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RESUMO

Moléculas ativas podem ter duas rotas seja a sintética ou a natural, ambas direcionadas a
producdo de farmacos, que frente a diferentes patologias e resisténcia de microrganismos
necessita de inovacdes. Com a quimica organica e medicinal proporcionou-se uma larga
escala de produ¢do com seguranga quimica, fisico-quimica, farmacoldgica e toxicoldgica
tanto para farmacos de fontes naturais como sintética. Esta tltima possui uma classe de
compostos organicos promissora, os heterociclos, destacando-se os que possuem nucleo
oxadiazdlico, que apresentam aplicagdes tanto na industria de materiais, como na quimica
medicinal, nesta devido as propriedades anti-inflamatdria, antitumoral, antifingica entre
outras. Neste contexto, a fim de proporcionar uma sintese rdpida, facil e econdmica
sintetizou-se o dcido 2-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metoxi)benzoico em irradiacdo de
micro-ondas, contemplando a quimica verde, além da sintese selecionou-se a
aplicabilidade da avaliacdo biologica, a validar-se investimentos nesta molécula,
observando a viabilidade do teste de toxicidade frente a Artemia salina Leach, um
microcustaceo, capaz de determinar a CL50. Dessa forma foi possivel a sintese da
molécula em um tempo de 2 min com rendimento consideravel de 60%, provando um
método eficaz. Porém, o teste quanto a sua toxicidade tornou-se invidvel, devido a sua
baixa solubilidade em solu¢do salina basica, meio necessdrio a vida das Artemias, sendo
necessario estudos mais aprofundados quanto ao PKa e log P da substancia.
Considerando-se as diferentes aplicabilidades em materiais e atividades farmacoldgicas
dos oxadiazolicos estudos ficam em aberto, visto a vantagem de sintese, a demais outras

possiveis dreas de estudo e a possivel testes para atividade fungicida.

Palavras chaves: quimica medicinal; atividade bioldgica; 1,2,4-oxadiazol 3,5-

dissubstituido; toxicidade; Artemia salina Leach.



ABSTRACT

Active molecules can have two routes, either synthetic or natural, both directed to the
production of drugs, which in face of different pathologies and resistance of
microorganisms need innovations. With organic and medicinal chemistry, a large scale of
safe chemical, physicochemical, pharmacological and toxicological production has been
provided for drugs from both natural and synthetic sources. The latter has a promising
class of organic compounds, heterocycles, especially those with oxadiazolic nuclei, which
have applications in the materials industry, as well as medicinal chemistry, due to their
anti-inflammatory, antitumor, antifungal properties, among others. In this context, in
order to provide a quick, easy and economical synthesis, 2- (3-phenyl-1,2,4-oxadiazol-5-
yl) methoxy) benzoic acid was synthesized in microwave irradiation. green chemistry,
besides synthesis, the applicability of the biological evaluation was selected, and
investments in this molecule were validated, observing the viability of the toxicity test
against Artemia salina Leach, a microcustace, capable of determining the LC50. Thus it
was possible to synthesize the molecule in a time of 2 min with considerable yield of
60%, proving an effective method. However, the test for its toxicity became unfeasible,
due to its low solubility in basic saline solution, a necessary medium for Artemias life,
requiring further studies on the substance PKa and log P. Considering the different
applicability in materials and pharmacological activities of oxadiazolic studies are open,
given the advantage of synthesis, other possible areas of study and possible tests for

fungicidal activity.

Keywords: medicinal chemistry; biological activity; 3,5-disubstituted 1,2,4-oxadiazole;

toxicity; Salemia brine shrimp Leach.
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INTRODUCAO

Os compostos organicos apresentam grande importincia cientifica devido a sua
diversidade funcional, e por atuarem no tratamento de diferentes enfermidades. Esses
compostos eram exclusivamente obtidos de fontes naturais, no entanto, com os avangos
da quimica organica permitiu a produc¢do e a comercializacdo em larga escala, com
elevado controle quimico, fisico-quimico, farmacoldgico e toxicoldgico (RATES, 2001;

SANGI, 2016).

Embora o desenvolvimento de novos farmacos demande muito tempo e
recursos, ¢ indispensdvel a sua busca (NASCIUTTI, 2012). Neste sentido, inimeras
pesquisas apresentam como foco principal a modificacdo estrutural em compostos
naturais ou sintéticos. Os compostos heterociclos contribuem significativamente na
busca por novos farmacos, uma vez que apresentam diversas acdes farmacoldgicas e

podem ser facilmente modificados (HOTE; BHOYAR, 2014; AGUIAR, 2016).

Dentre os vdrios tipos de compostos heterociclos uma classe que merece
destaque sao os 1,2,4-oxadiazois, dado que esses heterociclicos possuem diversas
utilidades seja para a inddstria de materiais na produ¢do de polimeros, materiais
luminescentes ou na quimica medicinal. Isso se deve a biocompatibilidade e atividades
farmacoldgicas desse nucleo, a citar a atividade antifungica, potencializada por essa
molécula, demostrando relevancia terapéutica frente a resisténcia flingica e dificuldade
no tratamento (KRISHNA, et al. 2015). Além disso, os 1,2,4-oxadiazois apresentam
outras atividades terapéuticas como anti-inflamatdria, antitumoral, antiasmdtica e

antidiabética (PACE; PIERRO, 2009).

Além do que, Regueira, Freitas e Filho (2016), Harsanyi (1966) e Eloy e
Lenaers (1966), salientam que farmacos contendo nucleos oxadiazdlicos foram
extensivamente utilizados na década de 60, o que potencializou as pesquisas envolvendo
essa classe de compostos heterociclicos. Exemplos desses medicamentos contendo o
nicleo oxadiazoélicos sdo, lixebina e oxolamina que atuam como antitussigeno, além do

irrigor que atua como vasodilatador e anestésico local.

Durante muito tempo pensava-se que os 1,2,3-oxadiazdis 3,5-dissubistituidos
s0 podiam ser obtidos sinteticamente (CORREA; ZUIN, 2009). Mas Carbone e
colaboradores (2011) descrevem o isolamento desses compostos do molusco Phidiana

militaris demostrando que esses também podem ser obtidos na natureza. De acordo com
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Takemoto e colaboradores (1975) e Flippen e Gilardi (1976), outra fonte natural na qual
€ possivel encontrar essas substancias sdo nas sementes de Quisqualis indica e
Quisqualis fructus. Desse modo as vantagens de moléculas, que sdao intimeras, contendo
a unidade 1,2,4-oxadiazélica vem aumentando significativamente em vista da

importancia desses compostos como scaffolds no desenvolvimento de novos farmacos.

Entre os vérios testes necessdrios durante a criagdo de um novo farmaco, um
bioensaio indispensdvel € o teste de toxicidade. Esse teste faz-se necessario para avaliar
a toxicidade dos novos protétipos através de ensaios in vitro e in vivo, a fim de validar
sua biocompatibilidade e gerar qualidade e seguranca no momento de uso do novo
farmaco (LOMBARDINO; LOWE, 2004; FERREIRA et al., 2009; GUIDO et al.,
2010).

Entre os bioensaios para averiguacdo da toxicidade, um simples, pratico e
econdmico € o estudo toxicologico com Artemia salina Leach. As art€mias conhecidas
como camarao de salmoura, possuem sensibilidade a diversas substancias e possibilitam
a determinacdo da concentracao letal para matar 50% dos individuos (CLsp). Devido a
essas caracteristicas a metodologia com Artemia salina vem ganhando espaco nas
pesquisas € na avaliacdo toxicoldgica de farmacos (MEYER, 1982; LUNA, 2005;
HIROTA, 2012).

Diante do exposto, o presente trabalho tem por objetivo sintetizar o acido 2-(3-
fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metoxi)benzoico além de caracteriza-lo utilizando as técnicas
espectrométricas de IV e RMN. E posteriormente, realizar a possivel avaliacdo
bioldgica aplicando a viabilidade do teste toxicoldgico frente as Artemia salina Leach,
afim de deduzir o seu poder téxico em humano, validando investimentos nestas

moléculas.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Sintetizar e caracterizar por espectroscopia de IV o dcido 2-(3-fenil-1,2,4-
oxadiazol-5-il)metoxi)benzoico a fim de viabilizar possivel teste toxicolégico frente a

Artemia salina Leach.
2.2 Objetivos especificos

v Sintetizar o d4cido 2-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metoxi)benzoico utilizando
micro-ondas;

v’ realizar a caracterizacdo estrututral do dcido 2-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-
il)metoxi)benzoico utilizando a técnica de IV;

v’ sintetizar a benzoamidoxima por trés diferentes métodos;

v’ realizar a caracterizacdo estrutural da benzoamidoxima utilizando a técnica de
IV;
sintetizar o acido 2-(2-etoxi-2-0xoetoxi)-benzoico;

v realizar a caracterizacdo do 4cido 2-(2-etoxi-2-oxoetoxi)-benzoico utilizando a
técnicade IV e

v determinar a possivel concentragdo inibitéria para matar 50% (ICsy) das art€mias

do acido 2-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metoxi)benzoico;
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3 ESTADO DA ARTE
3.1 Aspectos gerais dos 1,2,4-oxadiazois

Os oxadiaz6is foram sintetizados pela primeira vez ha mais de um século,
pelos pesquisadores Tiemann e Kriiger, sendo hoje objeto de estudo de diversos grupos
de pesquisa que buscam estudar suas aplicacdes nas mais diferentes areas do

conhecimento (PACE; PIERRO, 2009).

Esses compostos sdo anéis de cinco membros, que devido sua aromaticidade
permite diferentes rearranjos em heterociclicos mais estdveis e cadeias laterais possiveis
de mudancas, dando origem a novas caracteristicas e propriedades quimicas rentaveis a

industria (SAUER, 2013).

Por ser uma estrutura heterociclica com nucleo principal formado por duplas
ligagdes e heteroatamos (N, O), de formula molecular C,H,N,O, permite rotatividade
desses heretoatamos em diferentes conformacdes isoméricas (figura 1). Os oxadiazdis
podem ainda potencializar seu acoplamento com outros grupos dependendo do meio
reacional, funcionando como nucledéfilo ou eletréfilo em diversos pontos do seu anel.

(PACE; PIERRO, 2009; FERREIRA; FREITAS; FREITAS FILHO, 2016).

Figura 1. Conformagdes isoméricas do oxadiazol. Rotatividade do heteroatamos N, O.

H H H H
4—N3 4N 3 4r—3 4N—N 3
I"fu ;_ﬁl N. N b
5N 2 HE>0"2 e HE>g 2 H
1 1 1 1
1,2, 3oxadiazol 1,2 4-oxadiazol 1,2, 5oxadiazol 1,3 4-oxadiazol

Fonte: Adaptado FREITAS FILHO et al., (2016).

As formas isoméricas diferenciam-se na aromaticidade, que influencia no
aspecto bioldgico, no entanto os isdmeros 1,2,4- e o 1,3,4-oxadiazol sdo os mais
estdveis e por isso biologicamente mais aceitos e estudados (PITASSE-SANTOS;

SUETH-SANTIAGO; LIMA, 2018).

A interacdo dos oxadiazdis no meio bioldgico estd associada a presenca dos

nitrogénios em seu anel, caracteristica de muitos farmacos, como constatado por Vitaku,
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Smith e Njardarson (2014), os quais afirmam que 59% dos farmacos aprovadas pela
Food and Drug Administration (FDA), contém um anel heterociclo possuidor de um
atomo de nitrogénio em vdrias classes de medicamentos, que abrange todas os sistemas

do organismo, deste de cardiovascular até ao sistema nervoso, entre outros.

Além da caracteristica ligada ao nitrogé€nio, os oxadiazdis, possuem ainda em
sua estrutura um conjunto de elétrons livres no heteoatamos, aspecto que permite

interacoes com outras moléculas ou com um sitio ativo.

Ademais, essas moléculas oxadiazodlicas sdo utilizadas como bioisoOsteros de
ésteres e amidas, desempenhando melhores atividades de poténcia, seletividade, e
melhores propriedades fisico-quimicas, como estabilidade em &4gua e resisténcia a
degradacdo enzimadtica, atributos importantes na drea da quimica medicinal (PITASSE-

SANTOS, SUETH-SANTIAGO; LIMA, 2018).

Em fontes naturais os 1,2,4-oxadiazol € encontrado associado a grupos laterais
como os compostos phidianidines A e B retirados do molusco Phidiana militaris em
2011 que possuem atividade antineoplasica (CARBONE et al, 2011). Além disso, o anel
1,2,4-oxadiazélico também se apresenta na estrutura do dcido quisqualico retirado das
sementes de Quisqualis indica e Quisqualis fructus. Adicionalmente, os 1,2,4-
oxadiazo6is podem ser sintetizados por diferentes métodos, utilizando diferentes fontes
de energia, como aquecimento convencional, irradiacio de micro-ondas ou ultrassom
deferindo no tempo, custo e rendimento (TAKEMOTO et al, 1975; FLIPPEN, JUDITH
& GILARDI RICHARD, 1976; CARBONE et al, 2011).

Figura 2. phidianidines A e B

XNYNW\/NH NH,
o—N \ﬂ/

H N

X /f lIII

X = Br (Fidianidina A)
X =H{Fdianidina B)

Fonte: Adaptado CARBONE et al., (2011).
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Figura 3. Acido quisquilico

o

[
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Fonte: Adaptado TAKEMOTO et al., (1975).

A literatura dispde de diferentes metodologias para preparacdo dos 1,2,4-
oxadiazdis (FREITAS, et al. 2012; CHAWLA, 2018), entretanto a rota sintética mais
utilizada, envolve a reacdo entre amidoximas e derivados carbonilicos, que geralmente
sdo acidos carboxilicos, cloretos acidos, anidridos acidos ou ésteres (PACE; PIERRO,
2009). Devido a popularidade dessa reagdo entre os membros da comunidade cientifica,
essa estratégia ficou conhecida como rota da amidoxima (Esquema 1) podendo ser uma

reacdo simples, de fécil acesso, baixo custo e comtemplando a quimica verde, se

utilizado o método de irradiacao por micro-ondas.

Figura 4. Sintese do 1,2,4-oxadiazéis utilizando a rota da amidoxima
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Fonte: Adaptado PACE; PIERRO., (2009).

Compostos heterociclicos estdo presentes em diversas dreas de estudo devido
suas diferentes aplicacdes em especial o 1,2,4-oxadiazol que atuam como bioisésteros
de ésteres e amidas o que o torna importante na producdo de medicamentos que vao
desde de acao antimicrobiana, analgésicos a anti-inflamatdrios, entre outras como segue
na importancia farmacolégica (HAUPTMANN, 2003; MARTINS et al, 2009; SUZUKI
et al, 2011; EICHER; SAUER, 2013).

3.2 Importancia farmacoldgica dos 1,2,4-oxadiazéis
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As inovagdes tecnoldgicas em medicamentos, para a saide publica, tém valor
na acdo terapéutica do farmaco, ou seja, na diminuicdo de efeitos adversos e de
toxicidade, entre outras caracteristicas que gerem beneficios a saude. Propriedades,
essas observadas no desenvolvimento de farmacos contendo a unidade oxadiazdlica,
que quando aliada a inovagdo tecnoldgica, contribui com novos compostos em diversas
areas terapéuticas e com o melhoramento de aspectos como seletividade e toxicidade em

farmacos (VITRY, SHIN & VITRE, 2013; WARD et al. 2014).

Esses aspectos citados sdo particularidades dos medicamentos que se utilizados
incorretamente pode haver maleficios, principalmente, devido seus efeitos adversos,
reacOes esperadas ndo confortiveis ao doente, porém € indistinguivel a melhora e
contribuicdo que os farmacos trazem a saide (NASCIUTTI, 2012). Dessa forma a
inovacdo tecnoldgica supri os efeitos adversos, a toxicidade, a resisténcia ou a baixa
poténcia de acdo de farmacos, dando origem a novas moléculas que atendam a essas
limitacdes. Isso contribui tanto para a inddstria como para a sadde publica visto as
limitacdes frente as rapidas modificacdes de microrganismos e das patologias a se tratar,
tornando-se necessdria a criacdo de novos valores terapéuticos (THOMAS, 2012;

BOTELHO, MARTINS, REIS, 2018).

Como salientado, os 1,2,4-oxadiazois sdo potenciais fontes de contribuicdo a
saude publica, visto suas diferentes classes terapéuticas como, antiasmatica,
antidiabética, anti-inflamatdria, antimicrobiana, anticincer, antiparasitdria, entre outras

(BOSTROM et al., 2012; AGUIAR; CUNHA, 2015).

Pesquisas em atividades farmacoldgicas relacionadas as unidades oxadiazolicas
foram ampliadas com a descoberta da acdo antineoplasica das fidianidinas A e B (figura
2), evidenciando estudos no isolamento e sintese de nicleos 1,2,4-oxadiazdlicos e
derivados, com igual terapéutica e demais outras agdes farmacoldgicas (FREITAS et al,

2012).

Niucleos oxadiazdlicos em farmacos ja se encontram no mercado desde os anos
60, como a oxolamina e a libexina, que apresentam, respectivamente, atividade
vasodilatadora e antitussigena, além do farmaco irrigor com agdo anestésica. Em
estudos mais recentes presentes na literatura podemos encontrar publicagdes
importantes relacionadas a atividade bioldgica dos 12,4-oxadiazdis, as quais serdo

resumidas a seguir.
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Figura 5. Estrutura da lixebina, oxalamina e irrigor.
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3.2.1 Antineoplasica

A atividade celular descontrolada € a principal caracteristica do cincer, bem
como o foco de combate dessa doenca, na qual a apoptose seletiva é umas das formas
mais desejadas. No entanto hd trés vertentes para o controle do crescimento celular
desordenado, que sdo inducdo do auto destruimento celular, inibi¢io da enzima
glicogénio sintase e inibicdo do crescimento celular (angiogénese) (PACE & PIERRO,

2009; CUNHA & AGUIAR, 2015).

Ha estudos experimentais com oxadiazéis apresentando agdo antineopldsica
nas trés vertentes citadas, tendo como composto de acdo celular autodestrutiva
derivados de 3,5-diaril-1,2,4-oxadiazéis sintetizados por Zhang e colaboradores (2005).
Eles fizeram uso de estudos Quantitation Structure Activity Relationship (QSAR)
indicando que a estrutura com o substituinte trifluorometila no C-4 do radical fenila
apresentou o melhor valor de inibicdo de crescimento 0,22 uM, sendo o de melhor

atividade farmacolégica.

A agdo inibitdria da enzima glicogénio sintase foi observada por Koryakova e
colaboradores (2008) a partir da sintese do 1,2,4-oxadiazdis-5-carboxamida e avaliagdo

de inibicdo da enzima glicogénio sintase quinase 3 (GSK3), que regula reacdes de
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diferenciacgdes e proliferagdo celular. Foi sugerido que o nitrogénio, em sua posi¢ao no
anel oxadiazdlico, estd associado a atividade inibitéria dessa quinase jd que ensaios in
vitro de derivados piridina e pirimidina demostraram atividade de alta a moderada além
da natureza de substituintes no grupo fenila (PACE & PIERRO, 2009; CUNHA &
AGUIAR, 2015).

As células tumorais apresentam em sua superficie um receptor (o.,f3 que ao
reconhecer a sequéncia de arginina-glicina-dcido aspartico € capaz de inibir a
angiogénese. Sendo essa a terceira vertente na qual utiliza-se o nicleo oxadiazolico com
fungdo isostero do grupo éster/amida em derivados ndo peptidicos andlogos dos o3
como os acidos 1,2,4-oxadiazolebutandicos. Estes farmacologicamente apresentaram
alta poténcia, boa biocompatibilidade e promissora farmacocinética, o melhor derivado
apresentou um Clsp = 0,26 nM (TIWARI & KOHLI, 2008; PACE & PIERRO, 2009;

CUNHA & AGUIAR, 2015).

Um dos problemas existentes nos farmacos antineopldsicos € a ndo distingao
das células cancerigenas das células normais. Porém foi constatado que o 3,5-diaril-
1,2,4-oxadiazéis estudado e sintetizado por Zhang e colaboradores (2005) induziu
apoptose seletiva em células cancerigenas sem afetar as sauddveis com maior potencial
de aplicacdo para os canceres de mama e colorretal. Outro fato interessante é que na
sintese dos derivados inibidores do glicogénio sintase a substituicao do anel de 1,2,4-
oxadiazol por um anel de 1,3,4-oxadiazol resultou em perda de atividade (PACE,;

PIERRO, 2009; CUNHA; AGUIAR, 2015).

A literatura descreve ainda a acdo de derivados 1,2,4-oxadiazol contra cancer
de prostata, leucemia e inibidores de tubulina (KUMAR, et al 2011; ZHANG et al,
2013; GAKH et al, 2013).

3.2.2 Anti-inflamatorios

A atividade anti-inflamatéria dos oxadiazois estd baseada na inibicdo,
principalmente, da lipoxigenase. Um dos primeiros estudos utilizou o 5-metil-3-fenil-
1,2,4-oxadiazol em 1972 (DAHLGREN; DALHAMN, 1972; CUNHA; AGUIAR,
2015). Este trabalho fomentou pesquisas para outros oxadiazdis com atividade anti-
inflamatdria como o desenvolvido por Bezerra e colaboradores (2005) que incorporou
ao nucleo oxadiazolico longas cadeias de hidrocarbonetos no C-5, qualificando como

isésteres do acido palmitico, desempenhando a mesma atividade que a aspirina e
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ibuprofeno, inibindo a enzima hidrolase de amida de acido graxo (FAAH) (PACE;
PIERRO, 2009; CUNHA; AGUIAR, 2015).

3.2.3 Antimicrobianos

Durante as ultimas décadas, diferentes tipos de microrganismos vém
adquirindo resisténcias aos antimicrobianos convencionais, devido em parte a seus
mecanismos de resisténcia que expulsam o farmaco, ou através de enzimas que inativam
ou diminuem a atividade do farmaco, ou ainda por meio de processos adaptativos. No
entanto, cabe destacar que o uso indiscriminado dos antimicrobianos vem contribuindo
significativamente para o aumento da resisténcia desses microrganismos. Devido a isto,
o espectro de atuacdo dos antimicrobianos convencionais vem diminuindo,
impulsionando a busca por novas moléculas que atuem contra esses microrganismos
patogénico (KAPLANCIKLI, 2007; CHAWLA, 2010; HARIKRISHNA &
RAVINDRANATH, 2014).

Diante disto, os nicleos oxadiazdlicos apresentam-se como alternativa de
novos compostos de menor resisténcia e menores efeitos adversos, capazes de atuarem
contra os patdgenos. Os oxadiazdis podem ainda melhorar efeitos adversos e a atividade
dos antimicrobianos em mercado, fomentando pesquisa de derivados desse nicleo e,
além disso, € possivel observar na literatura compostos ja testados e confirmados com
atividade antifungica, antiviral, antibacteriana e antiparasitdria. Estes, por sua vez, agem
como biostético, se inibem o metabolismo e reprodu¢do dos microrganismos, ou com
biocida, se inibe a sintese de produtos essenciais a vida dos mesmos (SAUER, 2013;

CUNHA; AGUIAR, 2015)

Neste aspecto Kumar e colaboradores (2011) descreveram a sintese de 6 novos
oxadiazdis que foram preparados em rendimentos que variaram de 40 a 55%. Estes
compostos oxadiazdlicos foram testados contra a cepa bacteriana Mycobacterium
tubercolosis, os quais apresentam valores de CIM que variaram de 12,63 a 24,08 uM,
valores esses que foram maiores aos comparados com os farmacos comerciais, a citar,
Ciprofloxacina (4,71 uM), Etambutol (7,64 uM), Isoniazida (0,36 uM) e Rifampicina
(0,12 uM)). No entanto, devido esses compostos serem novos farmacos que ainda
passaram por testes in vivo podem ainda serem modificados a fim de otimizar essa

atividade bioldgica.
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Infecgbes flingicas crescem tanto quanto as bacterianas, com a mesma
problemdtica de firmacos ndo eficazes. Dentre os estudos de atividade antifingica
pode-se citar o realizado por Krishna e colaboradores (2015), no qual compostos 1,2,4-
oxadiazois 3.5-dissubsitituidos foram associados a compostos cumarinicos a fim de
obter compostos heterociclos mistos, visto que juntos podem potencializar os beneficios
desses compostos. Dessa forma, os autores avaliaram a atividade antifiingica desses
compostos mistos frente aos fungos Aspergillus terreus e Rhizoctonia solani,
observando que a atividade dos mesmos fora maior que a do fairmaco padrao controle
Clotrimazou de concentracdo 20ug/mL, ji4 que a concentragdo dos compostos

heretociclos mistos foi de 100ug/mL e 200pg/mL.

Os nucleos oxadiazdlicos possuem ainda atividade, como o farmaco
comercializado e liberado pela FDA para o tratamento de HIV/AIDS antirretroviral
denominado Raltegavir®, inibidor da enzima integrasse do HIV, primeiro firmaco

contento nicleo oxadiazdlico com tal atividade (SAVARINO, 2006).

H4a também pesquisas com oxadiazéis que apresentam ainda atividade
antiparasitdria, como nos estudos de Cotterll e colaboradores (2004) que demostra
atividade antiprotozodria de compostos 1,2,4-oxadiazol 3,5-dissubistituido associado a
triazois contra Leishmania e Trypanosomes africanos. Em sua pesquisa foi demostrado
que o componente oxadiazol permitia seletividade e que a introducdo de grupos mais
lipofilicos na posi¢do 3-aril ligada ao oxadiazol aumentava a poténcia antileishmanial

porem a associagdo ao triazol tronava-se fundamental para a atividade antiprotozodria.
3.2.4 Antiasmatica

Os oxadiaz6is também sao estudados para o tratamento da asma, apesar de ser
a menor area estudada e pesquisada. Palmer e colaboradores (2006), estudaram um
banco de dados de moléculas testando qual a melhor configuragdao de derivados 1,2,4-
oxadiazdlicos que inibissem a enzima humana triptase, a qual potencializa a bradicinina,
potente vasoconstritor, por meio de mediadores quimicos e os mastdcitos levando a um
ciclo de ativacdo. No seu estudo observou que a atividade inibitéria € possivel e que o
grupo 3,4-diclorofeniletila otimizou tempo de meia vida e depuracdo (PACE; PIERRO,
2009; CUNHA; AGUIAR, 2015).

Além da via da enzima tirosina quinase, hd estudos também com outras vias

como foi realizado na pesquisa por Elzein e colaboradores (2006) que testaram
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derivados oxadiazdis associado ao pirazol N-substituido como padrdo para atividade
antagonista de receptores de adenosina, reduzindo dessa forma a capacidade de resposta
alergénica dos mastdcitos. Foi obtido como resultado que a mudanca da amida por um
1,2,4-oxadiazol 3,5-dissubistituido no composto padrdo melhorou a seletividade para os

receptores e que apresentou igual atividade que o padrao.
3.2.5 Antidiabéticos

Atividades antidiabéticas de nucleos oxadiazéis também sdo estudadas,
conforme o estudo realizado por T6th colaboradores (2009) que relataram a sintese de
3-B-D-glicopiranosil-1,2,4-oxadiazéis com substitui¢des de grupos laterais no C5 a fim
de averiguar a melhor resposta inibitéria da enzima glicogénio fosforilase. As
substituicdes sucederam-se dos grupos metila, hidroxi-metila, fenila, t-butila e 2-naftila
observando que grupos maiores e hidrofébicos atribuiu melhor inibi¢do da enzima

glicogénio fosforilase.
3.3 Estudo toxicologico e Artemia salina leach

Uma das etapas do desenvolvimento de fiarmacos é o ensaio toxicolégico pré-clinico,
objetivando garantir seguranca a saiude humana (HORNBERG, 2014). Pontando,
moléculas scaffolds como os oxadiazdis para que sejam vantajosas e rentdveis a
inddstria apresentar baixa toxicidade. Por isso existem testes toxicoldgicos que
objetivam mensurar o maleficio de substancias ao sistema bioldgico e dimensionar a
toxicidade relativa (LAVANDEIRA, 2014; HORNBERG, 2014; OGA; CAMARGO;
BATISTUZZO, 2014).

Os ensaios toxicoldgicos para farmacos podem ser realizados in vitro e in vivo.
O teste in vivo utiliza-se de animais, possuindo muitas variaveis, alto custo e questdes
éticas devido o sofrimento causado aos mesmos (PARRA, 2001). Entretanto existe uma
politica que regulamenta esse ensaio a Reduction, Refinement e Replacement (3R’s).
Essa politica se baseia na reducdo da utilizagdo de animais, na diminui¢do da dor e
sofrimento destes e na substituicdo por metodologias alternativas (CAZARIN, et al.,

2004).

Diante disso os testes in vitro por se utilizarem de microrganismo ou
microcrustaceos, cultura de células, vias bioquimicas e estudos Quantitation Structure

Activity Relationship (QSAR) apresentam-se como metodologias alternativas
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(MOREIRA, 2013; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014). Esses testes além de
compreenderem os 3R’s minimizando a utilizacdo e o sofrimento de animais sdo
vantajosos pela auséncia de interferentes externos além de econdmicos em infraestrutura

e consumo bem como praticos, rapidos e reprodutiveis (CRUZ, 2004; VICTAL, 2014).

O bioensaio utilizando Artemia salina (figura 6), vem se destacando no cenério
dos estudos pré-clinicos de toxicidade, como um teste preliminar, por sua sensibilidade
a diversas substancias e pela determinacdo da concentracdo media letal para matar 50%

dos individuos em 48 horas (MEYER et al., 1982; LUNA, 2005).

Figura 6. Artemia salina Leach

Fonte: https://www.psychologymania.com/2013/07/artemia-salina.html

Esse camardo de salmoura é um microcrusticeo da ordem Anostraca, utilizado
em ensaios toxicoldgicos principalmente de plantas, mas que vem ganhando destaque
por sua facilidade de obtencdo e realizacdo de teste com outras substancias. Além de
permitir um teste toxicoldgico geral e de toxicidade aguda letal. Sendo um ensaio
alternativo para a utilizacdo de animais respeitando os 3R’s, podendo também ser usado
como teste de triagem para substancias altamente dispendiosas (HARADA, 2009;

CUNHA, 2011; BEDNARCZUK, 2010).

A Artemia possui vantagens devido a sua importincia e serventia, como
comida de peixe tornando-se de facil acesso, além da resisténcia dos ovos ao ambiente,
que esses podem ser armazenados em temperatura ambiente por muito tempo sem perca
de viabilidade gerando grande nimero de larvas natplios apds a eclosdo de um ovo

(CUNHA, 2011; HIROTA, 2012).

As larvas nauplios € o principal estagio de vida desse microcrustaceo utilizado

em teste de toxicidade aguda devido seu tempo de nascimento de 24-48 horas
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permitindo determinar a concentracdo media letal da substancia frente a contagem de
movimentagdo das larvas, distincdo das larvas vivas das ndo vivas, apds contato com a

amostra (HARADA, 2009; CUNHA, 2011).

O teste com Artemia € usado principalmente em produtos naturais devido a
necessidade de baixas quantidade de substincias para os ensaios e gerar resultados
quanto a sua toxicidade, servindo ainda de triagem (BEDNARCZUK, 2010). Devido as
diversas caracteristicas desta metodologia, a mesma tem sido aprimorada para uso em
demais dreas, como para teste na sintese de farmacos, na farmacologia, na quimica, no
meio ambiente e ecologia determinado dguas toxicas, entre outras (CUNHA, 2011;

HIROTA, 2012).

O bioensaio com artemia ainda é comparado com o teste de toxicidade oral
aguda, realizado in vivo em ratos albinos suicos, a toxicologia frente a artemia
apresentou igual resultado conforme o estudo feito por Parra e colaboradores (2001). E
correlacionado também o ensaio da artemia a ensaios antineopldsicos de forma a ser um
método de triagem por ser um teste preliminar geral que permite determinar o

investimento em substancias especificas e dispendiosas (HARADA, 2009).

Existem estudos que utilizam tal método em composto heterociclico
nitrogenado como os oxadiazdis, como exemplo o estudo realizado por Machado e
colaboradores (2005) frente a Artemia quanto a toxicidade do 3,5-difinlclorado 1,2,4-

oxadiazol.

Diante de todas as caracteristicas a metodologia com Artemia costuma ser
utilizada em laboratérios tradicionais de quimica bem como frente a farmacos sintéticos,
compostos heterociclicos entre outros (MACHADA, 2005; CUNHA, 2011; HIROTA,
2012). Dessa forma o composto acido 2-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metoxi)benzoico,
uma vez sintetizado e caracterizado, sera realizado a viabilidade do bioensaio deste
composto frente a Artemia salina Leach afim de deduzir a dose media letal desse

derivado 1,2,4-oxadiazol 3,5-disubistituido.
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4 METODOLOGIA
4.1 Local da pesquisa

A sintese do composto dcido 2-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metoxi)benzoico
foi realizada no Laboratério de Sintese Organica (LASO), localizado no Centro de
Educacdo e Satude da Universidade Federal de Campina Grande, Campus Cuité (CES-
UFCG), enquanto que as andlises de espectroscopia (IV) foram realizados na Central
Analitica localizada no Departamento de Quimica Fundamental da Universidade
Federal de Pernambuco, Campus Recife (DQF-UFPE). A viabilidade do bioensaio
toxicologica desse composto frente a Artemia salina Leach foi realizado no Laboratério

de Farmacologia e Toxicologia da UFCG-CES.
4.2 Materiais e equipamentos

Foram utilizados baldo de fundo redondo, béquer, Erlenmeyer, funil de
separacdo, kitassato, espdtulas, placa para cromatografia em camada delgada (CCD),
cuba de eluicdo para CCD ou béquer de 100 mL; pinga, cAmara com lampada UV, forno
de micro-ondas doméstico Panasonic, chapa agitadora, ultrassom com aquecimento,
balanca analitica, pipeta. Os reagentes necessdrios a sintese foram o bromoacetado de
etila, DMSO, carbonato de potdssio, benzonitrila, cloridrato de hidroxalamina. A

caracterizacdo do composto foi realizada por espectrometria de infravermelho.

Para o ensaio toxicoldgico frente Artemia salina Leach utiliza-se uma cuba
dividida ao meio por uma barreira permedvel, sal marinho, dgua destilada, espatulas,
pipetas, lampada, ovos das artemias, balangca analitica. O ensaio € realizado em

temperatura ambiente com pH entre 8-9 e meio salino.
4.3 Procedimento para obtenciao da benzoamidoxima

Em um baldo de fundo redondo de capacidade 125 mL adicionou-se 10 mmol
de benzonitrila (1,0283 g) dissolvido em 20 mL de etanol. Separadamente, em um
Erlenmeyer de 100 mL foi adicionado 30 mmol de cloridrato (2,0855 g) dissolvido em

20 mL de 4gua, adicionando-se entdo 15 mmol de carbonato de sédio (1,5903 g)
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vertendo contetido no baldo junto a benzonitrila e o etanol. A mistura reacional foi
submetida em trés diferentes condi¢des. Na primeira delas foi utilizado ultrassom a
25°C, a segunda condi¢do em banho ultrassonico a 55°C e por ultimo em chapa
agitadora a 25 °C, por 30 min. A reagdo foi acompanhada por CCD e visualizada no
ultravioleta. Apés a verificacdo do termino da reacdo o solvente foi retirado sob pressdo
reduzida. A mistura reacional foi transferida para funil de separagdo com lavagem em
acetado (3x de 20 mL) e solu¢do supersaturada de cloreto de amodnio (20 mL),
separando fase aquosa da orginica. A fase organica foi separada e seca com Na,SOu,
sendo filtrada e o solvente removido sob pressdo reduzida. Para purificacdo foi utilizada
a cristalizagdo, na qual a benzoamidoxima foi solubilizada em sistema cloroférmio e
hexano e mantida a temperatura ambiente em repouso, obtendo-se cristais brancos que

foram filtrados a vacuo e lavados com sistema Hexano:Cloroférmio.
4.4 Procedimento para alquilacao do acido salicilico — esterificacao de Fischer

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 25 mL adicionou-se 1,5
mmols (207,2 mg) de 4cido salicilico em 2,0 mL do dimetilsulf6xido (DMSO). Em
seguida foi adicionado o carbonato de potdssio 3,0 mmols (414,0 mg) e essa mistura
reacional foi agitada por 5 minutos a 25'C para entdo se adicionar rapidamente o etil 2-
bromoacetato (1,7 mmols, 284 mg). O sistema foi vedado para evitar a evaporacido do
bromoacetato, o termino da reagcdo foi acompanhada por CCD em sistema de elui¢ao
Hexano:Acetato de etila (9;1). Constatando o final da reacdo, a mistura reacional foi
tratada com 15 ml de solucdo aquosa saturada de NH4Cl e acetato de etila (3 x 15 mL)
separando fase orginica da aquosa. A fase organica foi separada e seca com Na,SOy,
sendo filtrada e o solvente removido sob pressdo reduzida. O produto obtido foi
purificado por cromatografia em coluna, fornecendo o composto dcido 2-(2-etoxi-2-

oxoetoxi) - benzdico na forma de um 6leo incolor.
4.5 Procedimento para determinar o local de maior incidéncia do micro-ondas

O forno de micro-ondas utilizado na parte experimental pertence ao modelo
Panasonic de tensdo 220 V, capacidade 21 L, potencial maximo 700 W de frequéncia
2,45GHz. Para determinar o local de maior incidéncia desse aparelho foi preparado uma
solucdo de cloreto de cobalto (II) hexaidratado a 4% m/v (4 g em 100 mL de 4gua

destilada). Posteriormente, embebeu-se um papel de filtro com mesmo didmetro que o
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parto do micro-ondas, 27 cm. O mesmo foi colocado sob irradiagdo do micro-ondas

com o prato parado na poténcia 100% durante 3 minutos.

4.6 Procedimento para determinar a poténcia real do micro-ondas

Em um béquer com capacidade de 1 L foi adicionado dgua destilada e sua
temperatura inicial medida. Em seguida esse sistema foi submetido a irradiagdo de
micro-ondas em poténcia maxima 100% durante 2 minutos verificando a temperatura

final. O procedimento foi repetido para as potencias de 80%, 60%, 40% e 20%.
4.7 Sintese 1,2,4-oxadiazol 3,5-dissubstituido

Em um vidro reator (vidro de penicilina) transparente para melhor captura de
energia foi adicionado 0,86 mmol (0,194 g) do 4cido 2-(2-etoxi-2-oxoetoxi) - benzdico,
1,29 mmol (0,1752 g) de benzoamidoxima, 0,128 mmol (0,178 g) de carbonato de
potéssio e 10 gotas de DMF. Homogeneizando-se a mistura reacional levou-se ao forno
de micro-ondas doméstico Panasonic, sendo irradiada durante 2 min em poténcia 8. O
termino da reacdo foi acompanhado por CCD em sistema de eluicdo Hexano:Acetato de
etila 7:3. Constatando final da reacdo, a mistura reacional foi tratada com 5 ml de
solugd@o aquosa saturada de NH4Cl e acetato de etila (3 x 5 mL) separando fase organica
da aquosa. A fase organica foi separada e seca com Na,SQO,, filtrada e o solvente
removido sob pressdao reduzida, sendo o produto purificado por cromatografia em

coluna, fornecendo um composto na forma de cristais s6lidos brancos.
4.8 Toxicidade frente a larvas de Artemia salina Leach

Foi utilizada como base a metodologia de Meyer et al (1982) para a realizagdo
do primeiro passo do ensaio toxicoldgico, a triagem da faixa toxicoldgica, utilizando

Artemia salina Leach.

Dessa forma, os ovos de Artemia foram incubados em uma cubacontendo uma
solugdo, preparada a partir de 38 g de sal marinho Marinex® em 1 L de dgua destilada
em pH entre 8 e 9. Essa incubacdo foi mantida por 48 horas, o tempo necessdrio para
nascimento dos nduplios. A cuba possui uma membrana semipermedvel permitindo a

passagem dos nduplios de um lado para outro, guiados pela iluminacdo de uma lampada
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que atrai os mesmo por fototropismo, conforme figura 9 (MEYER, 1982; MACHADO,
2005; LUNA, 2005; MOREIRA, 2013; BUENO, 2015).

Realizado esse procedimento preparou-se a solucdo teste (solucdo salina
adicionada da substancia teste), a 2000 ppm, inviabilizando o teste. Se o teste fosse
possivel ser seguido, os nduplios apds recolhidos por uso de micropipeta e inseridos em
tubos contendo solugdo salina e amostra teste. Para entdo observa-se movimentacao e
sedimentacdo dos mesmo ap0ds 24 horas. Com os dados recolhidos o proximo passo € o
calculado do CLs, sdo considerados téxicos resultados maiores que 1000 pg mL™' e
atoxicas para resultados menores que 1000 pg mL' (MEYER, 1982; MACHADO,
2005; LUNA, 2005; MOREIRA, 2013; BUENO, 2015).

Figura 7. Método Artemia
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Fonte: Autoria prépria
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho foi iniciado com a sintese da benzamidoxima (2) a partir da reacao
entre a benzonitrila (1) e o cloridrato de hidroxilamina em meio hidroetandlico,

conforme descrito no esquema 2.

Figura 8. Reacdo de sintese da benzamidoxima (2)

\-OH
o NH,OH.HCI Na;COs |
+
s H,O:EtOH (1:1) NH,
1 2

Fonte: Autoria prépria
A benzamidoxima (2) foi preparada utilizando diferentes formas de energia, a
citar, a irradiacdo ultrassonica e a agitacdo mecanica. Os resultados dessas sinteses estdo

descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Sintese da benzamidoxima (2)

Experimento Tipo de energia Tempo (h) Rendimento (%)
1 Ultrassonica 1 h 30 min 60%
25+3°C
2 Ultrassonica l1h 75%
55£3°C
3 Agitagdo 25+3°C 22h 65%

Fonte: Autoria propria

De acordo com a Tabela 1 constatou-se que o melhor resultado, com relagao ao
tempo e rendimento, foi obtido quando a rea¢do foi conduzida em irradia¢do
ultrassOnica e aquecimento (55+3°C), uma vez que a benzamidoxima (2) foi obtida ap6s
um tempo de 1 h com 75% de rendimento (Experimento 2). Essa mesma metodologia

utilizada foi empregada por Barros (2011) e Freitas Filho (2016), contudo esses autores
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obtiveram resultados diferentes, no procedimento de Barros foi realizado 10 sinteses
observando varidveis no tempo e rendimento prevalecendo o tempo reacional de 30 min
com rendimentos de 40 a 92% ja no procedimento de Freitas filho foi realizado apenas
uma sintese em 30 min com rendimento de 85%. Essa divergéncia no tempo reacional é
justificada por vérios motivos, a citar a poténcia do banho ultrassonico, quantidade de

material utilizada, percentual de pureza dos reagentes utilizados, entre outros aspectos.

A benzamidoxima obtida foi inicialmente caracterizada por espectroscopia de
infravermelho, e analisando o seu espectro de infravermelho (Figura 10) observa-se a
presenca de bandas em 1592.324 cm referentes as ligacdes C=C de anel aromdtico e
outra em 3057.931 cm referente a C-H de anel aromético, comprovando anel aromético
presente na estrutura do composto 2. Permite concluir isso pois segundo Paiva (2015)
ligacdes C=C caracteristicas de anéis aromdticos ocorrem entre 1.600 e 1.450 cm,
normalmente em pares, e que deformacdes axiais C-H aromatica ocorre a esquerda de
3000 cm. Banda em 1649.577 cm refere-se ao estiramento C=N presente na estrutura da
benzoamidoxima. Aminas primarias podem expressar picos fracos e médios na regidao
3600 a 3200 cm (PAVIA, 2015). Assim correspondendo entdo os dois picos em pares
em 3453 e 3361 cm ao grupamento amina (NH,) presente na estrutura do composto 2,
por meio do espectro, figura 10, e das bandas apresentadas é possivel confirmar que a

estrutura do composto 2 é uma benzoamidoxima.

Figura 9. Espectro de infravermelho benzamidoxima (2)
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Uma vez sintetizada e caracterizada a benzamidoxima (2), partiu-se para a
sintese do composto (6) dcido 2-(2-etoxi-2-oxoetoxi) - benzdico a partir da reacdo de
alquilacdo, na qual o 4cido salicilico (4) foi alquilado com o etil 2-bromoacetato (5),

conforme a figura 10.

Figura 10. Reacfo de sintese do dcido 2-(2-etoxi-2-oxoetoxi) — benzoico (6)
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Fonte: Autoria prépria
O composto 6 foi sintetizado pelo método agitacdo em temperatura ambiente
2543°C com tempo reacional de 2 h e rendimento de 85 %. Uma metodologia parecida,
foi utilizada por Tripathi e colaboradores (2007) diferindo no solvente e derivado
fenodlico obteve um rendimento compardvel (80%) mas um tempo reacional menor, 10

min.

A molécula 6 foi caracterizada por espectro de infravermelho, apresentado na

figura 11.

Figura 11. Espectro infravermelho do composto (6)
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Na qual observa-se que a banda em 3266 cm™ é referente a vibracdo da ligacdo
-OH que segundo Pavia (2015) o estiramentos de -OH &cidos carboxilicos se apresenta
na regido de 3400-2400cm™ como uma banda larga e sinais para fendis se apresenta na
faixa de até 3100 cm™ com um estiramento forte banda essa ndo observada no espectro,
provando auséncia da parte fendlica presente no dcido salicilico percurso da molécula.
A banda em 2989 cm™ é referente a absor¢do do estiramento da ligagdo Cyp3-H cuja
hibridizacdo de carbonos sp3 segundo Paiva (2015) se apresenta de 3000-2850 cm™,
Bandas de carbonila geralmente sao dois sinais fortes e se apresentam de 1740-1760 cm’
! segundo Paiva 2015 porem para anidridos as bandas podem comporta-se em vibracdes
simétricas (1830-1800 cm‘l) e assimétricas, sendo as assimétricas duas bandas
moderadas de 1775-1740 cm™. Dessa forma como a molécula apresenta um ntcleo
rigido e duas carbonilas, obtidas de seus reagentes, separadas pelo nicleo rigido. Assim
as duas bandas moderadas apresentadas no espectro em 1753 e 1740 cm™' associa-se ao
grupamento C=0 como um comportamento de vibragdo assimétrico passando de uma
vibracdo forte para moderada. J4 o a banda em 1673 cm™ representa a presenca da
carbonila 4cida, visto que as carboxilas de dcidos se apresentam na regido de 1320 a
1210 cm™ segundo Paiva (2015). O estiramento da ligagdo C-O se apresenta segundo

Lopes e Fasio (2004) na faixa de 1300-1000 cm’' dessa forma as bandas de 1180 a 1097
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cm ' relaciona-se ao estiramento da ligacdo C-O. A banda na regido de 1483 cm-1
representa o estiramento de ligagdes C=C de anel aromdtico visto que Lopes e Fasio
(2004) apresenta bandas em estiramentos médios na regido de 1450-1600 cm-1. Ainda
segundo Lopes e Fasio 2004 deformagdes Cgpp-H fora do plano de anéis arométicos
mono-substituidos varia de 770-730 cm "' e de 710-690 cm™ assim a banda em 757 cm-

1 representa as deformacdes Cgpo-H de anéis aromaticos fora do plano.

Uma vez sintetizada e caracterizada a benzamidoxima (2) e o dacido 2
(carboximidoxi) benzoico (6), partiu-se para a sintese do dcido 2-(3-fenil-1,2,4-
oxadiazol-5-il)metoxi)benzoico utilizando como fonte de energia a irradiacdo de micro-
ondas, uma vez que € uma energia sustentdvel e que atende alguns principios da
quimica verde ja que esse oferece menor gasto de energia, alta reatividade, pureza do
produto, e leva a formacao de poucos ou nenhum subprodutos. Vale ressaltar que desde
1986 a irradiagdo de micro-ondas, técnica conhecida como MAOS (Microwave
Assistend Orgnic Chemistre), vem sendo utilizada em reacdes rentdveis e explicada por
meio da friccdo de moléculas pela alta temperatura e energia, provocando uma
dipolariza¢do de dipolo ou condugdo i6nica (OBERMAYER, et al., 2009; SAUER,
2013).

Devido a essas caracteristicas da irradicacdo de micro-ondas € como a pesquisa
visou a sintese do acido 2-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-i1)metoxi)benzoico utilizando o
micro-ondas doméstico fez necessdrio padroniza-lo, verificando a regido de maior
incidéncia e a poténcia real visando garantir reprodutibilidade e confiabilidade de

resultados.

Figura 12. Forno de micro-ondas Panasonic

Fonte: Autoria prépria
Dessa forma, foi demarcado o local de maior incidéncia do forno de micro-ondas
doméstico Panasonic, utilizando um papel de filtro embebido em solucao de cloreto de

cobalto que apds irradiado no micro-ondas apresentou regides com diferentes tons de
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azul e rosea, devido ao fendmeno de dissociacdo do complexo CoCl,.6H,0, o qual
apresenta coloracdo résea quando hidratado e na sua forma anidra possui coloracio
azulada. O fendmeno € explicado pela ebulicdo das moléculas de dgua provocado no

aquecimento da irradiacido de micro-ondas.

A cor determina a regido de maior incidéncia, sendo a colorag¢do azul forte a que
representa o local de maior incidéncia. Desse modo, foi observado que as regides 5 e 8,
pela intensa cor azulada uniforme, demostrada na figura 15, correspondem a melhor
regido para realizar-se o processo reacional no micro-ondas, devido a observacdo de que

estas sdo as regides de maior incidéncia.

Figura 13. Regido de maior incidéncia de energia micro-ondas.

Fonte: Autoria propria

Além do teste de incidéncia foi realizado a verificacdo da real poténcia do

micro-ondas a partir da equacao 1, figural4, com os resultados simulados na tabela 2.

Figura 14. Cilculo da poténcia real de trabalho do forno de micro-ondas.
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Fonte: Autoria prépria
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Na qual, P significa poténcia real (W = Ish, K representa o fator de

conversdo: cal/s — W (4,184 J.s.cal™); Cp representa a capacidade calorifica da dgua

(1,0 cal.g’.°C™"), m representa a massa da amostra de dgua (998,7g), AT representa a

varia¢do de temperatura observada (°C) e t representa o tempo de irradiacao (s).

Tabela 2. Valores da poténcia tedrica e poténcia real do micro-ondas

Poténcia % Temperatura AT °C | Poténcia teérica W Poténcia real W
100 18,2 700 634
80 15 560 522
60 12 420 418
40 280 313
20 140 209

Fonte: Autoria propria

Apo6s a determinacdo da poténcia real pela equagdo 1, obteve-se a curva de

calibracdo e a equagdo linear a fim de saber a real poténcia do micro-ondas Panasonic

para a poténcia programa utilizada na reacdo, poténcia 8. A curva de calibragdo, figura

15, foi construida pela tabela 2 no software Excel 2013.

Figura 15. Curva de calibracdo da poténcia real e equagéo da reta
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Fonte: Autoria prépria
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Como demostrado na figura 15, o valor de regressdo linear R*= 0,9998 permite

confiabilidade, a equacdo da reta e a determinagdo da poténcia real programada, a qual

confirmou ser de 522 W para uma poténcia de 80%, desse modo, a potencia real é

menor do que a fornecida pelo fabricante.
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Dessa forma, uma vez concluida as etapas de sintese e caracterizagdo estrutural
da benzoamidoxima (2) e do acido 2-(2-etoxi-2-oxoetoxi)-benzeno (6), bem como a
calibracdo do aparelho de micro-ondas, a proxima etapa do trabalho foi a sintese (figura
16), do 4cido 2-((3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metoxi)-benzodico utilizando irradiacdo de

micro-ondas na poténcia 522 W por 2 min.

Figura 16. Rota sintética do acido 2-((3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metoxi)-benzdico
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Fonte: autoria prépria

Esse tempo foi confirmado por CCD, demostrada na figura 17, na qual pode-se
notar o consumo total do reagente limitante (6). O produto foi obtido com rendendo

60%, na forma solido branco (7), caracteristico de oxadiazois (figura 19).

Figura 17. CCD reacio oxadiazol Figura 18. Produto oxadiazol

Fonte: Autoria prépria Fonte: Autoria prépria
Uma vez sintetizado o composto (7), o mesmo foi caracterizado por espectro

de infravermelho, figura 18.

Figura 19. Espectro infravermelho do 4cido 2-((3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metoxi)-benzdico
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De acordo com a figura 18, pode-se observar que a banda em 3153 cm g
referente ao estiramento da ligacdo -OH que segundo Pavia (2015) ligacdes de OH de
acidos carboxilicos se apresenta na regido de 3400-2400cm™ como uma banda larga e
sinais para dlcool ou fenois se apresenta na faixa de até 3100 cm™ com um estiramento
forte o que ndo € observado para a banda do estiramento -OH no espectro figura 21.
Além disso a banda na regido de 1235 cm "' refere-se ao estiramento C-O que segundo
Lopes e Fasio (2004) esse estiramento quando presente junto ao grupo C=0 apresenta
uma banda forte entre 1300-1000 cm™ mas Pavia (2015) afirma que o estiramento C-O

. -1 . . L g L, . o
ocorre na faixa de 1320 a 1210 cm ', com intensidade média em acidos carboxilicos e a

molécula apresenta préxima ao estiramento C-O uma porg¢ao acida carboxilica.

A banda fraca na regido de 3066 cm'l, relaciona-se ao estiramento Cp-H de
anel aromadtico visto que Lopes e Fasio (2004) afirma que ligacOes Cgy-H de anel
aromatico se apresentam como estiramentos fracos a médios na regido de 3100-3000
em™. Segundo Pavia (2015) absor¢des do estiramento da ligacdo C=C de anel aromatico

. 1 1 .
ocorre em pares na faixa de 1600 cm™ e 1475 cm ™ dessa forma correlaciona-se as
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bandas na regia de 1445 a 1584 cm ! a0 estiramento da ligacdo C=C de anel aromatico.
A banda na regido de 1630 cm ! pode ser relacionada ao estiramento C=N visto que
segundo Pavia (2015) estiramentos de iminas e oximas ocorre entre 1690-1640 cm’!
provando também na estrutura a presenca da ligacio N-O. A banda em 741 cm’
representa a deformacdo C-H fora do plano de benzeno e derivados mono-substituidos
que segundo Lopes e Fasio (2004) deformacdes C-H fora do plano para benzeno e

derivados mono-substituidos se apresenta na faixa de 770-730 cm.

Com a sintese do composto (7), observou-se o tempo reacional de 2 min para
obtencdo do mesmo foi menor que o descrito na literatura e que seu rendimento, 60%,
foi equivalente aos demais estudos. Isso foi notado quando comparamos esses
resultados com os estudos de Freitas filho e colaboradores 2016 que utilizam micro-
ondas doméstico na poténcia 10 W por 7 min na sintese do 3-fenil-[1,2,4 —oxadiazol-5-

il]-propan-2-ona, no qual o rendimento desse produto foi de 88%.

Assim, as reagdes em micro-ondas se demostram vantajosas em tempo e
rendimento na sintese de moléculas quando comparada a método convencionais. No
estudo de Wolf (2015), por exemplo, foram sintetizados (S)-N-(1-(3-aril-1,2,4-
oxadiazol-5-il)alquil)-2(calcogenofenil) acetamidas em agitacdo sob temperatura de

100°C durante 8h com rendimento de 47%.

Assim como no estudo de Freitas e colaboradores (2007) que compararam a
sintese da molécula 4- (3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il) -butan-2-onas em método
convencional sob refluxo, na qual o produto foi obtido com 92% de rendimento e um
tempo reacional de 18 horas. Em micro-ondas, por sua vez, o produto foi obtido com
93% de rendimento em 10min. Desse modo foi observado um menor tempo reacional e

obtenc¢ao de um produto mais puto além de contemplar aspectos da quimica verde.

Um melhor comportamento reacional em micro-ondas também foi observado no
estudo de Ubaradka e colaboradores (2013) que sintetizaram uma série de 5 moléculas
oxadiazodlicas substituidas. As (1,2,4-oxadiazol-3-il) -3,4-di-hidro-2H-cromen-2-amina)
foram obtidas com tempo reacional de 5 min na forma de um solido com rendimentos
de 83-95%, além disso, as mesmas apresentaram atividade anticonvulsivante e anti-

inflamatoria.

E possivel inferir pelo resultado obtido e os estudos apresentados que os

constituintes reacionais e outras varidveis interferem no comportamento reacional,
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especialmente no tempo e rendimento. Assim como no estudo de Sauer (2013) que
sintetizou diferentes oxadiazois 3,5-dissubistituidos com diferentes L - aminodcidos
pelo método de micro-ondas (100 W; 115°C). foi observado que o solvente interfere na
obtencdo dos produtos, os quais foram obtidos em tempos de 2-15 min e rendimentos

que variaram de 70-90%.

Com a sintese concluida a proxima etapa foi a possivel avaliacao bioldgica com
a viabilidade da substincia ao teste toxicoldgico frente a Artemia salina Leach, de modo
a calcular o seu CL50 do composto 4acido 2-((3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-

il)metoxi)benzdico.

Além de corroborar com os varios exemplos, da literatura de 1,2,4-oxadiazois
3,5-dissubsitiduidas que apresentaram baixa toxicidade, conforme os trabalhos de
Carbone e colaboradores (2011), Takemoto e colaboradores (1975) e Flippen e Gilardi
(1976), que enfatizaram a baixa citotoxidade dos nucleos oxadiazdlicos encontrados na

natureza.

Dessa forma, o teste de toxicidade foi iniciado com o preparo de uma solugdo
estoque contendo o 4cido 2-((3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metoxi)benzdico e solucao
salina a ser inserida em tubos com as artémias. Primeiramente se realiza a triagem de

morte para aprimorar as concentracdes e determinar a possivel CL50.

Assim sendo, foi realizado o cédlculo da solu¢do estoque a 2000 ppm em um

volume de 20 ml contendo 40 mg do composto, calculado a partir da formula, figura 20.

Figura 20. Calculo da solugéo estoque. Onde, X € a concentracdo em ppm; m, massa do
composto em g; V, volume em ml;

m
X=—x10"°
v

Fonte: Autoria prépria
ApOs realizado o cdlculo, preparou-se primeiramente a solucdo salina, como
descrito em Meyer e colaboradores (1982), 38 g de sal marinho foram solubilizados em
1 L de 4gua destilada, e o pH dessa solu¢do foi mantido em 8, garantir a otimizacao do
meio a vida das artemias. Seguindo com a realizagdo do teste e preparo da solugdo
estoque pesou-se entdo a substancia e fez-se a diluicdo com DMSO, a fim de melhorar a

solubilidade de substancias na solugao salina.
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Ap0s a solubilizacdo do composto, foi adicionado aos poucos a solugdo salina,
sob agitacdo, ndo perturbando o sistema, porem a medida que a solu¢do foi adicionada,
observou-se a formagao de precipitado branco, conforme figura 21. Porém o mesmo nao
foi possivel ser realizado e assim obter a CL50 da molécula devido a incompatibilidade
do 4cido 2-((3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metoxi)benzdico com a solucdo salina de

carater basica, meio necessario a vida das artemias.

Figura 21. Solubilidade do composto (7) em DMSO + Sol. Salina

Fonte: Autoria prépria

Com isso foi realizado testes de solubilidade com 1g de substincia para 0,1ml de
diferentes solventes em 3ml de solucdo salina a fim de encontrar um co-solvente, mas

ndo foi possivel como demostrado na figura 22.

Figura 22. Testes de solubilidade do composto (7).

Oxadiazol Co-solvente Solubilidade Solubilidade em
solugdo salina
DMSO Solavel ¢/
aquecimento
acido 2-((3-fenil- DMF Soldvel Insoluvel
1,2,4-oxadiazol-5- ACETATO DE Solivel Precipitado branco
il)metoxi)benzdico ETILA
DCM Soluvel ¢/
aquecimento
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TWEEN 20 Insoldvel | o

ETANOL Insolivel | = oo

Fonte: Autoria prépria

Diante dos resultados expostos na figura 22, que demostram a incompatibilidade
e insolubilidade do 4cido 2-((3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metoxi)benzoico em meio a
solugcdo salina, o teste de toxicidade em Artemia foi impossibilitado assim como a
determinagdo da CL50. A baixa solubilidade pode ser explicada pela inser¢do de grupos
substituintes em uma molécula que por mudangas estruturais altera propriedades fisico

quimicas, sendo interessante estudos de pka e log P da molécula.
Figura 23. Acido 2-((3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metoxi)benzoico (7)

0

Fonte: Autoria prépria
Dessa forma o grupo benzeno na posi¢do 3 diminui a solubilidade em 4gua da
molécula, pelo aumento do log P além de restri¢cdes estericas. Porem na posi¢dao 5 o
grupamento 4cido aumenta a solubilidade em 4gua, mas também causa restricdes
estericas no nucleo oxadiazolico. Mesmo possuindo uma porc¢ao hidrofilica e uma acida,
as mesmas ndo foram suficientes para garantir a solubilidade em solugdo salina bésica
frente a hidrofobicidade dos dois anéis aromdticos da molécula (3), figura 21

(BARREIRA; FRAGO, 2014).

Entretanto, a caracteristica da molécula possuir em sua estrutura anel aromatico
facilita a absor¢dao em tecidos orginicos, aspecto interessante para possivel futuro teste
de atividade bioldégica, como a antifiingica, na qual firmacos cldssicos se apresentam
pouco eficientes diante da resisténcia. Além de que, vérios estudos relatam atividade de
ndcleos oxadiazdlicos frente a fungos, com atividade inibitéria melhor que a de
farmacos classicos, como no estudo de Tale e colaboradores (2011) no qual a substancia
4- (5-ester metilico do acido trifluorometil- [1,2,4] oxadiazol-3-il)-benzdico exibiu

atividade antifungica CIM 10 pg / mL contra Fusarium solani mais potente que o
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miconazol padrao, CIM 50 pg / mL. Sendo pertinente, futuro teste de atividade

antifingica da molécula 4cido 2-((3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metoxi)benzoico.

6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nos permitem concluir que a sintese da benzoamidoxima
(2), obtida por trés diferentes tipos de energias, demostrou que o melhor resultado foi
obtido através do uso de ultrassom com aquecimento a 55°C fornecendo o produto com
75% de rendimento em 1 hora. Sendo possivel a caracterizacdo estrutural por
espectroscopia de infravermelho, na qual foi demostrada confirmacdo da
benzoamidoxima. Assim como, o composto dcido 2-(2-etoxi-2-oxoetoxi) — benzoico
(6), foi sintetizado com bom rendimento de 85% em 2 horas de reacdo a temperatura
ambiente, possibilitando a confirmagao estrutural por espectroscopia de infravermelho,

demostrando formagdo do produto esperado.
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Conclui-se, que os métodos utilizados na sintese dos compostos (2) e (6), se
demostraram eficazes para obten¢do desses reagentes utilizados na sintese do composto
acido 2-((3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metoxi)benzoico (7), que foi obtido em um curto
tempo reacional de 2 minutos com rendimento de 60%, utilizando a irradiacdo de micro-
ondas doméstico. Demostrando que foi possivel uma sintese, caracterizada pela quimica
verde, rdpida, facil e econdmica. Mas que € necessério a calibracdo do micro-ondas,
visto que o estudo revelou que a poténcia real ¢ menor do que a poténcia fornecida pelo

fabricante.

Porém, o teste de avaliagdo toxicoldgica do composto (7) ndo foi possivel frente a
Artemia salina Leach. Devido a baixa solubilidade do composto (7) na solugdo salina,
que mesmo com um co-solvente se demostrou insolivel, visto que os co-solventes
testados ndo foram capazes de solubilizar o composto (7) na solucdo salina. Sendo
necessario estudos mais aprofundados, visto que, como demostrado na literatura e pelos
comportamentos reacionais deste estudo os grupamentos adicionais no nicleo oxadiazol

influenciam em suas caracteristicas quimicas, fisico-quimicas e bioldgicas.

Dessa forma, outros ensaios biolégicos podem ser realizados, ficando em aberto demais
estudos, como, por exemplo, o teste de potencial antifingico do composto (7), uma vez
que resultados muito promissores, para essa atividade, t€ém sido alcangados para

derivados oxadiazolicos.

Portanto, essa molécula acido 2-((3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metoxi)benzoico (7)
trona-se pertinentes de estudos, principalmente, por ser passivel de uma sintese rapida e

facil, com bom rendimento, utilizando micro-ondas.
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