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RESUMO

Titulo: Sintese, caracterizacido e estudo antibacteriano de 1,3,4-oxadiazoéis derivados de N-

acilhidrazonas.

Na classe dos compostos heterociclicos, os 1,3,4-oxadiazéis representam uma
importante unidade de construcdo para o desenvolvimento de novos fairmacos, uma vez que
compostos que contém essa unidade possuem um amplo espectro de atividades bioldgicas,
tais como: antibacteriana, antifingica, analgésica, antiinflamatéria, antiviral, antitumoral,
anti-hipertensiva, anticonvulsivante, etc. No presente trabalho, descreve — se a sintese,
caracterizacdo e estudo antibacteriano de compostos 1,3,4-oxadiazdis, que foram obtidos
como uma mistura racémica a partir da reacdo de ciclizacdo de N-acilhidrazonas usando
anidrido acético. Todos os compostos foram devidamente caracterizados por técnicas
espectroscopicas de RMN 'H e C. Na avaliacio da atividade antibacteriana in vitro, alguns
dos 1,3,4-oxadiazdis sintetizados exibiram atividade frente a linhagens de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e, principalmente, Pseudomonas aeruginosa, onde todos os 1,3,4-
oxadiazdis sintetizados apresentaram atividade antibacteriana, o que sugere que estes
compostos podem fornecer uma nova vertente de desenvolvimento de farmacos especificos ao

combate destes microrganismos.

Palavras chave: 1,3,4-oxadiazois, N-acilhidrazonas, atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Title: Synthesis, characterization and antibacterial activity of 1,3,4-oxadiazole derivatives of

N-acylhydrazone.

Among the heterocyclic compounds, the 1,3,4-oxadiazole represents an important unit
forthe development of new drugs, since compounds containing this unit present a broad
spectrum of biological activities such as antibacterial, antifungal, analgesic, anti-
inflammatory, antiviral, antitumor, antihypertensive, anticonvulsant, etc. The present work
describes the synthesis, characterization and study oh antibacterial of 1,3,4-oxadiazoles, that
were obtained as racemic mixture from the reaction of cyclization of N-acylhydrazones using
aceticanhydride.All compounds were characterized using'H and '*C NMR spectroscopic
techniques. In the evaluation of the in vitro antibacterial activity, some of the 1,3,4-oxadiazole
synthesized exhibited efficient activity against strains of Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, and especially Pseudomonas aeruginosa, where all synthesized 1,3,4-oxadiazole showed
activity antibacterial, suggesting that these compounds can provide a new source for

developing specific drugs to combat this microorganism.

Keywords: 1,3,4-oxadiazoles, N-acylhydrazones, antibacterial activity.
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1. INTRODUCAO

A introducdo dos antibidticos na quimioterapia contra infec¢des causadas por
microorganismos bacterianos patogénicos na metade do século passado revolucionou a
medicina, causando drastica reducdo nos indices de mortalidade provocada pelas doencgas
inerentes a estes microrganismos. Entretanto, o uso indiscriminado dos antibidticos ao longo
desse tempo tem contribuido veementemente para o aumento da resisténcia das bactérias a
terapia antimicrobiana, forma esta pela qual a populacdo bacteriana tem desenvolvido
mecanismos de defesa contra a maioria dos antibidticos (OLIVEIRA, 2012).

A emergéncia de infec¢Oes causadas por patdgenos multirresistentes aos protocolos
terapéuticos estabelecidos tem conduzido a uma intensa e constante busca por novos farmacos
antimicrobianos. A resisténcia tem sido uma realidade nas diferentes etiologias infecciosas,
sejam elas virais, bacterianas, flngicas e até protozodticas. Em grande parte, isto é
consequéncia de atitudes como prescri¢des incorretas, dificuldades dos pacientes em aderir ao
tratamento por todo o periodo recomendado e também pelo uso indiscriminado de
medicamentos antimicrobianos.

A identificacdo e caracterizacdo dos fatores de viruléncia que auxiliam na
patogenicidade dos microrganismos orientam o planejamento, desenvolvimento e producao de
novos farmacos que podem ser modelados para um espectro bem especifico ou de maior
amplitude de atividade.

Portanto, a necessidade de desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos que
sejam mais eficazes e seguros do que os farmacos j4 existentes no mercado sdo de extrema
importancia. Nesse sentido, os compostos heterociclicos tém um lugar especial na quimica
medicinal de compostos sintéticos biologicamente importantes. A notdvel capacidade de
nucleos heterociclicos servir de unidades reativas contribuem largamente para o seu valor
original como tradicionais unidades-chave de varios farmacos (BOSTROM et al, 2012).

A sintese de derivados oxadiazodlicos, que sdao compostos heterociclicos de largo
espectro de atividade e a investigacdo de seu comportamento quimico e bioldgico t€m
ganhado importancia nas dltimas décadas nao s6 na Quimica Medicinal como também em
produtos para fins farmacéuticos e agricolas (PATEL, 2010).

Os derivados heterociclicos como unidades das moléculas tem sido empregados por
serem de facil preparo, pela versatilidade de suas acdes bioldgicas e por possuir grande

ndmero de bioisosteros eficientes.
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Desde 1960, os derivados do ntcleo oxadiazol e seus isOmeros tém despertado
interesse nos Quimicos Farmacéuticos de todo o mundo, devido as suas extraordindrias
propriedades farmacéuticas. Alguns desses derivados oxadiazdlicos apresentaram atividades
contra bactérias Gram-postivas e Gram-negativas, como o Mycobacterium tuberculosis, o
Mycobacterium leprae, Mycobacterium fortuitum, o Mycobacterium smegmatis € 0
Mycobacterium phlei (LEITE, 2000; SANTOS-FILHO, 2002).

Devido as inumeras aplicacdoes dos 1,3,4-oxadiazéis, principalmente na Quimica
Medicinal e de materiais, tém-se estudado exaustivamente as varias formas de se desenvolver
novas metodologias para sintese destes compostos, com tempos reacionais curtos e de bons

rendimentos (BARROS, 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1 — Geral

Sintetizar e caracterizar 1,3,4-oxadiazo6is derivados de N-acilhidrazonas e avaliar o seu

potencial como agente antibacteriano.

2.2 — Especificos

a) Sintetizar intermedidrios de reacdo de N-acilhidrazonas;
b) Sintetizar os 1,3,4-oxadiazdis;
¢) Avaliar o potencial antibacteriano do 1,3,4-oxadiazdis através da determinacdo de

sua concentracdo inibitéria minima (CIM).
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 — Heterociclicos: Caracterizacao quimica e seu potencial de atividade antimicrobiana

Os heterociclicos sdo compreendidos por compostos organicos ciclicos estdveis, que
contém no seu anel um ou mais dtomos diferentes do carbono, podendo este, ou ndo, fazer
parte do composto. Dentre todos os compostos heterociclicos, os mais importantes sao
aqueles que possuem carater aromatico. Os mais simples sao o pirrol, o furano e o tiofeno, de
anéis pentagonais. Cada um apresenta trés pares de elétrons livres, porém apenas duas
ligacdes m e o outro é apresentado como par de elétrons livres. Além disso, estes podem ter

dois ou mais anéis fundidos (BRUICE, 2006) (Figura 1).

Figura 1. Heterociclicos mais simples e seus principais heterodtomos.

Compostos heterociclicos tém sido alvos de diversos estudos farmacolégicos. Pode-se
inferir sobre a existéncia de uma série limitada de diferentes estruturas com indimeras
diferencas em suas propriedades, tais como reatividade e estabilidade. Alguns compostos
demonstram bons resultados farmacocinéticos e farmacodindmicos por apresentarem boa
resisténcia a hidrdlise e aumentada estabilidade metabdlica. Os derivados azélicos destacam-

se entre os que apresentam atividades antimicrobianas relevantes (LOPES, 2005).

4.2 — Nitroheterociclicos

Entre os compostos heterociclicos que possuem amplo espectro de atividade bioldgica
estdo os nitrofuranos. Estes compostos foram os primeiros nitroheterociclicos usados na
quimioterapia antimicrobiana. Trés deles, furazolidona (1), nitrofurantoina (2) e a
nitrofurazona (3), t€ém sido usadas para tratar infec¢des bacterianas a mais de 50 anos

(MASUNARI, 2007; SAADEH et al, 2009). Somente alguns derivados como o 5 —
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nitrofurano, além de terem atividades antibacterianas e antiftingicas, exibem atividades
antiprotozdarias, como € o caso do Nifurtimox (4) usado no tratamento de tripanossomiases €
leishmanioses (SALOMON, 2012; ANCIZU et al, 2009). Recentemente, tem sido relatado
também que o composto heterociclico mesoidnico (5) contendo o grupamento 5 — nitrofurano
modula a resisténcia bacteriana, putativamente pela atuacdo sob os inibidores da bomba de

efluxo bacteriana (OLIVEIRA et al, 2011) (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura quimica e moléculas biologicamente ativas contendo os grupos 5 —
nitrofuranos e/ou 1, 3, 4 — oxadiazdis: Furazolidona (1), Nitrofurantdina (2), Nitrofurazona(3),

Nifurtimox (4) e compostos mesoidonicos (5).

3.3 - 1,3,4-oxadiazois

O 1,3,4-oxadiazol (8, figura 3) é um composto heterociclico contendo um atomo de
oxigénio e dois dtomos de nitrogénio em anel carbonico de cinco membros. Ele é derivado de

um furano substituido por dois grupos metinicos (=CH) com dois tipos de nitrogé€nios
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pirrélicos (-N=) (NAGARAJ, 2011; BOSTROM et al, 2012). Segundo SHARMA et al (2010)
o 1,3,4-oxadiazol € uma molécula aromética, ciclicamente conjugada e termicamente estavel.

Estes compostos sdo formados por trés isdmeros conhecidos: 1,2,4-oxadiazol (6),
1,2,3-oxadiazol (7) e 1,2,5-oxadiazol (9) (Figura 3). No entanto, o 1,3,4-oxadiazol e o 1,2,4-
oxadiazol s@ao os mais conhecidos e mais estudados pelos pesquisadores devido as suas
importantes propriedades quimicas e bioldgicas (OLIVEIRA, 2013).

A ordem de ligacdo pi € muito fraca na ligacdo N-O e o fato de que ela representa o
dipolo da molécula grandemente localizado N ©.0" torna o ponto preferido de ataque para
qualquer reagente hidrofilico. Esta ligacdo é, de fato, quebrada durante a hidrdlise, seja ela
dcida ou alcalina, do anel oxadiazdlico, € mesmo durante rearranjos espontaneos de alguns
derivados monossubstituidos (OOI, 1980).

O método mais comum para a sintese de oxadiazdis e seus isOmeros envolve a O-
acilacdo de amidoximas seguido de ciclodesidrata¢do. Cloretos de acila, anidridos, ésteres e
tricloroalcanos sdo comumente usados como agentes acilantes. Acidos carboxilicos na
presenca de reagentes de acoplamento como DCC, também sdo empregados na sintese de
oxadiazdis, sendo que este tipo de procedimento permite atingir o composto alvo sem
isolamento de intermedidrios; e também reduzem a utilizacdo de solventes, reagentes e

adsorventes comumente empregados para purificar os intermedidrios (NEVES FILHO, 2009).

4 3 4 3 4 3 4 3
N N N—N
ANl N LY SN
o~ o~ o ~No”
1 1 1 1
(6) ) €] 9

Figura 3. Isdmeros dos oxadiazdis

Entre os compostos heterociclicos, o 1,3,4-oxadiazol t€m se tornado um importante
nucleo para o desenvolvimento de novos farmacos. Compostos contendo nicleos de 1,3,4-
oxadiazdis tém amplo espectro de atividade, tais como potencial antibacteriano, antiftingico,
analgésica, antiinflamatéria, antiviral, anticancer, antihipertensiva, anticonvulsivante e
antidiabética (OLIVEIRA et al, 2012) . Eles tém atraido interesse da Quimica Medicinal
como substitutos (bioisésteros) de acidos carboxilicos, ésteres e carboxamidas (BOSTROM,

2012). A capacidade dos heterociclicos de 1,3,4-oxadiazdis em submeter — se a varias reagoes
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quimicas fez deles importantes moléculas de planejamento devido a sua estrutura privilegiada,
que possui enorme potencial bioldgico. Dois exemplos de compostos contendo unidades de
1,3,4-oxadiaz6is usados atualmente na clinica médica sdo: Raltegravir® (10), um farmaco
antirretroviral e o Zibotentan® (11), um agente anticincer (OLIVEIRA et al, 2012) (Figura
4).

(10) (11)

Figura 4. Estruturas do raltegravir (10) e zibotentan (11), formacos que estdo em

desenvolvimento (testes clinicos).

Trés oxadiazéis (figura 5) o dietil-2-(3-fenil-[1,2,4]oxadiazol- 5- il) -etil]-amina (12), o
N, N —dietil-N-(3-fenil-[1, 2, 4-oxadiazol-5-il]1,2 — diamina (13) e o [3-(2,2-difenil-etil-[1,2,4-
oxadiazol-5-il]-2-piperidina-1-l-etil (14), alcancaram popularidade como drogas terapéuticas
sendo conhecidas pelos seguintes nomes comerciais: Oxolamina (12) desenvolvida em 1960,
Irrigor (13) em 1964 e Libexin (14) em 1966. A Oxolamina e o Libexin s@o agentes inibidores

da tosse e o Irrigor € um vasoldilatador coronariano e anestésico local (OLIVEIRA, 2013).
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Figura 5. Estruturas quimicas da Oxolamina (12), Irrigor (13) e do Libexin (14).
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A sintese dos derivados dos 1,3,4-oxadiazdis e a investigacdo de suas propriedades
quimicas e de seu comportamento bioldgico t€ém se acelerado nas dltimas duas décadas. Nos
dltimos anos, o ndmero de estudos cientificos com estes compostos tem aumentado
consideravelmente. A figura 6 mostra o nimero de publicagdes dos ultimos 20 anos
envolvendo os 1,3,4-oxadiazéis. O grafico € de curso ndo linear e mostra uma diminuicdo de
2002 (169 artigos) para 2003 (146 artigos), e depois um crescimento gradual de 2003 a 2006
(219 artigos), um pequeno declinio de 2006 a 2007 (214 artigos), € um aumento de 2007 a
2011 (319 artigos) (OLIVEIRA et al, 2012).

20002001 2002 2003 2004 2005 2006 Z007 Z0DS 2009 2010 2011 201 2

Figura 6. Nuimero de publicac¢des nos ultimos 20 anos envolvendo os 1,3,4-oxadiazdis.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 — Materiais

Os solventes e reagentes utilizados de diversas procedéncias continham grau
espectrofotométrico, e os que ndo apresentavam qualidades adequadas, quando necessario e
dependendo da finalidade do uso, foram purificados e desidratados.

4.2 — Instrumentos

Os espectros de RMN 'H ¢ RMN "°C foram obtidos por aparelho Oxford NMR 200
marca Varian (200 MHz para 'H e 50 MHz para "°C).

4.3 — Preparacao dos compostos intermediarios
4.3.1 — Preparacao de N — acilhidrazonas

A sintese dos compostos 1,3,4-oxadiazdlicos, bem como intermedidrios foi realizada

seguindo os procedimentos relatados por OLIVEIRA, 2013.

EtOH I
AAG (cat) H
Refluxo N A

la-d

Isoniazida
1a: R =4-Me; 1b: R =4-NO; 1¢c: R =4-Cl; 1d: R = 4-OH.
Procedimento geral
Em um baldo de 125 mL equipado com condensador de refluxo e um banho de 6leo de

glicerina, uma mistura contendo isoniazida (0,5 g, 3,6 mmol), aldeidos arométicos (3,6

mmol), etanol (4,5 mL) e 4cido acético glacial (3 gotas) foi refluxada durante 3 horas. A
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mistura reacional foi esfriada a temperatura ambiente, o precipitado formado foi filtrado,

lavado com dgua e etanol, seco a vacuo e recristalizado em etanol.

N’ -(4-Metilbenzilideno)isonicotinohidrazida

Rendimento: 84, 8%, p.f. 215 — 217 °C. RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 2,31
(s,3H, CH3), 7,24 (d, 2H, J = 7,44 Hz, H-9,11), 7,65 (d, 2H, J = 7,98 Hz, H-8,12), 7,83 (d,
2H, J = 6,12 Hz, H-2,4), 8,45 (s, 1H, H-6, CH=N), 8,78 (d, 2H, J = 6,0 Hz, H-1,5), 12,00 (sl,
1H, NH). RMN de "*C (50 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 21,14 (CH3), 121,59 (C-8,12), 126,69
(C-24), 129,15 (C-9,11), 131,38 (C-7), 140,62 (C-10), 140,63 (C-3), 149,25 (C-6, CH=N),
150,35 (C-1,5), 161,68 (C=0).

N’ -(4-Nitrobenzilideno)isonicotinohidrazida

Rendimento: 82. 3%, p.f. > 250 °C. RMN de 'H (2000 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 7,82 (d,
2H,J =6,0 Hz, H-2,4), 7,94 (d, 2H, ] = 9,3 Hz, H-9,11), 8,27 (d, 2H, J = 9,0 Hz, H-8,9), 8,53
(s,1H, H-6, CH=N), 8,78 (d, 2H, J = 6,0 Hz, H-1,5), 12,30 (s, br, 1H, NH).

N’ -(4-Clorobenzilideno)isonicotinohidrazida
Rendimento 80, 1%, p.f. 235 — 238 °C. RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 7,41-7,89
(m, 6H, ArH), 8,47 (s, 1H, H-6, CH=N), 8,79 (d, 2H, J = 5,94 Hz, H-1,5), 12,13 (sl, 1H, NH).

N’ -(4-Hidroxibenzilideno)isonicotinohidrazida

Rendimento: 85, 6%, p.f. > 260 °C. RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 6,93 (d, 2H,
J =8,52 Hz, H-9,11), 7,67 (d, 2H, J = 8,58 Hz, H-8.,9), 7,89 (d, 2H, J = 6,0 Hz, H-2,4), 8,45
(s, 1H, H-6, CH=N), 8,84 (d, 2H, J = 6,12 Hz, H-1,5),11,94 (s, 1H, NH). RMN de "*C (50
MHz, DMSO-d6) & (ppm): 115,87 (C-9,11), 121,58 (C-2,4), 125,1 (C-7), 129,19 (C-8,12),
140,79 (C-3), 149,49 (C-6, CH=N), 150,30 (C-1,5), 159,82 (C-10), 161,41 (C=0).

4.4 — Sintese dos compostos finais

4.4.1 — Sintese e caracterizacao dos 1,3,4-oxadiazois
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R > | AR
N N/N\ ™ Refluxo SN o \ Y
| H 140 - 160 °C |

N~ 2h N~

2a: R =4-Me; 2b: R =4-NO,; 2¢: R =4-CI; 2d: R = 4-OH.
Procedimento geral

Em um baldo de 50 mL equipado com condensador de refluxo e um banho de glicerina,
uma mistura N-acilhidrazonas (2,0 mmol) e anidrido acético em excesso (5,0 mL) foi
aquecida a uma temperatura de 140 — 160 °C por 2 horas. Ap6s o fim da reagdo, a mistura foi
resfriada a uma temperatura de 80 — 100 °C, vertida em 4dgua destilada gelada (25 mL) e
agitada vigorosamente por 15 minutos. O precipitado que se formou foi filtrado, lavado com
uma solu¢do de bicarbonato de s6dio a 5% (2x10 mL), seco a vacuo e recristalizado em

etanol.

(+)-2-(4-Metilfenil)-3-acetil-5-(piridin-4-il)-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol (2a):

Rendimento: 57%. RMN de 'H (200 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 2,27 (s, 3H, CH3), 2,30 (s,
3H, H-17), 7,18 (s, 1H, H-2), 7,23 (d, 2H, J = 8,0 Hz, H-13,15), 7,36 (d, 2H, J = 8,0 Hz, H-
12,16), 7,72 (d, 2H, J = 6,2 Hz, H-7,10), 8,74 (d, 2H, J = 6,00 Hz, H-8,9). RMN de °C (50
MHz, DMSO-ds) & (ppm): 20,77 (CH3), 21,21 (C-17), 92,79 (C-2), 120,15 (C-7,10), 126,69
(C-12,16), 129,42 (C-13,15), 131,40 (C-11), 133,42 (C-6), 139,64 (C-14), 150,66 (C-8.9),
152,92 (C-5), 166,93 (C=0).

(£)-2-(4-Nitrofenil)-3-acetil-5-(piridin-4-il)-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol (2b):
Rendimento: 64%. RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 2,29 (s, 3H, H-17), 7,38 (s,
1H, H-2), 7,74 (d, 2H, J = 6,06 Hz, H-7,10), 7,80 (d, 2H, J = 8,6, H-12,16), 8,29 (d, 2H, J =
8,6, H-13,15), 8,76 (d, 2H, J = 6,12 Hz, H-8,9). RMN de "°C (50 MHz, DMSO-d6) & (ppm):
21,16 (C-17), 91,90 (C-2), 120,15 (C-7,10), 128,70 (C-12,16), 128,88 (C-13,15), 129,46 (C-
14), 131,26 (C-11), 134,72 (C-6), 150,64 (C-8,9), 153,74 (C-5), 167,19 (C=0).
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(£)-2-(4-Clorofenil)-3-acetil-5-(piridin-4-il)-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol (2¢):

Rendimento: 59%. RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 2,30 (s, 3H, H-17), 7,26 (s,
1H, H-2), 7,54 (sl, 4H, Ar), 7,74 (d, 2H, J = 6,18 Hz, H-7,10), 8,77 (d, 2H, J = 5,94 Hz, H-
8,9). RMN de °C (50 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 21,16 (C-17), 91,90 (C-2), 120,15 (C-7,10),
128,70 (C-12,16), 128,88 (C-13,15), 129,46 (C-14), 131,26 (C-11), 134,72 (C-6), 150,64 (C-
8,9), 153,74 (C-5), 167,19 (C=0).

(%)-2-(4-Acetoxifenil)-3-acetil-5-(27iridina-4-il)-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol (2d):
Rendimento: 68%. RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6) 6 (ppm): 2,27 (s, 3H, CH3), 2,29 (s,
3H,CH3), 7,21 (d, 2H, J = 8,46, H-13,15), 7,24 (s, 1H, H-2), 7,55 (d, 2H, J = 8,52 Hz, H-
12,16), 7,74 (d, 2H, J = 6,06 Hz, H-7,10), 8,75 (d, 2H, J = 6,12 Hz, H-8,9). RMN de °C (50
MHz, DMSO-d6) & (ppm): 20,82 (CH3), 21,23 (CH3), 92,19 (C-2), 120,16 (C-7,10), 122,36
(C-13,15), 128,10 (C- 12,16), 131,40 (C-11), 133,76 (C-6), 150,74 (C-8,9), 151,66 (C-14),
153,02 (C-5), 167,19 (C=0), 169,13 (C=0). IV (KBr, cm-1): 1755 (C=0, éster) 1670 (C=0,
amida), 1616 (C=N), 1195, 1068 (C-O-C), 1590, 1512 (C=C).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Obtencao dos intermediarios N-acilhidrazonas

As N-acilhidrazonas (NAH) utilizadas no presente trabalho como intermedidrios de
reacdo para sintese dos produtos finais 1,3,4-oxadiazdis fazem parte da classe de compostos
azometinicos que apresentam amplo interesse por parte dos cientistas em virtude dos mesmos
apresentarem importantes propriedades farmacoldgicas e quimicas e por serem bastante
versateis para a sintese de inimeros compostos que contém nitrogénio (ROLLAS, 2007;

SUGIURA, 2005).

o T T

1a 1c 1d
84,8% 82,3% 80,1% 85,6%

Figura 7. Féormulas estruturais dos compostos N-acilhidrazonicos e respectivos rendimentos.

Os intermedidrios de reacdo N-acilhidrazonicos foram obtidos em apenas uma etapa por
meio da reacdo de condensacdo de aldeidos aromdticos e isoniazida na presenca de um

catalisador acido, obtendo — se rendimentos de 80, 1% a 85, 6%.

|
EtOH NVG
AAG (cat)
Refluxo

la-d
80,1% - 85,6%

Isoniazida

Esquema 1. Obtencdo dos intermedidrios N-acilhidrazonicos.

Embora os derivados N-acilhidrazonicos possam ser obtidos como mistura de
diastereoisomeros configuracionais, por exemplo, (Z) e (E) (Figura 8), tem sido confirmado

por estudos espectroscopicos, que tais compostos existem preferencialmente como isomero

(E) (OLIVEIRA, 2013).
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Figura 8. Formulas estruturais de diastereoisémeros (Z) e (E) e o tautdbmerodiazo de

compostos N-acilhidrazonicos.

Nas anélises dos espectros de ressonincia magnética nuclear (RMN) de 'H e *C obtidos
em 200 MHz, DMSO - ds) de todos os compostos (la-d), observou — se a presenga de um
Unico isdmero nesta classe de compostos, que foram caracterizados pelo padrio de
deslocamento quimico do hidrogénio iminico (-CH=N-) na faixa de 8,34 a 8,9 ppm e do
hidrogénio amidico (-NH-) na faixa de 11,53 a 12,42 ppm (Tabela 1) como sendo o

diastereoisomero (E), concordando com os dados da literatura (RANDO et al, 2008) .

Tabela 1. Deslocamentos quimicos de CH=N e NH nos compostos N-acilhidrazonicos.

RMN de 'H (200 MHz, DMSO-ds) & (ppm)

Grupo la 1b 1c 1d
CH=N 8,45 8,53 8,47 8,45
NH 12 12,3 12,13 11,94

*Obtidos em campo baixo (60 MHz, DMSO-dg)

Além disso, os dados da RMN 'H indicaram auséncia da forma tautomérica diazo.
Como exemplo representativo do padriao de deslocamento quimico de prétons de tais
compostos, abaixo estd explicitado o espectro de RMN 'H do composto  N’-(4-

metilbezilideno)isonicotinohidrazida.
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Figura 9. Espectro de RMN de 'H de N-(4-metilbenzilideno)isonicotinohidrazida (1a)
(DMSO-dg, 200 Mhz).

5.2 — Sintese das moléculas alvo 1,3,4- oxadiazois

No presente trabalho, propds — se a sintese de um grupo de moléculas heterociclicas da
classe dos 1,3,4-oxadiazdis. A escolha dos respectivos anéis que compdem o sistema triciclico
desta classe de compostos teve como fundamento as suas ocorréncias como grupos
farmacofdricos geralmente encontrados em farmacos, seu baixo custo, facilidade de obtencao
e suas importantes atividades bioldgicas.

No decorrer da realizagdo deste trabalho, foram sintetizados 4 compostos heterociclicos
da classe dos 1,3,4 oxadiazdis que continham o grupo piridin-4-il fixo na posi¢do 5 do anel
oxadiazolinico, variando — se com dois grupos doadores e dois grupos retiradores de elétrons
localizados no anel aromatico da posicao 2 do nicleo oxadiazolinico.

O nucleo oxadiazolinico na estrutura geral das moléculas alvo pode ser facilmente
obtido por meio da reacdo de ciclizacdo de N-acilhidrazonas que contenham os arcaboucos
quimicos necessarios para obtencdo dos demais anéis inerentes a sua estrutura. Esta reacdo
pode ser considerada uma estratégia interessante do ponto de vista sintético, uma vez que ela

converte-se em um precursor aciclico, tornando-se uma estrutura privilegiada para o
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planejamento de diversos novos compostos prototipos e com vdarias atividades
farmacologicamente importantes relatadas, configurando-se em unidades importantes de

constru¢ao de novos farmacos (SILVA et al, 2010).

R > | SR
N N/N\ ™ Refluxo N o \ Y
| H 140 - 160 °C |

N~ 2h N~

Esquema 2. Sintese dos compostos 1,3,4 — oxadiazdis (2a-d).
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1,3,4 -oxadiazol N-acilhidrazonas

Figura 10. Estruturas privilegiadas N-acilhidrazonas e 1,3,4-oxadiazol.
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Figura 11. Férmulas estruturais dos compostos 1,3,4-oxadiazdis.
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Todos os compostos da classe dos 1,3,4-oxadiazdis sintetizados foram obtidos a partir
de uma mistura racémica através de uma reacdo de ciclizacdo de N-acilhidrazonas com
anidrido acético em excesso de acordo com o esquema 2. No caso da reagao do composto N -
(4-Hidroxibenzilideno)isonicotinohidrazida com o anidrido acético, além da propria
ciclizacdo que forma o anel 1,3,4-oxadiazdlico, também ocorreu a reacdo de acetilacdo da
hidroxila ligada ao anel benzénico. A purificacdo de todos os compostos foi realizada pela
reacdo de recristalizacdo em etanol e suas purezas foram verificadas pelo ponto de fusdo
(tabela 2). Todos os compostos sintetizados contém em sua estrutura um grupamento acetil,
um grupo polar, na posi¢dao 3 do anel 1,3,4 — oxadiazdlico, que confere a estrutura mais um
sitio de ligacdo de hidrogénio intermolecular com macromoléculas. No esquema 3, propde —

se 0 mecanismo de formagao do nucleo oxadiazdlico.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas dos compostos 1,3,4-oxadiazoéis

Formula Massa molar Rendimento
Composto R molecular (g/mol) P.F (°C)? (%)"
2a 4-Me C16H15N302 281,12 128-130 57
2b 4-NO, Ci5H12N4O4 312,09 92,94 64
2¢ 4-C1  Cy5H;,CIN3O, 301,06 112-115 59
2d 4-AcO C17H15N304 325,11 162-164 68
15
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Esquema 3. Proposta de mecanismo para a formacao do ntcleo 1,3,4-oxadiazol.
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Na etapa de ciclizagdo, seguiu-se rigorosamente a metodologia relatada por OLIVEIRA,
2013. Entretanto, foram se estabelecendo algumas dificuldades de rea¢do em relagdo a fatores
como temperatura de refluxo, quantidade de anidrido acético usado e técnica de isolamento do
precipitado final formado.

A temperatura da reacdo em refluxo € um fator que influencia diretamente o rendimento
final da sintese, tendo em vista que, em algumas situagdes, quando a reagdo oscilou em faixas
de temperatura menores que 140 °C ou maiores que 160 °C, a quantidade de precipitado
formado ao final da reagao também variou. Portanto, mesmo levando em consideracao os
elevados pontos de fusdo das N-acilhidrazonas, a temperatura ideal para a reacdo em refluxo
varia de 140 — 160° C conforme mencionado por OLIVEIRA, 2013.

A quantidade de anidrido acético utilizado corresponde a outro fator importante para o
sucesso final da reacdo, pois este atua tanto como solvente quanto reagente para a formacao
do anel 1,3,4-oxadiazdlico. Logo, a quantidade ideal do reagente que foi utilizada dependeu
diretamente da solubilidade dos intermedidrios ao mesmo e da estequiometria da propria
reacio.

Na prépria metodologia em que foi baseada a reacdo de sintese do presente trabalho, é
recomendado que apds o final da reacdo a mesma seja resfriada a uma temperatura entre 80 —
100° C, vertida em &4gua gelada e deixada em continua agitagdo para precipitar o produto.
Entretanto, em algumas situacdes, a precipitacdo ndao ocorreu e foi necessdrio realizar
alteracdes no procedimento sintético.

A medida encontrada para solucionar tal problema foi a de ndo deixar a amostra em
agitacdo continua por 30 minutos, mas sim submeté-la & agitacdo manual vigorosa até a
formagdo do precipitado como produto final. Em cerca de 15 minutos de agitacdo intensa,
todo o produto sintético contido na solucao precipitava. Essa mudanca metodoldgica permitiu
o isolamento final de todos os produtos sintetizados, inclusive com um maior percentual de
rendimento do precipitado.

O sucesso da reacao de ciclizagdo e, portanto, da formacdo do nicleo 1,3,4-oxadiazélico
é fortemente evidenciado por espectroscopia de RMN de 'H, analisando-se o desaparecimento
de dois sinais tipicos j4 citados nos intermedidrios N-acilhidrazonicos: sinais do hidrogénio
imidico -CH=N na faixa de 8,34 e 8,39 ppm e do hidrogénio amidico -NH- na faixa de 11,
53 e 12, 42 ppm e o surgimento de dois sinais caracteristicos no produto como sinal metilico e

o sinal metinico (H-2) do anel oxadiazdlico (Figura 12).
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Figura 12. Valores de RMN 'H caracteristicos nos compostos N-acilhidrazonicos e 1,3,4-
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Figura 13. Espectro de RMN "H de 2-(4-metilfenil)-3-acetil-5-(piridin-4-il)-2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol (2a) (DMSO-d6, 200 MHz).

5.3 — Caracterizacao dos derivados 1,3,4-oxadiazéis

A caracterizagdo completa das estruturas propostas para os produtos finais foi realizada
por anélises de RMN 'He "C-APT.
As atribui¢des dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos nos espectros de

RMN 'H e C-APT dos compostos 1,3,4-oxadiazdis foram confirmados através da
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comparacdo com estruturas andlogas relatadas na literatura. Os resultados indicaram que as
técnicas de RMN utilizadas para elucidag@o dos derivados 1,3,4-oxadiazd6is confirmaram com

exatidao o esqueleto basico destes compostos.
5.3.1 — Interpretaciao dos espectros de RMN de "H e C dos compostos sintetizados

As técnicas espectroscopicas de RMN de 'H e '’C sdo ferramentas importantes e
suficientes para confirmar a formacao do anel 1,3,4 — oxadiazol, uma vez que estes compostos
apresentam espectros de sinais bem caracteristicos. Nos espectros de RMN 'H de todos os
compostos sintetizados, pode—se observar dois sinais tipicos, um atribuido aos prétons
metilicos do grupo acetilico ligado ao atomo de nitrogénio (N-3) na regido do alifatico (2,2-
2,4 ppm) e outro atribuido aos prétons metinicos (H-2) do anel oxadiazolinico na regido do
aromdtico (7,10 — 7,40 ppm), enquanto que nos espectros de RMN 'C os sinais
caracteristicos sao o C=0 préximo de 167 ppm e o alquilico (CH3) préximo de 23 ppm, bem
como os sinais do anel oxadiazolinico (C-2) préximo de 92 ppm e (C-5) em torno de 153
ppm.

Para todos os compostos sintetizados (2a-d), de maneira geral, os espectros de RMN de
'H apresentam os seguintes sinais caracteristicos: singleto para 3 hidrogénios do grupo acetil
ligado ao nitrogénio (N-3) na regido de alifdtico e na faixa de 2,27-2,30 ppm e singleto para
lhidrogénio (H-2) do anel 2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol na regido de aromatico na faixa de 7,17-
7,63 ppm. Quando analisa—se os valores para o deslocamento do sinal do proton (H-2)
verifica-se que o composto contendo o grupo nitro na posi¢do meta do anel aromdtico da
posicdo 2 do anel 1,3,4-oxadiazol influencia o deslocamento desse sinal para um campo mais

baixo, sendo que a ordem de influéncia é orto>meta>para (OLIVEIRA, 2013).

Tabela 3. Deslocamento quimico de 'He "C (H-2eC-2) para os compostos (2a-d)

Compostos 2a 2b 2¢ 2d
R 4-Me 3-NO, 4-Cl 4-OH
6 'H (H-2) 7,18 7,38 7,26 7,24

s BC (2 92,72 91,9 91,9 92,19
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Ja nos espectros de RMN 3¢, os sinais tipicos sdo os seguintes: dois sinais, um na faixa
de 152,46-163,41 ppm atribuidos ao carbono (C-5) e outro na faixa de 88,68-92,85 ppm
atribuido ao carbono (C-2) que sao condizentes com o anel heterociclico 2,3-diidro-1,3,4-
oxadiazol. O sinal na faixa de 166,68-167,63 ppm atribuido a C=0 do grupo acetil e um sinal

na regido de alifdtico na faixa de 20,09-22,70 atribuido ao carbono metilico do grupo acetil.

Tabela 4: Deslocamentos quimicos de RMN Bc (DMSO-dg) dos 1,3,4-oxadiazdis

3 °C (ppm)

Comp. C-2 C-5 C-17 C=0
2a 92,72 163,4 20,09 167
2b 91,9 153,7 21,16 167,2
2c 91,9 153,7 21,16 167,2
2d 92,19 153 20,82 167,2

5.4 — Atividade antibacteriana

Considerando—se que os compostos heterociclicos da classe dos 1,3,4-oxadiazdis detém
um amplo espectro de atividades farmacoldgicas e devido a grande possibilidade dos
compostos sintetizados no presente trabalho apresentarem atividade antimicrobiana, foi
investigado o potencial destas moléculas como agentes antibacterianos.

Os estudos de atividade antibacteriana foram realizados no Laboratério de
Microbiologia da Universidade Federal de Campina Grande pela Professora Doutora Igara
Oliveira Lima.

A atividade antibacteriana in vitro dos compostos sintetizados (2a-d) foi avaliada contra
as espécies bacterianas de Staphylococcus aureus (MH 1372), Escherichia coli (ATCC
11105) e Pseudomonas aeruginosa (16623-39) pela técnica de microdiluicdo utilizando o
meio BHI.

Para as linhagens de S. aureus os compostos 2a, 2b e 2¢ ndo apresentaram qualquer
atividade, enquanto que o composto 2d exibiu uma atividade antiestafilocécica (CIM=

1024ug/Ml) (tabela 5).
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Em relagdo a espécie E. coli, os compostos 2a e 2b ndo apresentaram nenhuma
atividade, enquanto que os compostos 2¢ e 2d apresentaram atividade antibacteriana (CIM =
1024 ng/Ml) (tabela 5).

Frente a espécie P. aeruginosa, todos os compostos exibiram atividade antibacteriana,

apresentando uma CIM entre 64 pg/mL e 1024 pg/mL, conforme demonstrado na tabela 5.

Tabela 5. Concentragdo inibitéria (CIM) dos compostos 1,3,4-oxadiazdis frente as linhagens

de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa

Compostos S. aureus E.coli P. aeruginosa
2a - - 256ug/mL
2b - - 1024 pg/mL
2c - 1024 pg/mL 64 ug/mL
2d 1024 pg/mL 1024 pg/mL 1024 pg/mL

(-): Na@o houve inibicao de crescimento das culturas bacterianas.

O resultado da CIM = 1024 pg/mL do composto 2d frente a linhagem S. aureus sugere
que a reacdo de acetilacdo do radical hidroxil ligado ao anel benzénico do referido composto
pode exercer significativa influéncia para a sua atividade antiestafilocdcica.

A P. aeruginosa, atualmente, é tida como uma das principais causas de infecc¢do
hospitalar em todo o pais e tem como caracteristica uma elevada resisténcia intrinseca ou
adquirida a diversos tipos de antibidticos, devido a baixa permeabilidade de sua membrana
externa e aos sistemas de bombas de efluxo multidrogas inerentes a estes microorganismos
(ANDRADE et al, 2003). Os resultados da CIM referentes aos ensaios frente as linhagens de
P. aeruginosa obtidos no presente trabalho sugerem que os compostos 1,3,4-oxadiazolicos
derivados de N-acilhidrazonas podem ser tteis no desenvolvimento de novos fiarmacos que
atuem no combate especifico a infeccdes causadas por este microorganismo.

Recentemente, OLIVEIRA 2013 relatou que a atividade antibacteriana dos 1,3,4-
oxadiazdis mostra certa relacdo com a lipofilicidade destas moléculas. De uma maneira geral,
como a maioria dos compostos (2a-d) tem cada qual o mesmo esqueleto basico, a diferenca
na atividade destes compostos aqui analisados pode estar relacionada com os grupos doadores

e retiradores de elétrons ligados na posicdo para do anel benzénico, conferindo desta forma,
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diferentes graus de lipofilicidade a estes compostos, o que influencia diretamente no potencial

antibacteriano desses agentes.
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6. CONCLUSAO

A rota sintética utilizada, tanto dos intermediarios de reacdo N-acilhidrazénicos como
das moléculas alvo 1,3,4-oxadiazdlicas, mostrou—se ser simples e eficaz, o que permitiu que
os produtos finais fossem obtidos com rendimentos de moderados a bons.

Ao todo, foram sintetizadas 4 moléculas da classe dos 1,3,4-oxadiazéis que foram
confirmadas por meio de técnicas espectroscopicas de RMN 'H e Bc. A utilizacdo dessas
duas técnicas foi suficiente para a elucidacdo de todo o esqueleto basico dos compostos
sintetizados.

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana, os compostos sintetizados mostraram
considerdvel atividade antibacteriana frente as espécies de Staphyloccocus aureus,
Escherichia coli e, principalmente, Pseudomonas aeruginosa, onde todos os 1,3,4-oxadiazois
sintetizados demonstraram atividade antibacteriana, o que sugere que estes compostos podem
fornecer uma nova vertente de desenvolvimento de farmacos especificos ao combate deste

microorganismo.
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