéo do heterociclo se dara por reacGes de
cicloadigdo 1,3-dipolar entre as iminas 73 e o Oxido de carboetoxiformonitrila (CEFNO), o
dipolo. Este oOxido de nitrila é gerado in situ a partir de seu respectivo precursor
(Clorooxiimidoacetato de etila — obtido a partir da glicina esterificada). Apods as reacdes de
cicloadicdo, obter-se-do os cicloadutos 1,2,4-oxadiazolinas di-ariladas 7 com por¢édo éster no
carbono C3, gerando assim os analogos Coxibes oxadiazolinicos (etapa b).

Para obtencdo dos hibridos oxadiazolinas di-ariladas/hidrazona 77 sera necessaria a
formacdo de aldeidos em C3, para condensacdo com diversas fenil-hidrazinas. Subsequente
reducdo do éster com NaBHa levou a formacgdo do respectivo alcool, que ao ser submetido a
oxidacdo de Swern, levara a formagdo dos aldeidos oxadiazolinicos 76 (etapa c! — reducio,
etapa ¢ — oxidagdo de Swern)’2.

Os aldeidos oxadiazolinicos 76 serdo submetidos posteriormente a condensacdo com

diversas fenil-hidrazinas, formando assim as oxadiazolinas/hidrazonas hibridas 77 (etapa d).
i . Q j“‘
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Esquema 7 — obtencédo das oxadiazolinas di-ariladas 74 e hibridos oxadiazolina/hidrazona 77. (a: sintese imina;

\

b: sintese cicloaduto éster; c: formagdo aldeido em C3; d: condenscdo com fenil-hidrazidas.
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Variando os grupamentos R! e R? na porc¢do oxadiazolina e R® na porc¢do hidrazona,
pretendemos obter varios derivados analogos coxibes oxadiazolinicos 74 e hibridos 77
utilizando grupamentos elétron atratores, elétron doadores e volumosos, para estudarmos 0s
efeitos estereoeletronicos na atividade antichagasica, propiciando assim um estudo de relacédo

estrutura quimica/atividade bioldgica.
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5 - RESULTADO E DISCUSSAO
5.1 — Obtencao de iminas di-ariladas 73
As iminas di-ariladas foram sintetizadas utilizando anilinas 71 substituidas com

benzaldeidos 72 também substituidos, em propor¢des equimolares, catalizador &cido e

diclorometano como solvente,como demostrado no esquema 8.

73a Ry =p-CH3 R;=p-H
o Rz—/ | 73b R,=p-NO2 R;=p-isop.
NH x
| N H . | N 2 AcOH |N 73c R,;=p-NO2 R, =p-F
I P ))).CH,CI, H A 73d R;=p-NO2 R;=p-Br
R; R, | IR,
7 I3¢ R,=p-NO2 R,=m-Cl
Lk 2 73

Esquema 8 — Obtencéo de iminas di-ariladas 73.

Acido acético foi utilizado como catalisador reacional, as reagdes ocorreram em
sonicagdo e monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD).

Conforme esquema 9, podemos propor 0 mecanismo de sintese das iminas di-ariladas,
baseado no mecanismo geral da formagéo das iminas, em catalise 4cida e de modo reversivel.”
E apresentado em cinco etapas, onde na etapa 1 a ocorre a captura do préton do acido acético
pelo nitrogénio da anilina. Na etapa 2, ocorre transferéncia do prdton da anilina para o
benzaldeido e posterior ataque nucleofilico da amina primaria sobre a carbonila deste,
transferindo os elétrons © da ligagdo para o oxigénio, formando assim um intermediario
tetraédrico, uma carbinolamina polar. Na etapa 3 um proton é transferido do nitrogénio para o
oxigénio, formando uma molécula de agua protonada (H20"), excelente grupo de saida. A etapa
4 prossegue via eliminacgéo de segunda ordem (E2) e obtencdo do ion iminio. Na etapa 5 ocorre
a regeneracdo do par de elétrons livres do nitrogénio pela abstracdo do préton pela agua e por

fim formac&o do produto, a Imina, além de hidrénio(HzO") como sub-produto.
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Esquema 9 — Mecanismo de sintese das iminas di-ariladas
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Como verificado na etapa 3, € necessario um meio acido para formacdo de um bom

grupo de saida e obtencao do ion iminio. Verificando cada etapa do mecanismo apresentado no

esquema 9, é possivel explicar uma relagdo de dependéncia da velocidade reacional com o pH

ideal para formacdo das iminas entre 4 a 5. A auséncia deste pH levemente acido implica em

lentiddo na formacdo do produto, por ndo gerar um bom grupo de saida. Em contrapartida, uma

acidez mais elevada (pH < 4) gera a protonacdo da amina e perda do seu poder de nucle6filo.”

Como a reacdo é reversivel, a 4gua € removida do meio pela presenca da peneira

molecular 3A, agente dessecante, favorecendo o deslocamento do equilibrio para a formacao

da imina.

Neste trabalho foram obtidas cinco iminas di-ariladas a partir de anilinas e benzaldeidos

comerciais utilizando equipamento de ultrassom. Os rendimentos das iminas, estéo na tabela 1,

abaixo.
Tabela 1 — Rendimentos das iminas sintetizadas.
Z
Rz—\ 1 Compostos R1 R2 Rendimento(%)
N
| ] ] 0
’ N 73a p-CHs p-H 51%
| R 73b p-NO,  p-isop. 79%
73 73c p-NO2 p-F 95%
Figura 21 — Estrutura geral das 73d p-NO: p-Br 90%
iminas di-ariladas. 73e p-NO2 m-Cl 70%
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As iminas 73b-73e foram sintetizadas por sonicacdo utilizando diclorometano como
solvente. Ja a imina 73a foi sintetizada sem solvente e com a presenca de peneira molecular 3
A (PM 34) como agente dessecante, afim de deslocar o equilibrio para a formacdo da imina,
uma vez que nesta sintese ndo se processava o consumo dos reagentes de partida, 0 que ocorreu
apos a insercdo da PM 3A. Todas as reacdes foram monitoradas por CCD.

Uma dificuldade encontrada inicialmente na sintese da iminas di-ariladas, foi 0 ndo
desaparecimento do ponto relacionado ao Rf do benzaldeido na placa de CCD, como
apresentado na Figura 22. Sendo assim, foram realizadas reagdes com excesso de anilina, ao
invés de proporcgdo equimolar, porém ndo houve desaparecimento, nem diminui¢do do ponto
com mesmo Rf do benzaldeidos em 4h de refluxo ou 3h de ultrassom.

A literatura pesquisada ndo apresentou este fato, nem mesmo aquelas que relataram
compostos idénticos. Diante deste problema, o qual impedia acompanhar o fim da reacao, foi
levantada a hip6tese da formacdo dos diasteroisdbmeros Z e E na formacao das iminas, ndo sendo
o ponto inferior o aldeido, mas sim um dos isdmeros. Entretanto, os espectros de RMN *H das
iminas 73a-73e, ndo apresentaram tais isbmeros, mas apenas um dos diasterosisbmeros, o que

fez descartar tal hipotese.

Figura 22 — Placa de CCD com padrdes benzaldeidos e anilina e a reagdo imina ao centro. Sistema eluente: acetato
de etila/hexano (1:9)

Imina

benzaldeido| anilina

!

A formagdo do grupo imina ocorre sob controle termodindmico, podendo seguir o
caminho inverso em presenca de acido e agua. O esquema abaixo ilustra a reacéo inversa de

hidrolise do grupo imina levando a seu respectivo aldeido e anilina.
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Esquema 10 — Mecanismo de hidrdlise de uma imina.

Em sua dissertacdo de mestrado, Fritsch (2015) observou a hidrolise de seu produto
final, base de Schiff, quando em solucéo. Fritsch procedeu um estudo de hidrolise, onde deixou
o composto final, anteriormente seco em linha de vacuo por 4h, dissolvido em tubo de RMN
com cloroférmio deuterado. Os espectros foram realizados nos 1°, 8° e 16° dias, observando-se
0 aumento do sinal caracteristico do hidrogénio do aldeido no oitavo e no décimo sexto dia,
proximos a 10,0 ppm, além dos sinais caracteristicos de anilina entre 7 e 8 ppm. (Figura 23).
Comportamento semelhante foi observado neste trabalho, onde as iminas foram secas em linha
de vacuo por 4h e submetidas a anélise de *H RMN (Figura 24)."

Figura 23 — Hidrolise de uma base de Schiff (CDCls, 300MHz) ap6s 8 e 16 dias.
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Figura 24 — Provavel hidrolise da imina 73e (CDCls, 300MHz).
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Logo, uma possivel explicacdo para os dois pontos na formacéo das Iminas di-ariladas,
seria a hidrdlise da imina e formacdo de seu respectivo benzaldeido e anilina, sendo ainda
necessario estudos posteriores para a confirmacao de tal hipdtese.

Adotando a imina 73b com R! = p-NO; e R? = p-isopropil como referéncia para as
iminas sintetizadas, € possivel destacar o sinal no RMN *H, simpleto em 8,57 ppm e 0 RMN
13C em 156,31 ppm, caracteristicos da formagc&o desta funcio. O fato de ambos os sinais serem
os de maior deslocamento quimico nos espectros, pode ser explicado pelo efeito diamagnético
local do nitrogénio ligado ao carbono somado ao efeito anisotropico, pela presenca dos elétrons
7 na ligacdo N=CH. Os espectros de RMN H! e C*3, estdo apresentadas nas figuras 25 e 26.
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Figura 25 — Espectro de RMN de *H — 300MHz da imina p-nitro/p-isopropil 73b. Solvente CDCls,
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Figura 26 — Espectro de RMN de 3C — 75 MHz da imina p-nitro/p-isopropil 73b. Solvente CDCls,
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Em seu trabalho, Yuye (2007) demonstrou que a sintese de iminas di-ariladas por
irradiacéo ultrassénica promove bons rendimentos em menor tempo reacional (10-20 min.).”

A energia da irradiacdo ultrassénica gera o fenbmeno da cavitagdo, o qual acelera a
condensacéo dos aldeidos com anilinas. Neste fendmeno, sdo geradas microbolhas no liquido,
quando uma elevada pressdo negativa é aplicada sobre ele. Uma grande quantidade de energia
é produzida quando as microbolhas séo desfeitas (colapsadas). Estima que a temperatura de
5000K e a pressdao de milhares de atmosferas sdo geradas no colapso das microbolhas, o que

ocasiona maior velocidade reacional.’®

5.2 — Sintese do cloridrato de glicina esterificada 79

OH EtOH

o
- +
H,N >  Cl  H;N ~

socl,

Esquema 11 — Sintese do cloridrato de glicina esterificada 79

O aminodcido glicina 78 é solubilizado em meio etanolico, sob agitacdo e aquecimento,
e convertido em sua forma zwitterion, devido a abstragéo do hidrogénio da carboxila pelaamina
primaria do ion dipolar (esquema 12). Em seguida, ocorre o ataque nucleofilico do carboxilato
do ion dipolar sobre o enxofre eletrofilico do cloreto de tionila (SOCI2), formando um
intermediario, que em seu rearranjo elimina o ion cloreto.

A carbonila do intermediario formado sofre o ataque nucleofilico do anion cloreto,
formando o cloreto de acila, o gas didxido de enxofre e liberando outro ion cloreto no meio
reacional.

O cloreto de acila gerado sofre o ataque nucleofilico do etanol sobre sua carbonila,

formando assim o sal cloreto de glicina esterificada 79.
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Esquema 12 — Mecanismo da sintese do cloridrato de glicina esterificada 79.

5.3 — Sintese do clorooximidoacetato de etila 80, precursor do N-Oxido de Nitrila —
CEFNO 81.

(o]
o
. NaNO N
)J\/NH:; Cl 2 - /\0 / \OH
/\O HCl conc.
79 80 Cl

Esquema 13 — Sintese do clorooximidoacetato de etila 80, precursor do N-Oxido de Nitrila— CEFNO 81.

O clorooximidoacetato de etila 80 é o precursor do CEFNO 81, obtido in situ na reagédo
de cicloadicao 1,3-dipolar. A sua sintese se deu por meio da oxidacdo do cloridrato de glicina

esterificada 79, tendo como agente oxidante o nitrito de s6dio (NaNOz), em meio acido (HCI).
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O precursor do N-6xido de nitrila possui uma boa estabilidade, por esse motivo ele foi
sintetizado em multi-gramas e armazenado por um longo periodo. Sua purificacéo foi realizada
por meio da recristalizacdo em hexano resfriado. O rendimento desta reacdo foi de 69%, foi

verificado a faixa de fusdo (69 — 71 °C) para confirmacédo da formacéo do produto.

5.4 — Reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar entre as iminas di-ariladas com oOxidos de

carboetoxiformonitrila.

_ o
OH |
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Esquema 14 — Ciclocadicéo 1,3-dipolar.

Para a sintese dos inéditos analogos coxibe, foi realizada a cicloadicao 1,3 dipolar entre
iminas di-ariladas 73 e N-6xido de nitrila (CEFNO) 81, gerado in situ, a partir do
clorooximidoacetato de etila 80 e trietilamina (TEA). Na literatura atual, ndo foram encontrados
estes analogos de coxibe com o nucleo oxadiazolina, sendo este trabalho pioneiro na obtencéo
de tais compostos.

Esta cicloadicdo, utilizando clorooximidoacetato de etila como precursor, €
corriqueiramente utilizada em nosso grupo de pesquisa, onde enamidas e enecarbamatos atuam
como dipolardéfilo e interagem com o dipolo N-0xido de nitrila gerando o nucleo 2-isoxazolina
aza-biciclo. Entdo metodologia similar foi utilizada com as iminas.

A reacdo de cicloadigdo neste trabalho, é etapa primordial para a formacdo do inédito
cicloaduto analogo coxibe, obtendo o grupo farmacoférico oxadiazolina, reportado com
diversas atividades bioldgicas. Na reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar, a TEA atua como uma
base, desprotonando o precursor para formacgédo do N-6xido de nitrila 81, in situ, atuando este

ultimo como dipolo e as iminas 73 dipolarofilos. A adicdo lenta do precursor e a temperatura
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ambiente sdo condic¢des que favorecem a formacao do cicloaduto, por diminuirem a formagéo

do dimero 77 de carboetoxiformonitrila 81 (N-Oxido de nitrila) (figura 27)

Et0,C—C=N*—0" R Lumo

Et0O,C—C=—=N*—0" R48_870- HOMO

8 82

Y

Figura 27 — Dimero N-6xido de nitrila 82.

A reacdo foi monitorada por CCD, observando a formacao dos ésteres oxadiazolinicos 73
e do dimero 82, assim como o consumo do reagente de partida, a imina 71. Durante a reacéo,
ndo houve o completo consumo do reagente de partida, mesmo apds a adicdo de mais um
equivalente de TEA e de precursor, o que refletiu nos baixos rendimentos obtidos nesta sintese.
Apbs purificacdo por cromatografia em coluna, os cicloadutos 74a-e foram obtidos e as iminas

que ndo reagiram 73a-e recuperadas.

Tabela 2 — Rendimentos dos cicloadutos oxadiazolinicos sintetizados.

Rz\/ / 2 OEt Compostos R1 R2 Rendimento(%)
N\ N \N 74a p-CHz3 p- H 41%
S 74b p-NO2  p-isop. 29%
ot S 74c p-NO,  p-F 28%
A 74d p-NO;  p-Br 23%
14 74e p-NO2  m-Cl 27%

Figura 28 — Estrutura geral
dos cicloadutos 74.

Devido as caracteristicas eletronicas do dipolo (N-0xido de nitrila) e o dipolardfilo
(imina), o mecanismo provavelmente seja ndo concertado, de acordo com relatos analogos na
literatura.®

Devido a linearidade, pela hibridizacdo sp no &tomo de carbono do N-6xido de nitrila
(dipolo) e a alta polarizacdo da ligacdo dupla da imina (dipolardfilo), provavelmente deve

ocorrer a formacdo de uma das ligagdes sigma (ndo concertada), formando o intermediario
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iminio/carbocation. Com a mudanca da hibridizagio (de sp para sp?), ha a possibilidade de
aproximacdo do oxigénio ao carbono do iminio (deficiente de elétrons), formando-se assim a
segunda ligacdo sigma, levando a formacéo da oxadiazolina.

Hé& a possibilidade de calculos e estudos cinéticos para a confirmacdo do mecanismo,

mas caso seja concertado, deve ser ndo sincronizado, devido as caracteristicas mencionadas

acima.
B BE:
N-6xido de nitrila
Estado de
R Transicao
\\\Q - -
Hi, | : \
- N R B N R
Imina di-arilada o X 0 X
o N
H/Ilu,,c?'}l Hl/ln,,é/N..

Intermediario

Estado de Transigéo

N/' Produto Final
H\\\\ Par de enantidmeros
Enantiomero (R)

Esquema 15 — Mecanismo de cicloadicédo 1,3-dipolar proposto, entre iminas 73 com o N-6xido de nitrila 81.
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No espectro de ressonancia magnética de hidrogénio (*H RMN), o sinal caracteristico
da formacdo dos cicloadutos oxadiazolinicos corresponde ao simpleto na regido de 6,4 ppm
(figura 29). O fato deste hidrogénio ter um deslocamento quimico superior a 5 ppm, mesmo
ligado a carbono sp®, deve-se ao fato que é um metino ligado simultaneamente a atomos de
oxigénio e nitrogénio, altamente eletronegativos e também por ser um hidrogénio benzilico. Os
sinais dos hidrogénios aromaticos, com suas multiplicidades e integracdes, ocorrem de acordo
com o padrdo de substituicdo na faixa de 7-8,5 ppm, na molécula 74a, o substituinte metila
apresenta um simpleto em 2,3 ppm. O grupamento éster, oriundo do precursor, é caracterizado
na regido de 1,2 ppm na forma de tripleto para o grupamento CHz e 4,3 ppm na forma de
multipleto para o0 CHa.

Figura 29 — Espectro de RMN de H — 400MHz do cicloaduto 74a. Solvente CDCls
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De forma analoga, no **C RMN, o sinal do carbono assimétrico é caracteristico, tendo
deslocamento quimico proximo a 101,7 ppm. O deslocamento quimico em 157,2 ppm também
pode ser citado para evidenciar a fungéo éster. (Figura 30)

Todos os outros sinais apresentam deslocamentos coerentes, de acordo com os efeitos

eletronicos. (Figura 30).
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Figura 30 — Espectro de RMN de **C — 100MHz do cicloaduto 74a. Solvente CDCl3

A espectroscopia na regido do infravermelho também foi utilizada para a elucidagéo
estrutural dos novos derivados oxadiazolinicos, onde pode ser confirmada a presenca de bandas
de estiramentos C=N em 1589 cm™, assim como ligagdo C=0 em 1736 cm*, C-O éter em 1190
cm, C=C de aromaticos em 1575 e 1494 cm™ e C-H sp? e sp® entre 2988 — 2924 cm™*, como

indicado na figura 31.

Figura 31 — Espectro de IV-TF do cicloaduto 74a.
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5.5 — Sintese do alcool oxadiazolinico 75

N N NaBH, N
* / > % /
SN o MeOH o
\ 0°C
/. F 74 75
R1 R1

Esquema 16 — Sintese do alcool oxadiazolinicos 75.

A cicloaduto oxadiazolinicos formado, possui uma funcéo éster etilico em C3, a qual
foi reduzida a alcool 75 com NaBHg,

Para a formacédo do hibrido com funcédo hidrazona, promoveriamos uma reducdo direta
da funcéo éster em C3 a aldeido 76, gerando uma carbonila susceptivel ao ataque nucleofilico.
Entretanto, os reagentes comumente utilizados nesta reducdo, como DIBAL-H e superhidreto
[(EtsAlH)LIi], ndo promoveram a reducdo direta esperada, permanecendo intactos os ésteres
oxadiazolinicos 74. Para resolver tal problema, foi realizada a reducdo deste éster ao seu
respectivo alcool, utilizando o redutor NaBHa, para uma posterior oxidag¢éo branda ao aldeido
76, conforme metodologia analoga desenvolvida para isoxazolinas’’ possibilitando sequéncia

na via sintética para obten¢do do hibrido oxadiazolina/hidrazona 77.

Tabela 3 — Rendimentos dos cicloadutos oxadiazolinicos fungéo alcool.

Compostos R1 R2 Rendimento(%)
75a p-CH3 p-H 96%
75¢c p-NO2 p-F 95%

A reducdo do éster em C3 ao respectivo alcool pode ser facilmente confirmada no
espectro de 'H RMN. Os sinais dos hidrogénios do metileno e da metila da porcéo éster
desaparecem, além de aparecer dois dupletos proximos de 4,3 ppm, com acoplamento 3J (14Hz)

do grupamento hidroximetila em C3. Também é observado um sinal alaranjado, tipico de



56

hidrogénio 1&bil de hidroxila, préximo de 3ppm. Os outros sinais das por¢des aril-oxadiazolinas

permanecem.

Figura 32 — Espectro de RMN de *H — 400MHz do alcool 75a. Solvente CDCls.
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Com relagdo ao espectro de 3C RMN, ndo é verificado mais o sinal do carbono da

carbonila do éster em C3 a 157 ppm, assim como desaparecem 0s sinais do CHz em 62 ppm e

do CH3 em 13 ppm, enguanto que um sinal em 54 ppm, caracteristico de CH> carbindlico

(DEPT) aparece. Os outros sinais das porcdes aril-oxadiazolina, como 156 ppm em C3 e 98

ppm no carbono assimétrico, sdo confirmados.
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Figura 33 — Espectro de RMN de *3C — 100MHz do élcool 75a. Solvente CDCls.

CH
w oM o
129,5 H sa8
= SHRER
126, : NYRE
/V
o
l 8
129,3 . ;
8 u
75a G431 £ 2 g
:EK Egi =
21, g .- 3
\ L | .
| e bl R s : e Kl S e i o
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 Ppm

= o
Ro—_ / OH R, H
\ cloreto de oxalila
N \ DMSO N \
N ) N
* 0/ * /
o~ TEA o
\ CH,CI,
| 75 -78°C 76
R, R

Esquema 17 — Sintese do aldeido isoxazolinico 76.

A reacdo de Swern deveria promover a oxidagdo do alcool priméario ao respectivo
aldeido em C3. Analisando os espectros de *H RMN e 3C RMN, néo foi constatado a presenca
do singleto em 10 ppm, caracteristico da formacdo da funcéo aldeido. No entanto, ndo houve
degradacdo das porgdes aril-oxadiazolina, permanecendo seus sinais caracteristicos nos
espectros, mas os fortes indicios indicam uma improvavel desidroximetilagdo na posi¢do C3,

que pode ser confirmada pelo desaparecimento dos dois dupleto em torno de 4,3 ppm do
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metileno (CH2) e do sinal largo em 3,2 ppm no espectro de 'H RMN, assim como
desaparecimento do sinal de CH, no espectro de 3C RMN/DEPT.

A surpresa foi 0 aparecimento de um sinal em 7,57 ppm, integrando para um hidrogénio
no espectro de *H RMN, assim como o aparecimento de um sinal de CH no espectro de *C
RMN/DEPT em 147 ppm, indicando fortemente a presenca de um metino (CH) e ndo a funcéo

aldeido (~ 10 ppm) na posicéo C3, apresentado nas figuras 34 e 35.

Figura 34 — Espectro de RMN de *H — 400MHz da oxadiazolina com metino em C3 82a. Solvente CDCls.
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Essa desoximetilagdo em C3, de forma improvével, deve ter formado os compostos
oxadiazolinicos 82a, conforme os espectros das figuras 34 e 35 na analise descrita acima. Essa
surpreendente reacdo devera ser investigada a posteriori para concluirmos sua reprodutividade
neste sistema e posterior divulgacéo.

Vale salientar que em outros trabalhos realizados (ainda ndo publicados), oxadiazolinas
biciclicas, que possuem funcéo éster em C3, tiveram comportamento esperado na reducao de
Swern, formando o respectivo aldeido, o que nos deixa mais surpresos ainda com os resultados

deste trabalho, merecendo investigacdo futura.’®
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6 — PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

6.1 — Materias e Métodos

Algumas reacdes por apresentarem sensibilidade a umidade precisaram ser realizadas
sob atmosfera de Argonio, a saber, as reagdes de cicloadi¢do 1,3-dipolar, as de formacéo dos
alcoois a as de formacéo de aldeidos. Além disto, todas as vidrarias permaneceram por cerca
4h a temperatura de 120 °C na estufa. Da mesma forma, para estas reacoes, 0s seus respectivos
solventes foram devidamente secos e destilados (THF — sodio/benzofenona; EtsN — CaHy;
CHCI;z — CaCly; MeOH — I/ MgY).

Os procedimentos de purificacdo das moléculas foram realizados através de colunas
cromatograficas flash utilizando silica gel 60 (230-400 mesh) como fase estacionaria e acetato
de etila e hexano, em suas devidas proporc¢des, como fase movel, estando estes previamente
destilados. Também foram utilizados os procedimentos de recristalizagdo, cristalizacdo e
filtracdo em algumas reagdes, utilizando metanol, isopropanol e hexano como solventes.

Todas as reacGes foram acompanhadas durante a execucdo e apds seu final por
cromatografia em camada delgada utilizando laminas cromatograficas de aluminio de 0,2 mm
de espessura, contendo silica gel 60 aderidas em uma de suas superficies. Ap6s aplicagdo da
amostra na lamina cromatogréfica e eluicdo da mesma, estas foram analisadas através de luz
ultravioleta no comprimento de onda de 254 nm. A visualizagdo das manchas foi efetuada com
lampada de U.V. ENF — 2400 C/F.

Nas reaces em sonicacao, foram utilizados o aparelho de ultrassom UNIQUE® USC
1400-A, apresentando frequéncia de 40 KHz.

As faixas de fusdo dos produtos sélidos foram mensuradas pelo do equipamento
FISATON® 431D, a seco com leitura digital.

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos utilizando o
equipamento PerkinElmer® (Spectrum 400), com dispositivo de reflectancia total atenuada
(ATR) com cristal de Seleneto de Zinco. As frequéncias dessa absor¢do expressas em cm-1.

Os espectros RMN de *H, RMN de 13C foram obtidos em equipamento Variam Unity®
300 e 400 MHz. Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em ppm, tendo como padrdo
interno o tetrametilsilano (TMS) para RMN *H e o solvente da analise (CDCls) para RMN de
13C. Os sinais dos espectros de RMN *H foram designados da seguinte forma: deslocamento
quimico (8), multiplicidade (s = simpleto, d = dupleto, dl = dupleto largo, t = tripleto, tI = tripleto
largo, q = quarteto, dd = duplo dupleto, dt = duplo tripleto, ddl =duplo dupleto largo, m =
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multipleto, ml = multipleto largo, sl = sinal largo), constante de acoplamento (Hz) e nimero de
hidrogénios.

6.2 — Sintese das iminas di-ariladas 73

6.2.1 — Sintese da imina (E)-N-(4-metilbenzilideno)anilina. 73a

NH, (j
’ © I
H
s HaC
3

1a 72a 73a

Em um baldo, a temperatura ambiente, foram adicionados tolualdeido 71 (1,3 mL; 10,84
mmol), anilina 72 (1 mL; 10,84 mmol), 5 mL de diclorometano (CH2ClI>) e 3 gotas de &cido
acético P.A., ajustando o pH a 4,5. Em seguida, peneira molecular 3 A foi adicionada ao meio,
qu foi deixado em banho de ultrassom.

Apos de sonicacdo por 2 minutos, foi verificado o total consumo da anilina por CCD e
formacéo da imina. Em seguida, a peneira molecular foi removida por filtrag&o, assim como o
diclorometano por evaporacado. O residuo foi dissolvido em hexano, que apés cristalizacdo em
“freezer” (-18° C) por 3dias, 1,09 g de imina 73a foram obtidos apds filtracdo, correspondendo

ao rendimento de 51%.

Propriedades fisicas do composto 73a

e Solido branco cristalino;
e Rf=0,57 (AcOEt/hexano 1:19);
e Faixa de Fusdo = 42 — 44 °C (lit.”® 38-41)

Dados Espectrométricos 73a

1H RMN (CDCI3, 6, ppm, 300MHz, t.a).

2,43 (s, 3H); 7,23 (m, 5H); 7,40 (m; 2H); 7,80 (d; J = 7,8 Hz; 2H); 8,43 (s; 1H).

13C RMN (CDCI13, o, ppm, 7SMHz, t.a)

21,6 (CHz3); 120,85 (CH); 125,83 (CH); 128,82 (CH); 129,09 (CH); 129,49 (CH); 133,63 (C);
141,87 (C); 152,2 (C); 160,34 (CH).
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6.2.2 — Sintese da imina (E)-4-isopropil-N-(4-nitrobenzilideno)anilina. 73b

+ —_— |
H
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Em um baldo, a temperatura ambiente, 4-nitrobenzaldeido 71b (0,44 g; 2,86 mmol), 4-
isopropilanilina 72b (0,2 mL; 1,43 mmol) e 5 mL de diclorometano e 3 gotas de acido acético
P.A., ajustando o pH para 4,5.

Apds sonicacgdo por 1 minuto, verificou-se total consumo da anilina por CCD e formacéo
da imina. O diclorometano foi evaporado completamente e a reacdo bruta foi lavada com
hexano (3x 5 mL), precipitando o 4-nitrobezaldeido 71b. O residuo foi cristalizado no “freezer”
por cerca de 3 dias, 0,31 g imina 72b foi obtido ap6s filtracdo, correspondendo o rendimento
de 79%.

Propriedades fisicas do composto 73b

e Solido laranja cristalino;
e Rf=0,44 (AcOEt/hexano 1:9);
e Faixade Fusdo =76 —79°C

Dados Espectrométricos 73b

1H RMN (CDCI3, 3, ppm, 300MHz, t.a).

1,28 (d; J = 6,9 Hz; 6H); 2,95 (m, 1H); 7,27(m; 4H); 8,05 (d; J =9 Hz; 2H); 8,30 (d; J =9 Hz;
2H); 8,57 (s, 1H).

13C RMN (CDCI3, , ppm, 75MHz, t.a)

23,95 (CHa); 33,74 (CH), 121,01(CH), 123,93( CH), 127,27 (CH); 129,21 (CH); 141,77 (C),
148,17 (C); 148,51 (C); 149,11 (C); 156,31 (CH).
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6.2.3 — Sintese da imina (E)-4-fluoro-N-(4-nitrobenzilideno)anilina. 73c

M

+ — > |
H
N2 O,N
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71 72c 73c

Em um baldo a temperatura ambiente, foram adicionados 4-nitrobenzaldeido 71b (0,92
g; 6,14 mmol), 4-fluoroanilina 72c (0,6 mL; 6,14 mmol), 5 mL de diclorometano e 3 gotas de
4cido acético P.A. ajustando o pH para 4,5. Em seguida, peneira molecular PM 3A foi
adicionada ao meio, que foi deixado em banho de ultrassom.

Apbs sonicacdo por 15 minutos, foi realizada CCD, verificado o total consumo da
anilina por CCD e formacédo da imina. Em seguida, a peneira molecular foi removida por
filtracdo, assim como o diclorometano por evaporagéo, obtendo assim 1,48 g de imina 73c,

correspondendo 98% rendimento.

Propriedades fisicas do composto 73c

e Sélido amorfo laranja;
e Rf=0,54 (AcOEt/hexano 1:9);
e Faixa de Fusdo = 102 — 104° C (lit.”® 109-110 °C)

Dados Espectrométricos 73c

1H RMN (CDCI3, 6, ppm, 300MHz, t.a).

7,03 (t; J =12 Hz; 2H); 7,2 (m, 1H); 7,98 (d; J =9 Hz; 2H); 8,24 (d; J = 9 Hz; 2H); 8,5 (s;
1H).

13C RMN (CDCI3, 5, ppm, 75SMHz, t.a)

116,1 (d; J = 23,0 Hz; CH); 122,5 (CH); 123,9 (CH); 124,0 (CH); 129,3 (CH); 130,4 (CH); 141,4
(C); 149,2 (C); 156,9 (CH); 161,8 (d; J = 244,8Hz; C-F).
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6.2.4 — Sintese da imina (E)-4-bromo-N-(4-nitrobenzilideno)anilina. 73d
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Em refluxo a 45° C, 4-nitrobenzaldeido 71b (0,6 g; 3,85 mmol) e 4-bromoanilina 72d
(0,5 g; 2,81 mmol) foram dissolvidos em 5 mL de diclorometano. A seguir foram adicionadas
3 gotas de &cido acético P.A. ajustando o pH para 4,5.

Apds 1 hora, foi realizada CCD, verificando a formacao da imina 73d e consumo parcial
do regente 4-bromoanilina 72d. O diclorometano foi evaporado, obtendo assim 0,77 g de imina

bruta.

Propriedades fisicas do composto 73d

e Solido cristalino amarelo;
e Rf=0,58 (AcOEt/hexano 1:4);
e Faixade Fusdo =144 —146°C

Dados Espectrométricos 73d

1H RMN (CDCI3, 8, ppm, 300MHz, t.a).

7,11 (d; J = 9 Hz; 2H); 7,56 (d; J = 9 Hz; 2H); 8,27 (m; 4H);

13C RMN (CDCI13, o, ppm, 7SMHz, t.a)

110,3 (CH); 122,5 (C); 124,2 (CH); 129,2 (CH); 132,6 (C); 137,3 (C); 138,4 (C); 146,8 (C);
150,2 (C).

6.2.5 — Sintese da imina (E)-3-cloro-N-(4-nitrobenzilideno)anilina. 73e
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Em um baldo a temperatura ambiente, foram adicionados 4-nitrobenzaldeido 71b (0,73
g; 4,67 mmol), 3-cloroanilina 72e (0,5 mL; 4,67 mmol), 5 mL de diclorometano e 3 gotas de
4cido acético P.A. ajustando o pH para 4,5. Em seguida, peneira molecular PM 3A foi
adicionada ao meio, que foi deixado em banho de ultrassom.

Ap0s sonicacao por 2 h, foi realizada CCD, verificado o consumo parcial da anilina por
CCD e formacdo da imina. Em seguida, o diclorometano foi retirado por evaporagéo, obtendo

assim 1,32 g de imina 73e, correspondendo 70% de rendimento.

Propriedades fisicas do composto 73e

e P6 levemente amarelo;
e Rf=0,45 (AcOEt/hexano 1:4);
e Faixa de Fusdo = 109 — 111° C (1it.%° 108-109 °C)

Dados Espectromeétricos 73e

1H RMN (CDCI3, 3, ppm, 300MHz, t.a).

7,13 (d, J =9 Hz; 1H); 7,25 (m, 2H); 7,33 (d; J = 9 Hz; 2H); 7,38 (s; 1H); 8,06 (d; J = 9 Hz;
2H); 8,32 (d; J = 9Hz; 2H); 8,52 (s; 1H).

13C RMN (CDCI3, 6, ppm, 7SMHz, t.a).

119,4 (CH), 120,9 (CH); 124,0 (CH); 126,8 (CH), 129,5 (CH); 130,3 (CH); 134,9 (C); 141,0
(C); 149,4 (C); 152,1 (C); 158,3 (CH).

6.3 — Sintese do cloridrato da glicina esperificada 79

OH EtOH _ + 10
HoN — > H3N/Y ~
o SOCl, 5
78 79

Em um baldo de fundo redondo de 500 mL, foram adicionados 200 mL de etanol P.A.,
arrefecido em banho de gelo e equipado com agitagdo magnética. Com auxilio de uma pipeta
graduada foi adicionado lentamente ao meio reacional o cloreto de tionila [SOCI;] (9,65 mL;
133 mmol), seguida da glicina 78 (10 g; 133 mmol) foi adicionada, apos término da adi¢cdo o
banho de gelo foi retirado e a mistura submetida a refluxo por 4 h, sendo importante destacar
que a faixa de temperatura para completa solubilizacdo da glicina esta entre 74° C e 78° C.
Apos transcorrido o tempo, o etanol foi removido e a glicina esterificada 79 lavada consecutivas

vezes com éter etilico, por meio da filtracdo em funil de vidro sinterizado, afim de se retirar
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todas as impurezas oriundas da obtencdo da glicina esterificada. O produto obtido foi 18,2 g do

com rendimento de 98%.
Propriedades Fisico-quimicas da glicina esterificada
- Solido branco amorfo

- Faixa de fusdo: 145 °C a 146 °C, conforme literatura.

6.4 — Sintese do clorooximidoacetato de etila 80, precursor do n-6xido de nitrila— CEFNO
81.

0]
+ _ NaNO, N_
/\O)J\/NH3 ol — /\O)J\(/ OH
HCl(conc.) Cl
n 80

Em um baldo de fundo redondo de 250mL foi pesada a glicina esterificada 79 (18,29g;
131,03mmol) que foi solubilizada em 30mL de &4gua destilada. Em seguida, foram adicionados
a 0°C, HCI conc. (11,33mL,; 369,79mmol) e uma solugdo aquosa de NaNO- (9,145 g; 132,54
mmol / H,O = 15,3 mL). Apdés o término da adicdo, nas mesmas condi¢Bes descritas
anteriormente, foi adicionado mais um equivalente de HCI conc. e de NaNO:..

Com o término da adicdo do segundo equivalente de NaNO, a mistura reacional
permaneceu em agitacdo durante 20 min. Apos esse periodo, foi realizada a extracdo com
diclorometano (6 x 35mL), a solucdo diclorometénica foi seca com Na>SO4 anidro. Apos total
evaporacdo do solvente, foi adicionado hexano gelado, onde foi observado a precipitacdo do
produto, que foi filtrado em funil de vidro sinterizado e armazenado em frasco de vidro ambar.

O resultado obtido foi 11,94 g do precursor cujo rendimento foi de 65%.

Propriedades Fisico-quimicas do precursor

- Sélido branco cristalino

- Faixa de fusdo: 75 °C a 80 °C, conforme literatura.
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6.5 — Sintese Cicloadutos 74

6.5.1 — 4-(fenil)-5-(p-toluil)-4,5-diidro-1,2,4-oxadiazol-3-carboxilato de etila. 74a

GOE CO,Et
G A
b — r
HaC HaC

73a 81 74a

~J

Em um bal&o de duas bocas de 100 mL, equipado com funil de adi¢cdo com equalizacao
de pressdo e condensador de refluxo, foi adicionada a imina 73a (2,18 g — 11,16 mmol), THF
seco (36 mL) e a trietilamina (1,9 mL; mmol). A esta solucdo sob refluxo, foi adicionada,
lentamente, com funil de adicdo, a solucdo de clorooximidoacetato de etila 80 (1,04g; 6,91
mmol/ 6mL de THF). Finalizada a adi¢do, mais um equivalente de trietilamina e de precursor
80 foram adicionados nas mesmas condicGes descritas anteriormente. Ao término da adicdo, a
reacao permaneceu por mais 2 h sob refluxo, quando a CCD confirmou a formagéo do produto.
O sal formado (cloreto de trietilaménio) foi filtrado e o solvente removido por meio do
evaporador rotatério. O produto foi submetido a uma prévia recristalizacdo em metanol e
posterior cromatografia em coluna “flash” (gel de silica acetato/hexanol:9) obtendo 1,42 g de
um cristal branco, o cicloaduto 74a, correspondendo ao rendimento de 41%.

Propriedades fisicas do composto 74a

e Solido cristalino branco;
e Rf=0,30 (AcOEt/hexano 1:4);
e Faixade Fusdo=110-112°C

Dados Espectrométricos 74a

1H RMN (CDCI3, 6, ppm, 400MHz, t.a).

1,27 (t, J = 12 Hz; 3H); 2,37 (s, 3H); 4,30 (q; 2H); 6,47 (s; 1H); 6,89 (d; J = 8 Hz; 2H); 7,23
(m; 5H); 7,39 (d; J = 8Hz; 2H).

13C RMN (CDCI13, 6, ppm, 100MHz, t.a).

13,8 (CH3); 21,3 (CHa); 62,6 (CH>); 101,7 (CH); 124,2 (CH); 126,6 (CH); 127,4 (CH); 129,2
(CH); 129,4 (CH); 134,2 (C); 139,4 (C); 140,2 (C); 148,6 (C); 157,2 (C).

IV TF (ATR, cm-1), principais sinais.

3110; 2988; 2924; 1736; 1575; 1494; 1431, 1190; 1164, 1113; 757.
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6.5.2 — 4-(4-isopropilfenil)-5-(4-nitrofenil)-4,5-diidro-1,2,4-oxadiazol-3-carboxilato de etila 74b.

73 81 74b

Procedimento experimental idéntico ao item 6.5.1

Imina p-NO2/p-isop. 73b (0,2 g; 0,74 mmol), THF (4 mL) e a trietilamina (0,2 mL; 1,8
mmol) e precursor 80 (0,12 g; 0,82 mmol/ 0,4 mL de THF).

O produto foi submetido a cromatografia em coluna “flash” (gel de silica AcOEt/hexano
1:9) obtendo-se um 0,083 g de um liquido amarelo, o cicloaduto p-NO2/p-isop. 74b,
correspondendo a um rendimento de 29%.

Propriedades fisicas do composto 74b

e Liquido amarelo oleoso;
e Rf=0,36 (AcOEt/hexano 1:4);

Dados Espectrométricos 74b

1H RMN (CDCI3, 3, ppm, 300MHz, t.a).

1,13 (d; J = 6 Hz; 6H); 1,18 (t; J = 9 Hz; 3H); 2,79 (m; 1H); 4,22 (m; 2H); 6,49 (s; 1H); 6,77
(d; J=9Hz; 2H); 7,07 (d; J = 9Hz; 2H); 7,62 (d; J = 9Hz; 2H); 8,20 (d; J = 9Hz; 2H)

13C RMN (CDCI13, 6, ppm, 75MHz, t.a).

13,7 (CHs); 23,7 (CH3); 33,6 (CH); 62,8 (CH2); 100,3 (CH); 124,5 (CH); 124,7 (CH); 127,6
(CH); 128,4 (CH); 136,5 (C); 144,0 (C); 148,4 (C); 148,9 (C); 149,0 (C); 156,7 (C).

LLV. TF (ATR, cm-1), principais sinais.

3080; 2983; 2869; 1926; 1736; 1528; 1351; 1191, 1171, 1035; 852; 771.
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6.5.3 — 4-(fluorofenil)-5-(4-nitrofenil)-4,5-diidro-1,2,4-oxadiazol-3-carboxilato de etila. 74c

F F
O gozEt @ CO,Et
N + 11 N/<
I N+ N
O,N O,N

~J
(2
(2]
12
N
(2]

Procedimento experimental idéntico ao item 6.5.1

Imina p-NO2/p-F 73c (1,69 g; 6,95 mmol), THF (22 mL) e a trietilamina (1,2 mL; 8,57
mmol) e precursor 80 (1,16 g; 7,64 mmol/ 3,5 mL de THF).

O produto foi submetido & cromatografia em coluna “flash” (gel de silica AcOEt/hexano
1:9) obtendo 0,4385 g de um cristal amarelo o cicloaduto 74c, correspondendo ao rendimento
de 27%.

Propriedades fisicas do composto 74¢

e Soélido cristalino amarelo;
e Rf=0,19 (AcOEt/hexano 1:4);
e Faixade Fusdo =85 —-88°C

Dados Espectrométricos 74c

1H RMN (CDCI3, 6, ppm, 400MHz, t.a).

1,27 (t; J =7 Hz; 3H); 4,29 (m; 2H); 6,54 (s; 1H); 6,96 (m; 4H); 7,67 (d; J = 8 Hz; 2H); 8,28
(d; J =8 Hz; 2H).

13C RMN (CDCI13, 6, ppm, 100MHz, t.a).

13,7 (CHa); 62,9 (CH>); 100,5 (CH); 116,7 (d; J = 22,8 Hz; CH); 124,1 (CH); 127,3 (d; J = 7Hz;
CH); 128,4 (CH); 134,7 (C); 143,4 (C); 148,7 (C); 149,1 (C); 156,4 (C); 161,6 (d; J =248,2 Hz; C-
F).

LLV. TF (ATR, cm-1), principais sinais.

3113; 3082; 2978; 2930; 2875; 1926; 1746; 1583; 1538; 1505; 1433; 1391; 1348; 1209; 1164,

1118; 1209; 900; 844; 815; 750.
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6.5.4 — 4-(bromofenil)-5-(4-nitrofenil)-4,5-diidro-1,2,4-oxadiazol-3-carboxilato de etila. 74d

73d 81 74d

Procedimento experimental idéntico ao item 6.5.1

Imina p-NO2/p-Br 74d (0,72 g; 2,35 mmol), THF (7 mL) e a trietilamina (0,4 mL; 2,91
mmol) e precursor 80 (0,39 g; 2,59 mmol/ 1,1 mL de THF).

O produto foi submetido & cromatografia em coluna “flash” (gel de silica AcOEt/hexano
1:9) obtendo 0,227 g de um cristal laranja o cicloaduto p-NO/p-Br 74d, correspondendo ao

rendimento de 23%.

Propriedades fisicas do composto 74d

e Solido cristalino amarelo;
e Rf=0,23 (AcOEt/hexano 1:4);
e Faixa de Fusdo =106 — 107 °C

Dados Espectrométricos 74d

1H RMN (CDCI3, 3, ppm, 300MHz, t.a).

1,31 (t; J =7 Hz; 3H); 4,32 (q; J = 7 Hz; 2H); 6,57 (s; 1Hz); 6,80 (d; J = 9Hz; 2H); 7,42 (d; J
= 9Hz; 2H); 7,67 (d; J = 9Hz; 2H); 8,28 (d; J = 9Hz; 2H).

13C RMN (CDCI3, 5, ppm, 7SMHz, t.a).

13,8 (CHs); 63,1 (CH2); 100,1 (CH); 121,1 (C); 124,1 (CH); 126,3 (CH); 128,3 (CH); 132,8
(CH); 137,9 (C); 143,3 (C); 148,2 (C); 149,1 (C): 156,4 (C).
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6.5.5 — 3-(clorofenil)-5-(4-nitrofenil)-4,5-diidro-1,2,4-oxadiazol-3-carboxilato de etila. 74e
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Procedimento experimental idéntico ao item 6.5.1

Imina p-CHa/p-Br 74e (0,66 g; 1,75 mmol), THF (8 mL) e a trietilamina (0,4 mL; 2,91
mmol) e precursor 80 (0,42 g; 2,77 mmol/ 1,5 mL de THF).

O produto foi submetido a cromatografia em coluna “flash” (gel de silica AcCOEt/hexano
1:9) obtendo 0,26 g de um cristal branco o cicloaduto 74e, correspondendo ao rendimento de
27%.

Propriedades fisicas do composto 74e

e Soélido cristalino branco;
e Rf=0,21 (AcOEt/hexano 1:4);
e Faixade Fusdo =102 — 104 °C

Dados Espectrométricos 74e

1H RMN (CDCI3, &, ppm, 400MHz, t.a).

1,31 (t; J =7 Hz; 3H); 4,34 (m; 2H); 6,61 (s; 1H); 6,80 (d; J = 9Hz; 1H); 6,9 (d; J = 9HZz)7,42
(d; 3 =9Hz; 2H); 7,67 (d; J = 9Hz; 2H); 8,28 (d; J = 9Hz; 2H).

13C RMN (CDCI3, 6, ppm, 100MHz, t.a).

13,8 (CH?3); 63,1 (CH>); 100,0 (CH); 122,4 (CH); 124,2 (CH); 124,5 (CH); 127,5 (CH); 128,3
(CH); 130,6 (CH); 135,2 (C); 140,2 (C); 143,2 (C); 148,1 (C); 149,1 (C); 156,4 (C)
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6.6 — Sintese Alcoois 75

6.6.1 — (4-fenil-5-(p-toluil)-4,5-diidro-1,2,4-oxadiazol-3-il) metanol 75a.

74a 75a

A uma soluc¢éo do éster 74a (0,37 g; 1,19 mmol) em metanol seco (17 mL), a 0°C e agitacéo,
foram adicionados NaBHs (0,13 g; 3,57 mmol; 3 equivalentes-mol em relagdo ao éster
oxadiazolinico) em trés por¢des de um equivalente. Apos a total adicdo do agente redutor, a agitacao
foi mantida por cerca de meia hora & 0° C e meia hora adicional & t.a. Transcorrido esse tempo,
detectou-se total consumo do éster, onde a formacao do alcool foi percebida desde o inicio da adi¢do
do NaBHa.

Apos completo consumo do éster 74a, remocdo do metanol e solubilizagdo do produto em
5,0 mL de acetato de etila, adicionou-se 3,0 mL de solucdo de saturada de NaCl, e seguiu-se a
extragdo, utilizando-se acetato de etila (3 x 3,0 mL). As fases organicas foram combinadas e secas
sob Na2S0s anidro, e apos filtracdo e remocdo do solvente, o produto final soi submetida a
cromatografia em coluna “flash” (gel de silica, AcOEt/Hexano a 1:4), obtendo 0,32 g do respectivo

alcool puro 75a, correspondendo a um rendimento de 96%.

Propriedades fisicas do composto 75a

e So6lido amorfo branco;
e Rf=0,36 (AcOEt/hexano 1:1);

Dados Espectrométricos 75a

1H RMN (CDCI3, 3, ppm, 400MHz, t.a).

2,24 (s; 3H); 3,14 (sl; 1H); 4,29 (d; J = 14Hz; 1H); 4,35 (d; J = 14Hz; 1H); 6,53 (s; 1H); 7,04
(m; 5H); 7,18 (m; 2H); 7,29 (d; J = 7,6Hz; 2H).

13C RMN (CDCI3, 6, ppm, 100MHz, t.a).

21,2 (CH3); 54,2 (CH>); 98,6 (CH); 124,13 (CH); 126,2 (CH); 127,6 (CH); 129,3 (CH); 129,5
(CH); 133,8 (C); 137,1 (C); 139,9 (C); 155,6 (C).
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6.6.2 — (4-(4-fluorofenil)-5-(4-nitrofenil)-4,5-diidro-1,2,4-oxadiazol-3-il) metanol. 75c

- N0 - OH
T - T r
N
\/N B — N \N
O,N O2N

g
T4c 75¢

Procedimento experimental idéntico ao item 6.6.1

Ester oxadiazolinico 74c (0,15 g; 0,41 mmol), MeOH (6 mL) e o NaBH4 (0,04 g; 0,41
mmol). Extracdo realizada com o dobro do volume necessario: 4,0 mL de acetato de etila, 2,0
mL de solugéo de saturada de NaCl e acetato de etila (3 x 2,0 mL),

O produto foi submetido a cromatografia em coluna “flash” (gel de silica AcOEt/hexano
1:4) obtendo 0,126 g de um sélido amarelo o alcool oxadizolinico 75c¢, correspondendo ao

rendimento de 95%.

Propriedades fisicas do composto 75¢

e Sélido amorfo branco;
e Rf=0,27 (AcOEt/hexano 1:1);

Dados Espectrométricos 75¢

1H RMN (CDCI3, 5, ppm, 300MHz, t.a).

2,96 (sl; 1H); 4,29 (d; J = 14,1Hz; 1H); 4,37 (d; J = 14,1Hz; 1H); 6,63 (s; 1H); 7,04 (m; 5H);
7,62 (d; J =9Hz; 2H); 8,19 (d; J = 9Hz; 2H).

13C RMN (CDCI13, 6, ppm, 75MHz, t.a).

53,8 (CH2); 97,8 (CH); 116,9 (d; J = 22,9 Hz; 1CH); 123,9 (CH); 127,5 (d; J = 9,2Hz; 1CH); 128,4

(CH); 132,3 (C); 143,5 (C); 148,9 (C); 155,6 (C); 161,4 (d; J = 247,3Hz; C-F).
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6.7 — Sintese do cicloaduto metino 82

6.7.1 — 4-phenyl-5-(p-toluil)-4,5-dihydro-1,2,4-oxadiazole 82a
L e QW
o o

H;C HsC

75a

(o
N
iy

Em um baldo de fundo redondo, foi adicionado 0,06 mL de cloreto de oxalila (0,7 mmol)
e 1,3 mL de CHCI; seco e deixado sob agitacdo a temperatura de —72 °C, sob atmosfera de
argbnio. Concomitantemente, foram elaboradas mais outras duas solugdes a t.a.; a primeira
(solugdo 1) contendo 0,1mL de DMSO seco (1,4 mmol) em 0,3 mL de CHClI; e a segunda
(solucdo 2) contendo o alcool 71a (0,15g: 0,56 mmol) em 0,35 mL de CHCl,. Estabilizaram-
se a agitacéo e a temperatura, a—72 °C, e adicionou-se a solucdo 1, ao baldo reacional, deixou-
0S em agitacdo por 2 minutos. Em seguida, a solucdo 2 foi aplicada lentamente durante 5
minutos, deixando-se em agitacdo por mais 15 minutos.

Por fim, foi adicionado a trietilamina (0,4 mL; 2,87 mmol), deixando a reacao em agitacao
por 5 minutos. Através de CCD foi verificado que todo o alcool havia sido consumido. Em
seguida, foi promovida uma extracdo com diclorometano P.A. (3 x 5,0 mL), retirando a agua
com sulfato de sdédio anidro. Apos remocdo do solvente, o produto bruto foi submetido a
cromatografia em coluna “flash” (gel de silica AcOET/Hexano 1:4), permitindo a obtengdo de

0,051 g do cicloaduto metino 82a puro, correspondendo ao rendimento de 63%.

Propriedades fisicas do composto 82a

e Liquido oleoso amarelado;
e Rf=0,38 (AcOEt/hexano 1:4);

Dados Espectrometricos 82a

1H RMN (CDCI3, 6, ppm, 400MHz, t.a).

2,27 (s; 3H); 6,62 (s; 1H); 7,21 (m; 9H); 7,57 (s; 1H); 7,57

13C RMN (CDCI3, 6, ppm, 100MHz, t.a).

21,1 (CHg); 89,7 (CH); 124,1 (CH); 127,2 (CH); 127,7 (CH); 129,2 (CH); 129,4 (CH); 131,2
(C); 140,1 (C); 147,7 (C); 151,6 (CH)
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7 - ATIVIDADE CITOTOXICA

7.1 — Metodologia Atividade Citotoxica

7.1.1 — Citotoxicidade in vitro em células tumorais

A atividade citotoxica foi obtida através do método do MTT que consiste em uma
dosagem colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-
brometo tetrazolio (MTT) de cor amarela a formazan insolGvel, de cor purpura, que precipita
devido a acdo da enzima succinil-desidrogenase presente somente nas mitocondrias de células
metabolicamente ativas 882

A triagem inicial das amostras foi realizado segundo o0 método do MTT®, As linhagens
de células tumorais humanas utilizadas foram: K-562 (leucemia mielocitica cronica) e NCI-
H292 (carcinoma mucoepidermdide de pulméo) obtidas da secdo de culturas celulares do Banco
de Células do Rio de Janeiro e mantidas de acordo com o protocolo estabelecido pelo
Laboratdrio de Cultura de Células do Departamento de Antibidticos da UFPE.

As células foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 1% de antibidtico (penicilina e estreptomicina) e L-glutamina, cultivadas em placas de
cultura com 96 pogos na concentragdo de 2x10° células/pogo (K-562 e NCI-H292), incubadas
a 37 'C, em atmosfera Gimida (5% de CO2) durante 24 h. Em seguida, os compostos foram
dissolvidos em DMSO na concentracédo estoque de 10 mg/mL foram adicionadas aos po¢os em
concentracdo Unica (25 pg/mL) e a doxorrubicina (5 ug/mL) utilizada como controle positivo.
Apos 72 horas de reincubagdo das placas foi adicionado em cada pogo 25 pL do MTT (5
mg/mL). Apés 3 h de incubacdo, 0 meio de cultura com MTT foram aspirados e 100 pL de
DMSO adicionado a cada pogo para a dissolucdo dos cristais de formazan. A absorbancia foi
medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 540 nm.

A porcentagem de inibi¢do x log da concentracéo foi registrada e calculada a partir da
regress@o néo linear no programa GraphPad Prism 5.0. Cada amostra foi testada em triplicata

em dois experimentos independentes.
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7.1.2 — Método de Andlise dos Resultados.

Para triagem inicial dos compostos, o percentual de inibicdo do crescimento celular
(IC%) foi determinado considerando a média do controle negativo como 100 % de proliferacao.
Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotdxico das amostras testadas.
Amostras sem atividade, com pouca atividade (inibicdo de crescimento celular variando de 1 a
50 %), com moderada atividade (inibicdo de crescimento celular variando de 50 a 75 %) e com

alta atividade (inibicdo de crescimento variando de 75 a 100 %).84

7.2 — Resultados da Atividade Citotdxica

Foram testados quatro cicloadutos oxadiazolinicos com a funcéo éster, em concentracao
Unica de 25 p/mL em duas linhagens celulares, K-562 (leucemia mielocitica cronica) e NCI-
H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulmé&o).

Tabela 4: Percentual inibitério das amostras testadas frente as linhagens celulares K-562 (leucemia mielocitica

cronica) e NCI-H292 (carcinoma mucoepidermdide de pulméo).

Linhagens Celulares (1C%o)

Amostras
K-562  NCI-H292
74a 00+00 26009
74c 150+0,0 0,0£0,0
74d 27,4+00 0,0x0,0
74e 429+0,7 3,86%09
Doxorrubicina 79,0+0,1 942+19

A escala de intensidade reportada anteriormente foi observada, verificando uma baixa
atividade citotoxica dos compostos 74d e 74e frente a linhagem leucémica K-562, enquanto
74a e 74c demonstraram inatividade. Os quatro compostos testado foram inativos para as

celulas de linhagem de carcinoma mucoepidermaide pulmonar.
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Figura 36 — Oxadiazolinas di-aridaldas com baixa atividade citotoxica.
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Para o composto 74e, é importante ressaltar que este, assim como o0s demais submetidos
a atividade citotdxica, € um provavel par enantiomérico, logo, pode-se sugerir que apenas uma
das formas enantioméricas (R ou S) seja responsavel por um efeito citotdxico. Estudos
posteriores, com maior nimero de linhagens testadas, assim como a separacdo das formas
enantioméricas, poderdo demonstrar de maneira mais eficaz o potencial citotoxico do composto
74e.

Figura 37 — Formas enantioméricas oriundas da sintese assimétrica de oxadiazolinas di-aridaldas.
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Em um trabalho, de Iniciacdo Cientifica, em nosso grupo de pesquisa, Souza E. K.
sintetizou inéditas oxadiazolinas biciclicas, das quais, 0 composto 83 com substitui¢do p-NO3,
apresentou percentuais inibitério de 90,0 % frente de linhagens de Leucemia Promielocitica
Aguda (HL-60), na concentragéo de 25 pg/mL. Para esta linhagem celular o padréo positivo,

Doxorrubicina 84 apresentou percentual inibitdrio de 92,9 %. 8°
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Figura 38 — 3-aril-1,2,4-oxadiazolina biciclica 83 e farmaco doxorrubicina 84.
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8 — ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Como visto citado na literatura, o nucleo oxadiazolina tem apresentado atividade
antimicrobiana, além de estar presente em farmacos comerciais, como o caso do Furamizol.!
Sendo assim, foi realizada a avaliagdo do potencial antimicrobiano do nucleo 1,2,4-oxadizolina
nos analogos coxibes sintetizados, trabalho este realizado no Laboratério de Analises
Microbioldgias do departamento de Ciéncias Farmacéuticas — UFPE.

Neste trabalho, a metodologia utilizada para a avali¢do da atividade antimicrobiana foi a
disco-difusdo em Agar, conhecida como técnica de Kirby-Bauer, frente a cepas bacterianas

Gram positivas e Gram negativas.

8.1 — Metodologia
8.1.1 — Linhagens microbianas

Os microrganismos utilizados nos ensaios pertencem a colecdo do Laboratorio de
Analises Microbioldgicas do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal
de Pernambuco - Brasil (codigo: AM). Foram eles:

e Staphylococcus aureus: MSSA (AM - 1243) e Padrdo (AM 103-ATCC 6538);
e Staphylococcus coagulase negativo (AM 1242);

e Enterococcus faecalis (1058);

e Escherichia coli ( AM1050 - ATCC 35218);

e Klebsiella pneumoniae ( AM411);

o Salmonella cholerasius (AM 1280);
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ATCC — American Type Culture Collection.
AM — Cadigo da colecdo de cepas do Laboratorio de Analises Microbioldgicas.

MSSA — Meticilin Sensitive Staphylococcus aureus

8.1.2 — Preparo dos in6culos

Os indculos foram preparados a partir de culturas de 24 h em agar Mueller-Hinton
(Himedia), e suspendidas em soro fisioldgico esteéril, ajustando a turvacdo dos inoculos a da
escala 0,5 McFarland (108 UFC/ml) (CLSI, 2008).

8.1.3 — Preparacao das solucdes e dos discos.

Os cinco compostos sintetizados foram diluidos em diclorometano para uma
concentracdo de 10 mg/mL enquanto que o antibiético gentamicina (Sigma) foi diluido em agua
estéril, obtendo-se uma solucdo de 1 mg/mL. Os discos de papel estéreis, foram embebidos com
10uL das solugbes previamente preparadas e deixados por 15 min, em placa de petri, na estufa

bacterioldgica a 37 + 1 °C para evaporacao dos solventes. (CLSI,2008).

8.1.4 — Determinacdo do Halo de Inibic&o

Os intculos forma semeados, com auxilio de swab, em placas de agar Mueller-Hinton.
Em seguida, os discos foram inseridos no meio e deixados em pré-difusdo por 30 min. antes de
serem levados a estufa bacteriologica a 37 £ 1 °C, por um periodo de 18 h. As concentracdes
dos compostos nos discos foi de 100ug/disco, enquanto que a concentragéo final da gentamicina
foi de 10 pg/disco.

Apos esse periodo, as placas foram retiradas da estufa e verificada a formacao de halos

inibitérios ao redor dos discos.

8.2 — Resultados da atividade antimicrobiana

Nenhum dos compostos testados apresentou formacéo de halos inibitérios. Os controles
negativos ndo apresentaram formacao de halos, como esperado e nenhuma das cepas utilizadas
apresentou perfil de resisténcia ao antibiotico gentamicina, tendo este apresentado halos

inibitérios em todas as placas, como apresentado na tabela 5.



Tabela 5: Medida dos halos inibitérios em mm dos compostos testados.

MOLECULAS TESTADAS

CEPAS
74a 74b 74c 74d 74e GEN
S. aureus AM 103 ) ) ) ) ) 18 mm
S. aureus AM 1243 ) ) ) ) ) 32 mm
S. coag. negativo AM 1242 } ) ) ) ) 14 mm
E. faecalis AM 1058 ) ) ) ) ) 22 mm
E. coli AM 1050 ) ) ) ) ) 32 mm
S. cholerasius AM 1280 ) ) ) ) ) 24 mm
K. pneumoniae AM 411 ) ) ) ) ) 25 mm

(-): ndo houve formacéo de halo inibitério.
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Posterior estudo em meio liquido, podera ser realizado afim de confirmar uma possivel

inatividade antimicrobiana, definido também, se ha uma dificuldade de difusdo das moléculas

no meio de cultura.
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9 — CONCLUSOES

Neste trabalho, cinco inéditas 1,2,4-oxadiazolinas di-ariladas 74, analogos coxibe,
foram obtidas, demonstrando a eficacia sintética na obtencéo destes novos compostos, por meio
das reacOes de cicloadicdo 1,3-dipolar entre, o éxido de carboetdxiformonitrila 81, e iminas di-
ariladas 73 substituida. A proposta sintética do trabalho, como prevista na teoria dos orbitais
moleculares de fronteira, para sistema dipolo/dipolardfilos utilizados, se mostrou viavel,

chegando aos novos derivados coxibes oxadiazolinicos.
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Os inéditos cicloadutos oxadiazolinicos di-arilados 73 com funcéo éster em C3, obtidos
com rendimento médio de 30%, foram devidamente caracterizados e determinadas suas
caracteristicas fisico-quimicas. N&do obstante, visando a obtencdo do composto hibrido
oxadiazolinica/hidrazona 77, a funcdo éster deste cicloaduto 74, foi reduzida a alcool 75, via
NaBHas e posteriormente oxidada para obtencdo do respectivo aldeido 76, pela ativacdo do
DMSO, conhecida reacdo de Swern.

O alcool oxadiazolinico foi obtido e elucidado com sucesso, apresentando rendimento
médio de 95 %. A tentativa de obtencdo dos aldeidos oxadiazolinicos ndo foi exitosa, pois uma
improvavel desidroximetilagdo ocorreu na posi¢do C3, resultado este, surpreendente, de acordo
com o verificado na literatura para a oxidacdo de Swern. Estudos posteriores deverdo ser
realizados para a averiguacdo deste comportamento quimico incomum e racionalizagdo dos

mesmaos.

Com relacdo a principal atividade biologica para qual os novos derivados foram
planejados, principalmente, a avaliacdo da atividade anti-inflamatdria ainda nédo foi realizada

devido a uma contaminacao dos animais, 0 que impediu a realizacdo em tempo habil.
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Na atividade citotoxica frente a células cancerigenas humanas, foram utilizadas duas
linhagens celulares, onde os compostos 74d e 74e apresentaram baixa atividade citotoxica

frente a linhagem leucémica.

Nenhum dos compostos sintetizados apresentou atividade antimicrobiana frente aos

microrganismos testados pelo método de difusdo em disco.
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9.1 — Perspectivas

A metodologia sintética das reacdes de cicloadicdo sera aperfeicoada, afim de obter-se

melhores rendimentos a obtencéo dos derivados oxadiazolinicos 74.

Uma série de &lcoois oxadiazolinicos 75 com distintas substituicbes serdo submetidos a
reacOes de Swern, isolados e elucidados, afim de verificar a ocorréncia de uma

desidroximetilacdo em C3, como ocorrido no alcool 75a, formando o composto 82a.

SV oW
R
0/ 0/
75a 82a

A possibilidade de oxidacdo dos alcoois oxadiazolinicos serd averiguada com outros
reagentes (como MnO; ativado), caso confirme a reatividade inesperada do Swern com esse

sistema.

Outra rota sintética serd& implementada pra a obtencdo do hibrido
oxadiazolina/hidrazona. Nesta rota, hidrazonas serdo obtidas a partir da condensacdo de
hidrazinas sobre a funcédo éster em C3 dos cicloadutos oxadiazolinicos 74 formados, produzindo
hidrazidas. Uma segunda condensacdo ocorrerd das hidrazidas formadas com benzaldeidos

comercias, gerando assim o hibrido.
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Os cicloadutos oxadiazolinicos 74 - 76 serdo submetidos a avaliacdo da atividade anti-
inflamatoria pelo método de peritonite induzida por carragenina. Neste método, 0,25 mL de
carragenina (1% em salina), que atuara como agente flogistico, serd administrada por via
intraperitoneal, 1h apds a administracdo das substancias testes por via oral. Apos 4 horas, 0S
animais serdo sacrificados por dose excessiva de anestésico, sendo injetado na cavidade
peritoneal 2 mL de PBS heparinizado (10 Ul/mL). A contagem de leucdcitos totais sera
realizada em camara de Neubauer com amostras do PBS recuperadas. A contagem de PMNL
sera analisada estatisticamente através de andlise de variancia (ANOVA) e teste de Bonferroni

com intervalo de confianga de 95 %, utilizando o software Origin.

Os compostos da série serdo submetidos a avaliacdo da atividade citotoxica com novas

linhagens cancerigenas, assim como células saudaveis, para a ampliacéo da triagem.
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155 150 145 140 135 130 125 120 115

Fl1l (ppm)
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APENDICE M — Imina 73d - RMN H 300 MHz

pEMmMAEW_oallb

Zample Names pEmmAEW_ocallb Fulse sequernce PROTON Temperaboes IT Btudy ocaner  wmrd
Date colected  27-11-27 Zoivent odold Ipecrometsr  Aglisnt30d-vnmredad Jperator oendral

Fallpa/RODOLFD
Amoctra iming -5E
Eolloitacas N. P1123-8
Data 27 1117_UFPE

o
N

O,N
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APENDICE N — Imina 73d - RMN 3C 75 MHz

ame Fulse sequerce  CARBOM Ten we IT Study owner  oontral
d 27127 Joivent  odold g =tz Agliend3dd-vrmreddd Ope=rabor  oeniral

Fallpe/RODOLFD
Amochbra Imina 08
Eolloitaoac N. P11218
Data Z7A1AT_UFPE

. BO%
77.189
TT. 000
76,571

7.

137, 387
132,698

—1125.203
124. 237

h1a1

—77.428

3
—E

O,N

180,278

146.8%1
138, 445

159 .BRB

110,367

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
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APENDICE O - Imina 73d - DEPT

pEmimAEW_oallk

3a ame pEMmMAEW_sallb Fulse sequence  DEPT Temperabae IT Study owner wnmiri
Oate colected 20A7-11-27 Jolvent odold Spech =tz Agllent300-vmmnredd o Jperator oenfral

Fellpa/RODOLFD Br
Amoctra Imina -5

Solloitanas N. P1123-8

Dats 27.11.97_UFPE N

CH1 carbons

O,N

CH2 carbons

CH carbons

gquatarnary carbonp

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm



107

APENDICE P - Imina 73d - COSY

PEMMAEW_oallk

"pl= Name phmmASW_sallb Fuse sequence  gCO3Y Temperatae 27 Study owner wnmrd
Date colected  2817-11-27 Jowvent odold Jpecrometsr Aglend300-vrmredad Jperator  oendral

Fallpe/RODDLFD
Amocira Imlna-3&
Eolloitanac N. P112348
Data 27.11.17_UFPE

Br
Y | L

O,N

Fl (ppm)
[ex] =] [+0] o [ (] ] [l

|

V=]

=
[=]

8 7 6 5 4 3 2 1 0

F2 (ppm)



Fallpa/RODOLFD
Amoctra imina-2&
Eolloitaoac N. P1121-3
Data 27.11.17_UFPE

O,N

|

APENDICE Q - Imina 73d - HSQC

PEMmMASW_oallb

= T

= pEMmMASW_sallb Fu
3o T AQIERA00-V s 0

d 2Ta-2T

F2 (ppm)
o =] o um = a [ %] | o
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIII|IIII|IIII

V=]

140 130 120 110 100 90 g0 70 &0 50 40 10
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Fallps/Rodolta
Amoctrs Imina-28

FMH 320 MHz

DEMMAEW_oallk

APENDICE R — Imina 73¢ - RMN 'H 300 MHz

Jampe Names pAmmASW_callb nperabur= 27 Btudy owner wnmri
Date colected  2817-11-23 cer Agllent300-vnenre3ad cembor  pendral
Zolloftavac N. P11218
Data 23 11.17_UFPE
- -4 4
L_l i 1 i
| ISLISLALILIN AL I L N L L L I O I L L I L L L B L ) L L L L B |
14 12 10 8 6 4 2 0 rpm
o ey
i) L et
= Sl oD
o o oH oo i
oo e e
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APENDICE S - Imina 73e - RMN 3C 75 MHz

PEMmmAEW_oallb

3mpie Mame  pEMMAEW_sallb Fuse sequence  CARBOM Te = T Study oaner wnmrl
Date colected  247-11-23 Zoivent Mo 3p =r Aglient300-ynmre30e Sperator pentral
Fallpa/Rodolia
Amoctra Imina -
Zolloitacac H. P112148
Data 22 11.47_UFPE
-
]
o
-
™
-
-
N N g
| R o
. -
H IR -
oLn 92 R3IE oo L'\-\-F b=
a . .
e - - 2 M I\L\Lﬁ - oL o
a - o= o9 @ ™ [
O,N ERERRE: 228 J
R
- -

/
%
=

150. 158

220 200 180 160 140 120 100 a0 a0 40 20 PEpm
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Cl
APENDICE T - Imina 73e - DEPT

Fellpe' Rodoi%

Amostra imina.

Solieitasac N. P1121.T

Data 23,1117 _UFPR |

CH3 carbone

CN2 carbone

CH carbons

quaternary carbons

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
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APENDICE U - Imina 73e - COSY

PEMMASW_oall

Sample Mame pEmmASW_sallb Fulse sequence QCORY Temp
Daie colect=d 2817-11-23 Zoivent odol® 2p

wre 2T Study owner wnmr
= Agllent300-vrenred0 o Jp=rator oenfral

Fellpe/Rodalio
Amoctra Imina-58
Bolloftaoac N, P1131.8
Data 23.11.17_UFPE

RMM 320 MHz v
- s 1

2
(ppm)

Fl
-1 ) o 'S [ b

w

r

[
[=1

[y
=

10 g g 7 & 5 4 i 2 1

F2 (ppm)
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APENDICE V - Imina 73e - HSQC

PEMMAEW_oallb

Fampie Mame  pEMMASW_oallb Fulse sequence  QHI@C nperabore I 3tudy OWner  wnmir
Oaie colected 28A7-11-23 Zoivent odold pe ser  Agliend300-vrenredid Tpembtor  pendral
Fallps/Rodolio
Amoctra Imina S
Solloitaoas N. P1121-8
Data 22.11.17_UFPE
MM 320 MHZ
Cl
j | IR
N 8.5
o i
H - i
87,0
O,N = ] =
—— i v i b=
— ] @
7.57]
—_— 8.07] - - =
] o=
8.5
9.07
E;"5_|||||||||||||||||||||||||||||||||||||
144 140 138 132 128 124 120

Fl1 (ppm)
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APENDICE X - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74a - RMN 'H 400 MHz

Sample Hames AMH Fulze ssquence  PROTON Tempersturs 37 Shucty owner  vamir
Drate colleci=d  2017-D8-18 Sohvert  odold Spectrometer  wakand - ymmreddn Cpersior opersdor
Fallpa/ROODLFD
Amoctra FHNC-81
Zolloitacac W. POS1Z2-18
Data 18.08.97_UFPE
° (o]
NN
N
(0]
H,;C
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|
10 g g 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm
T T = T ey
oo - e = =
- - - [ =} L] ) Lol



APENDICE Z - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74a - RMN 13C 100 MHz

115

Zample Mames ACMDO1 Fulse sequence CARBON Temperature 27 Study owner  vamri
Date collected  2017-06-19 Saolvent cdcl3 Spectrometer  variand00-vnmrs400 Operator operador
Felipe/RODOLFO
Amostra FNC-01
Solicitacao M. P0512-16
Data 19.06.17_UFPE
o O O hZ oW
o h h B~ ™
- o Wpo
o h = yp o=
O I B s
O e e B |
N \N
o
o
o o ™ = ™ A - = o
H3C SER: r o g ER
- s . o ~ 92 ™ . . ﬂ
- o T — =1 e -
- m ™ I\KD) - o
i u
~ o
I\L I\ i
[=]
- m
[=1 o
o .
. @
- -
n —
-
e el gl dap ikl R ik il S e —me.. i s » e sl
LI L L L I L I L L L L I L Y L L B |
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
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APENDICE AA - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74a - DEPT

Iiﬁ

dame ANH Fuise sequence DEPT Temperaue 27 Efudy csmner wmird
olect=d HH7-DETR Sofvent  odofl Epechometzr  varandii-vrmnrel Cpersior  operador

Faillps/FO00LFD (o)
Amocira FMCIH (9]
o e @Nj _
\/N
CHI carbons /O)\o
H,4C

CH2 carbons

Ci=
D

CH carbons

quatarnary carboos

180 160 140 120 100 80 6l 40 20 0 ppm



117

APENDICE AB - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74a - COSY

AlH
Sarmpie Mame  ANH Pulze sequence  goO3Y Temperare 27 Ehuty oamer  sTEmrl
Cembe podiectesd  MHT-DE-18 Sovent odoEl Epectomeer  vananaii-yrenr00 Dperaior  opsraoor

FedipafFli0l A0
Arnocira FHC
Sollofzoan M. POEI2-18
Deates 15,08, 17_UIFFE

SheS ] - | |

N

/

o

(=]}

H,C

=

F1 (ppm)
[ %]

[}

n

=]

]

i

s
o dvv o b b by s b s by by s by alaag

[=-}

7 & 5 4 3 2 1 o

F2 (ppm)



FedipaF 800 RO
Armeira FMC-
Scllofznoss M. POE12-18
Dty 18,08, 17_UFFE

H,C

At |

APENDICE AC - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74a - HSQC

AlEH
ampie Mame  ANH uze sEquence  QHEEGC Temperaue 27 Shudy cener  wmrd
Dente coliect=d  20M7-DE-1D = odokd Spectometsr vananab-yners40D Operabr  opeTador
LI
. -
™
= ]
E
+]
=7
E—
7 -
7] .
- -
87
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
140 130 1z0 110 100 1] a0 70 &0 50 40 an 20 i0

F1 (ppm)
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APENDICE AD - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74a - HSQC

AlH
Sampe Mame  AMH Suze sequerce  gQHMEBC Temparsure 27 Etuchy owner  vmir
Desb= codiect=d  207-DE-18 Soivert oooE cpectometsr wanans-vnersA00 Operaior  opeeacon
FslipaFoCiI FO
Somioscira FHC-Ir
Sollofosn H. POEI2-18
Cata 15,08 17_UFFE
° 0)
L™
N
N
(0] ;
— ] -
H4C 18
— 2|
g {4 = - =
3]
i .
- ]
=7
&7
— . - -
— T__ -
-, — - - g- = -
— . - - i -
T T I T T1rrir I T LI I T 1 17T I T T T 1T I T 1 17T I T T T 1T I T 1 17T I T T T 1T I T 1T T 1 I T 1 17T I T 1T T 1 I LI ) I T T
140 130 120 110 100 =1 a0 70 &0 0 40 30 20

F1 (ppm)



APENDICE AE - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74b - *H RMN 300 MHz

POB04_3
Sample Kame POBD4_3 ulzz s=quence  PROTOM Temperature 27 Shudy owner  wnmir
Crafe colleci=d 2017-08-16 verd  odoll Spectromeber  Aglbentd00-wnmre-200 Operaior  oenbral

Fallps Heveo/FARMACIA
Amaochrs FNC 02
Eolloftaoac H. POBO4_3
Data 16.0817_UFFE

(o)
)\@\ /2./0\/
NN
O,N

N
o

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 T T T | T T T T | T
10 g 8 7 3 5 4 3 2 1 ppm
L L L L L L ——
B.B2 2.34 4.45 4.70 29.02
2.01 9.0%9 2.47
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APENDICE AF - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74b - 13C RMN 75 MHz

FOB04_3
Zampie Hame POB04_3 Pulse ssquence CARBON Temperaturs 37 Shudy owner  ynmirl
Crafe collected  2017-D8-16 Soivent odold Spectrometer  AglentiDD-snmre300 Operaior  oentral
Fallps Heveo FARMACIA
Amoctra FNC 02
Zolloltavac N. PO8O4_3
Data 16.08.17_UFPE
(o) - o
o) = B
N— m :
] -
N T 9
N .
/
() -
i
02N i =
@
-
]
-
-f 1
1
]
-
o o
m WO
o ! o
w Mmoo o R - . o
m O E - : - N b
Ji =] 0 e " =
- - - o . o
g T = A - = e b
= o v 'd
s = r -
£ ™ |
LA L I L I I O L O L I L D Y O B I
1&0 140 120 100 20 &0 40 20 o i}
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APENDICE AG - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74b - DEPT

Amoctra FNC 02
Eollotacas M. POSO4_3 0 O
Data 16.08.17_UFPE /?/ \/

N

N
CH1 carbons O
O,N

B e e o L ‘mw

CH? carbons

CH carbona

quatarnary carbones

mm%mmy%mmmm

220 200 180 150 1440 120 100 80 a0 40 20 0 ppm
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APENDICE AH - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74b - COSY

POB04_3

Sample Hame  POBD4_3
Dot colleci=d  2017-DB-1E

Pulse sequence  gCOEY Temperature 27 Study owner  ymmr
it odokd Zpectometsr  Aglient300-snmrs300 Operator  gentral

Fallps MevecFARMACLA
Amoctra FNC 02
EBolloltavac H. PO8%4_3
Data 16.08.17_UFPE
. ! I_ | 1 = 1 J (ST L

(0]
J’o\/ { = -
NN — 3
/N i ﬁl B -
o —1 B 1_: - - ’
3] .
—_— 47 - - @
i 5~ ;
6
7 =
—— . ]
—— 7 ., -
——*;I E (=] - - L ]
—Ji o3 - @
_| T I LI T I T LI I LI T I LI L I T T LI I LI T I T LI I T T T T I LI T I T LI
9 8 7 & 5 4 3 2 1 0

F2 (ppm)
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APENDICE Al - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74b - HMQC

POBO4_2

Zample Name FOBD4_2 Pulse sequence  gHEIGE Temperature 27 Shudy owner  yamr
Date collecizd  2017-08-16 Solven! odold Spectmmeter  AglentID0-snmres00 Dperaior  oentral

Fallps MevecFARMACIA
Amochra FNC 02
Ealloftacac N. POBG4_3

Dot 16.08.17_UFPE
(o) | l. l J. S " L
J’o\/
NN 7]

N | e o
d H — e
B .
O,N - _
2 L, 40
= .
- -
80—
: J—
120 R —
i e —
150
- -
_I|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
10 9 ] 7 5 5 4 3 2 1 0 -1

F2 (ppm)
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APENDICE AJ - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74b - HMBC

POBO4_3
Sampie Name  POB04_Z Pulse s=quence gHMBGC Temperature 27 Sthudy owner  yomir
ate collecizd  2017-DB-1E =l odold Spectmometer  AglentID0-wnmircs00 Dperaior  oentral

Fallps HevecFARMACIA
Amoctra FNC 02
Eolloltavac N. POBG4_3
Data 16.08.17_UFPE ]
0 l
)\Q jo\/ . . | S, S
N \/N
(0]

OZN@ . ' :
. ]
&| —
- -
80—
7] -
120
- - - -
] s =z, -
: : - - - i
160 ) _
- L J
- -
] T I T 1T 1 1 I T 1T 1 1T I T 1T T 1T I T T T 1 I T 1T 1 1 I T 1T T 1T I T T T 1 I T 1T 1 1 I T 1T 1 1T I T 1T T 1T I T T T 1 I T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1

F2 (ppm)
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APENDICE AL - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74c - RMN *H 400MHz

Sampie Name Fulse sequence  PROTON Temperabre 27 Study oaner rieardo
Date colected  2017-04-26 Zoivent odold Zpecrometsr  varansdl-snmirc400 Jpemator  operador

Fallpea/Antonks Rodolio
Amoctra FHNC03

Solloltavac N. PO418-13
ZE.04.2017 UFPE UFPE

F (0}
Q T
N \N

/

o
O,N

, .I 4

-

__-__._J R ..._.._.]..._.__... FE R SR TR W | | S

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 prm
N
=4 8 - o
L = £ w

14 E.E‘I:
4. EE{
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APENDICE AM - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74c - RMN 13C 100MHz

H342_2

me ME4Z_2 Fulse sequence CGARBON Tem re IT Ztudy owner riearde
d 3T04-26 Joivent d2o 3p s varlanaDid-wnmrcdid Jpe=rator operador

Fallpa/Antanis Rodolio
Amoctra FNCD3

Zolloitaoac H. FO418-13
IE.04.2301T7 UFPE UFPE

=
- = o - ™
- = ™M o m
F o S
\@\ o oMo
/?/0 o oA oA A
/OAO/
O,N .
@
]
i
=1
i -
o ] Ly
- ] =
- . =
- .
@ [ ™
w O W =2 o
o @ = s
A ""\-uf &
o o " S
- T M = L
1 ] = -
L E i
o 2
- )
aoH oo
-
-
o LT
o
a0 =
A —
o
ge L
-
.

220 200 180 160 140 120 100 20 &0 40 20 Ppm



APENDICE AN - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74c - DEPT

miple Name Fulse sequence DEPT Emp
gz colected 2817-04-28 Zovent odold 2

bure 2T Study owner rieardo
netzr variandD0-wnmirc400 Jperator  operador

Fallpe/Antonks Rodalio
Amochra FNCD3

Eolloitacac N. PO418-13
2E.04.2017 UFPE UFPE

F. (o)
\©\ j/o\/ CHI carbons
N \/N
OMM
oN

CH2 carbons

o

CH carbons

quaternary carbons

180 160 140 120 100 a0 a0 40 20 PEI
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APENDICE AO - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74c - COSY

Fallps/Antonio Rodolta
Amoctra FMNZ03

Eolloitapac N. PI418-13
ZE.04.2017 UFPE UFPE

F (o0}
@ b
N \N

/

o
O,N

|

i

=d 2T 0426

Temperature IT
Spech =1 varlanal-snmrca00

wner  risardo
o operador

Fl (ppm)

T

(5] b | [=]

.

L] w =] [+4]

m
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIII|IIII|IIIIIIIIIIIII

=
[=]

8 7 6 5 4 3 2 1 0

F2 (ppm)
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APENDICE AP - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74c - HSQC

wre 3T
=1 varlan&di-ynmre£00

- Fuze sequence gHIGC T
ected  2817-04-26 Jovent odold Ip

Fallpe/Antonks Rodolia
Amoctra FNCD3

Eaolloltaoas N. PI418-13
25042097 UFPE UFPE

F2 (ppm)
(] %] =

.

[=+] =1 [+4]

V=]

o
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

=
[=]

130 120 110 100 20 280 70 60 50 40 0 20

F1 (ppm)
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APENDICE AQ - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74c - HMBC

Sampie Name Fulse sequence  gHMBGC Temp e IT 2tudy owner rieardo
Dale colected  2017-04-28 Joivent odold JpecTometsr  varansdl-ynmre400 Dpmrator  operador

Fallps/Antonko RoSoito
Amoctra FMNC03

Zqlioitaoac M. PO412-13
ZED4.301T URPE UFPE

[ N
1

FZ (ppm)
]

m

[=4]

|

2]
vl

160 140 120 100 80 60 40 20

F1 (ppm)
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APENDICE AR - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74d - RMN H 300MHz

Sample Mame P128_9 Fulse sequence PROTON Temperature 27 Study cwner  central
Date collectsd  2018-01-04 Salvent edald Spectrometer Agilent300-4mmrs300 Operator  oentral

Felipe Coutinho/Antonio Rodolfo
Amostra FNC-05

Soficitacao N. P1221-3

Data 04.01.18_UFPE

Br- (0]
@ j°v
N \/N
o
O,N
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APENDICE AS — Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74d - RMN 13C 75MHz

P1221_2
Sample Name P1Z4_2 Pulse sequence CARBON Temperature 27 Study cwmer  central
Jate oollected  2018-01-04 Solvert  cdeld Spectromater Agilent300-vnmis300 Oparator  gentral
Felipe Coutinho/Antonio Rodolfo
Amostra FNC-05
Soficitacao N. P1221-3
Data 04.01.18_UFPE
(=21 oW oWl
- m Mmoo
NN @M
W o @ a
L LI o R o I ' |
J] HHT:LF

Br (0]
\Q jo\/
N \/N
ﬁ °
O,N

T77.414

oo
.
63.114

~—137.909
100.144
13.823

156470
—121 141

—140 1442

wm

200 180 160 140 120 100 BO 60 40 20 0 ppm




APENDICE AT - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74d - DEPT
Br. (o)
O jOV
N \/N
CH3 caxbans /O)\O
O,N

CHZ carbaons

Felipe Coutinha/Antonio Rodolfo
Amestra FNC-05

Solicitacao N. P1221-3

Data 04.01.18_UFPE

CH saxbans

quaternary carbons

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
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APENDICE AU - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74d - COSY

Felipe Coutinha/Antonio Rodolfo
Amostra FNC-05

Soficitacac N. P1221-3

Data 04.01.18_UFPE

"L J Hl “ . L

A\

/N
@ °
O,N

Fl1 (ppm)
=

7] 8]

i

|||rl'rIIII|||rl'rlll|||||||||I||||||IIII||||||III

|

=] (2] 4]

Hin

i

8 7 L 5 4 3 2 1 0

F2 (ppm)



Felipe Coutinha/Antenio Rodolfo
Amosira FNC-05

Solicitacao N. P1221-3

Data 04.01.18_UFPE

N
(0]

Br (o)
@ j°v
N
O,N

R

4

d

F2 (ppm)

APENDICE AV - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74d - HSQC

-

[

W

M2
[ E A I AN A I A A

o0 =] (=]
NI I A I

130

120

110

100

90

80 70

F1 (ppm)

60

50

40

30

20
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APENDICE AX - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74d - HMBC

Felipe Coutinho/Antonio Rodolfo
Amestra FNC-05 l
Solicitacao M. P1221-3 I
Data 04.01.18_UFPE
Br\©\ i?/o\/ Ll !_ J " ) - | . -
NN e
N 3
o .
02N E: 4 5__
o .
B 5.0
5.5
6.0
6.5 e o .
- ] a - o - )
T.07]
— ® °Lo."
T - o o o
8.0—
] R A [ -] [~
1 8.5
9.0—

155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100

F1 (ppm)



Fallpe/RODOLFD
Amochra FHC-08
Eolloltaoac H. POG1E-18
Data 21.08.17_UFPE

(o)
L -
Cl N \N
(0]
O,N

/

APENDICE AZ - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74e - RMN 'H 400MHz

Sample Hames  AMH
ate polleci=d  2017-DB-E1

o DEquence

vent  odold

PROTOM

Temperaturs X7
Spectromeler  varanddd-ymmredsD

Study cwner  ynmrl

Ciperaior

operador

138
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APENDICE BA — Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74e - RMN 3C 100MHz

ACMDI
Sample Hame  ACMDI Pulse sequence CARBON Temperature 27 Study cwner  wnmr
Crafe collect=d 30417-D8-F Sobvert odokd Spectomeber  warkand®d-ymmneddh Operaior operador
Fallpe/RDDOLFD
Amoctra FNC-08
Eolloitaoac N. PO&1E-18
Dats 21.08.17_UFPE
o D oW B
o 4 B ™
0 ™ B [ER 0
fo) scls s
N— aAlaA
cl N LYL

N

/

(o]

ﬂ
77,1158

an

-
{0
III"-—'IG .581

130.511

/
l""‘—1 22.4T4

O,N

100,006
63.183
13.818

143 .254
140 .212
135,248

.
/
/a

155,441
145,169

j,_
f,_

200 180 150 140 120 100 80 60 40 20 0 pPpm
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APENDICE BB - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74e - DEPT

ANH
Sampie Hame AMH Pulse sequence  EPT Tem atur= T Shudy owner wmr
ate collecizd  2017-DE-X1 Solvent odold Spectometer  warkanddd-ynmredd0 Dperalor  operador

Fallpa/RODOLFD
Amoctra FNC-08

SollolEaoac M. POS12-18 (0]
Darta 24.08.17_UFPE 0]
N—
Cl N\
CHI carbons
O,N

N/N
@°

CHl carbonp

CH carbons

quatarnary carbons

v it i

220 200 10 150 140 120 100 80 a0 40 20 0 ppm




Fallpe/RODOLFO
Amoctra FNC-08
Eolloitaoac N. POS1E-18
Daba 21.08A7_UFPE

|| L

APENDICE BC - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74e - COSY

ANH

Sample Mame AMH
ate collecisd  2017-D8-21

Temperature 27 Study owner yamrl
Spectometer  warianddd-ymmredd0 Operaior operador

—

=

Fl1 (ppm)
(=] (%] - (1] 3%

=]

[= =]

4 3 2

F2 (ppm)
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APENDICE BD - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74e - HSQC

Sampie Name AMH Pulse seguence  gHEGC Temperature 27 Sthudy wner  yamrl
Draf= colleci=d 2017-D8-F Solvert odold Spectrometer  wadand®dynmreddi Ciperaior opersdor

Fallps/RODDLFD
Amoctra FHC08
Eolioitacac N. POS1E-18
Data 21.08.17_UFPE

(ppm)
[

F2
%

(%)

L.

I Ilh‘

[¥=]

130 120 110 100 20 a0 T0 &0 50 40 a0 20 10

Fl (ppm)
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APENDICE BE - Cicloaduto Oxadiazolina Ester 74e - HMBC

ANH

‘fame  AMH FPulzz sequence gHMIBG Temp
Dafe collecizd  2097-DB-21 Sohvent  odokk 3

ometer  wariandSl-ymmreddD

Fallpsa/RODDLFD
Amochrs FHNC-08
Eolloitacac N. POS1E-18
Data 21.08.17_UFPE

(o)
JONas
Cl N \N
(0]
O,N

[

[Ea]
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIII

/

L. . l
F2 (ppm)
[+ =] =] =41 (=] (T4 %]

I

=]

160 140 120 100 a0 60 40 20

Fl1 (ppm)



144

APENDICE BF — Alcool Oxadiazolinico 75a - RMN 'H 400MHz

Eampee Name Fuize sequence: PROTON Temperaure 27 Shuchy cwmer  opEracor
Dol oolieci=d 20M7-DE-14 Sohver ool Speciometsr  warandii-wners00 Cperaior  operador
Felpa™odota
Armiocirs FMCala
Scilofizoas M. POEI2-19
1402217 UFPE
gy
N
0
H;C
__ _li.'_ _-—"".-_- —_—
 — 1 . -.-._..JL —— e B - = b e o ——
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 I T T T T I T T T T I T T T T | T T T T |
] 8 7 3 5 4 3 2 1 0 ppm
T OT Eal e i
498 - q = a
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APENDICE BG - Alcool Oxadiazolinico 75a - RMN 13C 100MHz

POTI2_11
Bampis Mame POTEE 11 Fuize sequencs  GARBON Tempersiae X7 Shudy osmer il
Deie coliecied  SH7-DE-14 Soivent  odoil Spectomesr  vanandi-ynemre00 Dperaior  DpeTadon

FedipaR.odoiio
Arvosctra FHCaLE R
folioftzonn M. PORI2-1% oo
14082017 UFPE R
(S I T
gl
o
N/\</
N
(0]
od
ur
™
]

98, 853

TT.319
119

155 . 5682
)
e
21

TE.EHL

133, 883
J,-"_

139.93
137 . 199
o

e

200 180 1a0 140 120 100 a0 a0 40 20 oom



APENDICE BH — Alcool Oxadiazolinico 75a - DEPT

Campee Mame Pulse sequence  DEPT Temperaure 27 Ehidy cener  operadon
Cezi= colleci=d  20AI7-0E-34 Sovert ool Speciomeisr  vankandi-ynereAi0 Operaior  opeTador

Felipaiodoia

Armscira FMCalor
Sollofzoan M. PEEGE-18 OH
14T UFPE

NN

CHI carbons

CH carboos

Cuatarnary carbons

ls0 160 140 120 100 -1 &0 40 20 0 Ppm

146



Amnocira FHCaliAd
Sollofizoso M. POEO2-18
1408217 UFPE

@N /(OH

|

APENDICE BI — Alcool Oxadiazolinico 75a - COSY

< ampie hams Fuiss ssquence  QOO3Y Temparaure 37
Dembe codlect=d 207-DE2-94 Soivent odoll Spectometsr  watana-vrenre400

Ehuy ownar  operador
Dperaior  opesadon

| | _

Fl1 (ppm)
=] 1y} 1oy L (X} [

w1

=]

F2 (ppm)
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Arnocirs FHCaR
Solkfsosn M. POE02-19
14082017 UFPE

APENDICE BJ - Alcool Oxadiazolinico 75a - HMQC

W3

N
ooleci=d  ITLE-14

Temperaiure X7

Epeciometer

FZ (ppm)

(=] (1)) (=] (1)) (=) u (=) o (=] (1))

o

130

120

110

100

ao

g0 T0

Fl1 (ppm}

60

50

40

30

20
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Felips M FARMATLS

Amiocirs FHCaD
Zollofaoao M. POEIE_1
Dk 1508 17_UFPE

149

APENDICE BL - Alcool Oxadiazolinico_75¢ - RMN H 300MHz

POEIE_1
Sampie Mame  POEIE_1 Suize sequence  PROTON Temperaiue X Shudy owresr  wmimird
Cest= coliect=d 20170816 Sovent  oook3 Spectooetsr A0 WTEEDE Cpersior  paniral
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APENDICE BM - Alcool Oxadiazolinico_75¢ - RMN 13C 75MHz

PaEdE_1
Sampie Mame  PSEE_1 Fuize sequence  CARBON Temperaure X Bhudy csmer  wmrd
Cimt= coleci=d  MH7-0C16 Sore spectometsr  Agilent0i-ymrsaig Operaior  pentral
Fesdips Mol FARMATLS
Arvecira FHCalI3
Scllofzosc M. PIEAE_1
Dt 1608 17_UFFE
-
=
-
=
£
F
N/(
N .
a =
(0} x5 e
- H oo
o
02N T J -+
e -
o =
- hlf
Y
& om0
! = - E
o= J = T3
& = = o -
5 . - 2 -
— ) o m
— - - .
ga = 3 i
8§ @

200 lae0 1c0 140 120 100 ao &0 40 20 ppm



APENDICE BN - Alcool Oxadiazolinico_75c - DEPT

POEiE_1
Sampes Mame  POETE_ Fuise sequence  [DEPT Erhudty cwmer el
Ceni= colieci=d MAT-08-16 orver ool erior pemiral

Fedipa Hevwea/F ARMACLS
Ammocira FHCal2a

?-;.- 1&0&1?_%5-1 F\Q\ OH
g

N

/

CH3 carboms o

O,N

CHI carboms

S

CH carbonn

quatarnary carboos

220 200 180 160 140 120 100 ao 60 40 20 0 ppm
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Feiips Hevwo FARMACLS
Amiosira FHCE-
Sollofoso M. POEE_1
Ciaka 16.08.17_UFPE

F\Q\N /</;OH
o

O,N

JL LLL

A

APENDICE BO - Alcool Oxadiazolinico 75¢ - COSY

POEE_1

Eampis Mame  POETE_1 Fulse sequence  gDDEY Temperaire X7
Dt coliecisd  HHTDE-16 S ivert EpeCie

Fl (ppm)
=] (=] 451 15 [FE] (%] b

=]

=]

10 a 2] T & 5 4 3
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APENDICE BP — Alcool Oxadiazolinico_75¢ - HSQC

FOEIE_1

Earmpie Mame  POETE_A

cliect=d  2T-08-16

D

Fl (ppm)

o
[=] (=] [==] =1 oy
[= [=] [=] [=] [=]
par s b sl by lyaaal

[
=
il

11

i

o9

B

7

&

F2 (ppm)

5

4

3

2

1
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APENDICE BQ - Alcool Oxadiazolinico 75¢ - HMBC

POB1E_1
Sampie Name POBIE_1 Pulse sequence gHMIBG Tem = I Stud =r ynmr
Cate collected 2017-08-16 Zohvert odoll = =r  Aghentl00-wnmre200 Dpersior  oenbral
Fallps MevecFARMACIA
Amaoctrs FHCala3
Solloitacac N. PO816_1
Dats 16.08.17_UFPE
j N
\Q\ OH L o J“\. L.
N/\</ =
/N :
(0] - 3
ﬂ 70
O,N L ]
80—
[ -
h -
S0
3 1003 -
110
3 E .
] 120
., = - -
—_—y = bl -
130 .
140
1E 3 - -
— 1507 * ©
E -
160 -
. £ =)
170 .
rfrtrrrrrrrrrrtrrrrrrrrrjrrrr[rr 11t 1t 1ttt [T T 11T
g 8 7 6 5 4 3 2 1 0

F2 (ppm)
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APENDICE BR - Oxadiazolina com hidrogénio em C3 82a - RMN 1H 400MHz

Sample Mame  POX12_4 Pulse sequence  PROTON Temperaiure 27 Study owner  vmr
Date collected  2047-10-08 Salvent edeld Spectrometer  variand00-ymmrs400 Cperator  operador
Felipe/Rodolfo
Amostra FNCad-01
Solicitacao M. PH005-1
Data 09.10.17_UFPE
O\ H
N
N
(0]
HsC
—I_-
1 N | l
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APENDICE BS - Oxadiazolina com hidrogénio em C3 82a - RMN 'H 400MHz

PO512_4
Sample Mame P52 _4 Pulse sequence  PROTON Temperature 27 Study owner v
Date collected  2047-10-08 Saolvent edeld Spectrometar  wariand00-ynmrs400 Operator  operador
Felipe/Rodolfo
Amosra FNCad-01
Solicitacan M. P1003-1

Data 09.10.17_UFPE

S,

N
/
o
HsC
=~ &
woom
oo
o N
@
R
e ©
n:-l'"_
e . EERE
] E I
= =

T.305
7
-
-
7
T.107
6_627

A i

LI LI L LI LI LI L LI LI LI LI T T T LI LI LA I I R AN I B A I
| T | I T T I I | | | I | I | I

7.8 7.7 7.6 1.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 PPm




157

C3 82a - RMN C 100MHz

APENDICE BT - Oxadiazolina com hidrogénio em

Amosira FNCad-01
Selicitacao N. PAD0S-1

03T FT

ELETE

TE3°6T

TEFHL
000" LL I...__._

mnw.p__.\ﬂ\
6TE LL

LEL 68

.mm._".ww.nl/.
BLZLZT

.n.:-.hw.nl/

\JnL—nm—nmﬁ

nmm.mn.ﬂ%
$OF 62T \\

FEZ TET

ﬂm.u_.__..m.nl\\\
ZETOFT 7

OSL LF¥T i
EF9"IST

N

0
o}

H,C

Data 09.10.17_UFPE

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

220
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APENDICE BU - Oxadiazolina com hidrogénio em C3 78a - DEPT

Felipe/Rodolfio
Amaostra FNCad-01
Solicitacao N. PA005-1
Data 09.10.17_UFPE

N

/©)\ /N CH3 carxbons
HsC

CH2 carbons

CH carbans

quaternary carbons

WMMMM

220 200 180 160 140 120 100 80 a0 40 20 0 ppm





