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RESUMO

Neste trabalho, foi descrito a sintese e caracterizacdo de novos mono e bis
1,2,4-oxadiaz0is-3,5-dissubistutido, e novos O e S-glicosideos 2,3-insaturados
através do Rearranjo de Ferrier ligado ao 1,2,4-oxadiazol na parte agliconica.
Realizou inicialmente a sintese dos compostos de partidas: arilamidoximas ( fenil,
o-toluil, ~ m-toluil,  p-toluil,  p-bromofenil,  p-clorofenil,  p-nitrofenil),  3-
mercaptopropionato de isopropila, malato de dimetila e salicilato de metila,
separadamente. A sintese das arilamidoximas 66a-g foi realizada através do
meétodo descrito por Srivastava, a partir das arilnitrilas 64a-e com cloridrato de
hidroxalamina e carbonato de sédio. Os produtos 66a-g foram obtidos com
rendimentos moderados e bons (30% - 97%). O malato de dimetila, 3-
mercaptopropionato de isopropila e salicilato de metila, foram obtidos através da
reacdo de esterificacdo do acido salicilico, acido 3-mercapto propidnico e acido
malico respectivamente, com o0s correspondentes alcoois utilizando o &cido
sulfurico como catalisador, onde foram obtidos rendimentos satisfatorios de 60%,
79% e 78%, respectivamente. Os monos e bis-1,2,4-oxadiazéis 70a-d, 73a-d, 74a-
d, e 77a-e foram sintetizados pela reacédo das arilamidoximas 66a-e com o malato
de dimetila, o 3-mercaptopropionato de isopropila e o salicilato de metila,
separadamente, utilizando dois métodos diferentes: uso de irradiacdo de micro-
ondas na presenca de carbonato de potassio para a sintese de 1,2,4-oxadiazois e
aquecimento na auséncia de solvente e base para a sintese dos bis-1,2,4-
oxadiazois. Os heterociclicos 70a-d, 73a-d, 74a-d e 77a-e foram obtidos com
rendimentos moderados (20-91%). Os glicosideos foram obtidos reagindo o tri-O-
acetil-D-glical (79) com os diferentes alcoois, em presenca de montimorillonita
como catalisador. Foram avaliado as atividades antitumoral e antimicrobiana dos
compostos sintetizados. As estruturas dos compostos obtidos foram elucidadas
por métodos espectroscopicos de Infravermelho e Ressonancia Magnética
Nuclear de *H e *C e também por massa de alta resolucéo.

Palavras-chave: Arilamidoxima, 1,2,4-oxadiazol, Glicosideo 2,3-insaturados.
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ABSTRACT

In this work, described the synthesis and characterization of new
derivatives 3,5-substituted mono and bis 1,2,4-oxadiazoles and 2,3-unsaturated O
and S-glycosides through Ferrier Rearrangement linked to 1,2,4-oxadiazole in the
aglycone part. Performed initially the synthesis of the agents initial reactants:
arylamidoximes (Ar = phenyl, o-toluil, m-toluil, p-toluil, p-bromophenyl, p-
chlorophenyl, p-nitrophenyl) of isopropyl 3-mercaptopropionato, dimethyl malate
and methyl salicylate, separately. The synthesis of the arylamidoximes 66a-g was
carried out by the method described by Srivastava, from arylnitriles 38a-g with
hydroxylamine hydrochloride and sodium carbonate.The products 64a-g were
obtained with moderate and high vyields (30 - 97%). The isopropyl 3-
mercaptopropionate, dimethyl malate and methyl salicylate were obtained through
esterification reaction of salicylic acid, 3-mercapto propionic acid and Malic acid
respectively, with the corresponding alcohols using sulfuric acid as a catalyst,
which they were obtained satisfactory yields of 60%, 79% and 78%, respectively.
The mono and bis 1,2,4-oxadiazoles 70a-d, 73a-d, 74a-d, e 77a-e were
synthesized by treatment of arylamidoximes 66a-g with isopropyl 3-
mercaptopropionate, dimethyl malate and methyl salicylate, using two different
methods: use of microwave irradiation in the presence of potassium carbonate for
the synthesis of mono-1,2,4-oxadiazoles and heating in the absence of solvent and
base for the synthesis of bis-1,2,4 -oxadiazoles. The heterocyclic 70a-d, 73a-d,
74a-d and 77a-d were obtained in moderate yields (20-91%). The glycosides were
obtained by reacting the tri-O-acetyl-D-glucal (78) with the different alcohols, in the
presence of montimorillonit as a catalyst. The antitumor and antimicrobial activities
of the synthesized compounds were evaluated.The structures of the compounds
obtained were elucidated by spectroscopic methods Infrared and nuclear magnetic

resonance *H and **C and also by high resolution mass.

Keywords: Arylamidoximes, 1,2,4-oxadiazoles, 2,3-unsaturated glycosides.
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1.0 INTRODUCAO

A quimica de compostos heterociclicos tem recebido a atencéo de inimeros
pesquisadores, pois a maioria desses compostos apresenta atividades biolégicas
diversas, sendo esses importantes na sintese de novos farmacos. Dentre os
farmacos de origem sintética, cerca 62% possuem o anel heterociclicos em sua

estrutura, destes, 95% contém &tomo de nitrogénio e 18% de oxigénio.*

Ha diversos compostos heterociclicos com atividades farmacoldgicas e
entre esses, destacam-se os 1,2,4-oxadiazois, heterociclico de anel de cinco
membros o qual tem atraido grande atencdo dos quimicos em busca de novos
agentes terapéuticos. Em virtude desses compostos apresentarem diversas
atividades biolégicas, tais como: antimicrobiana®, neuroprotetora®, anti-

inflamatdria®, antidiabética® entre outras.

Outro importante heterociclico sdo o0s carboidratos, compostos
responsaveis por muitas funcbes bioldgicas tais como armazenamento e
transporte de energia, estes também apresentam potenciais atividades anti-
inflamatéria®, antioxidante’, analgésica®, dentre outras. Neste contexto, o0s
glicosideos 2,3-insaturados destacam-se por serem importantes intermediarios na

sintese de varios produtos naturais e moléculas de interesses bioldgicos.

15
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1.1 Caracterizacéo do 1,2,4-oxadiazois

Os 1,2,4-oxadiazbis sdo caracterizados por constituir em sua
estrutura um anel de cinco membros, com dois &tomos de nitrogénio e um de
oxigénio como heterodtomos e duas ligacBes duplas. Os primeiros estudos
cientificos sobre a sintese e caracterizacdo dos 1,2,4-oxadiazois foram idealizados
inicialmente por Tiemann e Kriger em 1884. Devido a tendéncia que esses
compostos possuem de sofrer rearranjos moleculares e a descoberta de novas
aplicagbes, tanto na quimica medicinal quanto na quimica de materiais, cresceu o
interesse pela quimica dos 1,2,4-oxadiazéis.’

O 1,2,4-oxadiazol, o composto de interesse no presente trabalho, possui
trés isbmeros constitucionais como mostrado abaixo (Figura 1). Convém destacar
gue a numeracao para nomear os oxadiazois é realizada dando ao atomo oxigénio
do anel o menor numero, seguido pelos nitrogénios e acrescentando a palavra
oxadiazol para determinar o anel heterociclico. Dentre esses quatros isbmeros 0s

mais relatados na literatura sdo: o 1,2,4- oxadiazol e o 1,3,4-oxadiazol.

Figura 1: Isdmeros constitucionais de oxadiazéis.

R ~ = R
N3 NG zﬁ/\<3 aN-N°
ML Np [ Ny sN. N2 A J7R
R 5 O R 5O ~0 R75°0

1 1 1 1
1,2,4-Oxadiazol 1,2,3-Oxadiazol 1,2,5-Oxadiazol 1,3,4-Oxadiazol

16
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1.2 Sintese de 1,2,4-oxadiazois

Os 1,2,4 — oxadiazois 3,5-dissubstituidos podem ser obtidos através de
duas rotas sintéticas: Rota-1) reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar de nitrilas e N-
oxidos de nitrilas, e nesta ndo h& formacao de intermediarios, enquanto; Rota-2) a
mais utilizada e se baseia na aciliacdo da amidoxima, formando a O-
acilamidoxima, e tendo como Ultima etapa a ciclodesidratacdo das O-
acilamidoximas, formando assim, os 1,2,4-oxadiazois. E importante salientar que
se podem usar &cidos carboxilicos e seus derivados como: anidridos, cloretos
acidos, ésteres e outros, como agentes de acilacdo desta rota'® (Esquema 1). As
etapas que envolvem a formacédo do heterociclico geralmente sdo de ciclizacéo
seguida por desidratacdo para fornecer os anéis desejados. As reacdes para
formacgao dos anéis heterociclicos 1,2,4 — oxadiazois sdo realizadas em processos

que envolvem altas temperaturas.*

Esquema 1: Rotas gerais da obtencéo de 1,2,4-oxadiazdis

R2 R,
NS N~
Rota1 ©C ol /kO’N
R, o R4
(1)  (2) (3)
Y
R
HoN_ Ry 1
N NH,OH H,N_ __R; Rz)J\X M VAN N/\<
Rota2 ¢ =™~ H Ry o N HoY /o’
R, o N -HX Rz

(1) (4) (5) (6)

Os anéis 1,2,4—oxadiazolicos também séo obtidos em produtos naturais,

em 2011 Carbone et al.,*?

isolaram do molusco Phidiania militaris (Figura 2),
coletados ao longo da costa da ilha de Hainan (Sul do Mar da China), o
primeiro 1,2,4-oxadiazol de origem natural (Figura 3), o qual apresentou alta

citotoxicidade contra linhagens celulares tumorais e nao tumorais de
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mamiferos em ensaios in vitro. Essa descoberta abriu novos caminhos para

sintese total e modificacao estrutural destas fidianidinas.

Figura 2: Molusco Phidiania militaris Figura 3: Estrutura das fidianidinas A e B.

Iz

Fidianidina B

Na literatura ha varios relatos que descrevem diferentes métodos para
obtencao de 1,2,4-oxadiazéis 3,5-dissubstituidos. A seguir apresentaremos alguns
métodos sintéticos utilizados na sintese deste heterociclico.

Em 2014, Barros e colaboradores mediante uma sintese one pot obtiveram
uma serie de 1,2,4-oxadiazois partindo-se de arilamidoximas e o éster ( 8 ) usando
irradiacdo de micro-ondas, como mostra o esquema 2. Os autores testaram a
atividade antitumoral in vitro dos compostos obtidos. Os testes biolégicos contra
linhagens tumorais foram moderados, ja que trés 1,2,4-oxadiaz0is apresentaram

atividades, pois bloquearam a proliferacdo das células tumorais.*®

Esquema 2: Sintese de 1,2,4-oxadiazdis utilizando micro-ondas.

R = H, 0-CH,, m-CHa, p-CHs, p-Br, p-Cl (9)
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Um outro procedimento descrito na literatura que envolve uma reacéo
“one pot” e irradiacdo de micro-ondas foi relatado por Pitchumani et al.'* A
metodologia usada para sintese dos 1,2,4-oxadiaz0is consistiu em reagir
diferentes amidoximas e o ortoformiato de trimetila utilizando argila montmorillonita

permutada com metal (AI**

- K-10) como catalisador. Os produtos foram obtidos
com excelentes rendimentos que variaram entre 91-94% e em curto tempo

reacional de 15min como pode ser observado no esquema 3.

Esquema 3: Sintese one pot de 1,2,4-oxadiaz6is 3-substituidos.

P H Ar : 4- Br-CﬁH4'
AZ OH |, Hi Alg™- K10 7 4-OH-CgH,-
0”0 N 4-CH3CONHCgH,-
NH2 | | M.O, 15 min 2-CI-6-pyridyI-
(10) (11) 55°C 12) 2-Br-3-pyridyl-

3-Cl-4-CH3-CgHa-

Recentemente, Baykov et al.,'®> descreveram um eficiente e conveniente
método para a sintese de 1,2,4-oxadiazéis 3,5-dissubistituidos contendo diferentes
grupos funcionais através da ciclodesidratacdo de O-acilamidoximas em sistema
com bases forte utilizando DMSO e hidroxidos de metais alcalinos como base. Os
produtos foram obtidos com excelentes rendimentos que variaram entre 82-96%e
tempos reacionais curtos 10-20minutos utilizando o KOH, como mostra o esquema
4.

Esquema 4: Ciclizagdo de O-acilamidoxima para sintese de 1,2,4-oxadiazdis.

R, o
/O\\< 7 \,/Rz
N KOH (1.0eq.) N* |

My, DMSOFL \N
> 2 10-20min g
(13) 1 (14)

Em 2016, Wang et al'® relataram uma sintese one pot simples e eficiente

mediada por base para obtencéo de derivados 1,2,4-oxadiazoéis a partir de nitrilas,

aldeidos e cloridrato de hidroxilamina, na qual os aldeidos foram usados como
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substrato e oxidante (Esquema 5). Os produtos foram obtidos com rendimentos
bons entre 50-93%.

Esquema 5: Sintese one pot de 1,2,4-oxadiazdis 3,5-dissubistituidos mediada por base.

(1) HONH, .HCI
NEt; t-BuOH, 80°C Ar, N
Ar,—CN > > \W \>/Ar2
(15) (2) Ar,- CHO N-o
C32C03’ DMSO, N2, 100°C

(16)
1.3 Aplicacédo e bioatividade de 1,2,4-oxadiazdis

Na literatura podemos encontrar diversas moléculas de 1,2,4-oxadiazois
3,5-dissubistituidos com atividades biologicas. Derivados destes heterociclicos
tém sido alvos de estudos em aplicacbes na quimica medicinal e alguns
compostos contendo este grupo farmacoforico jA s&@o utilizados na industria
farmacéutica. Na década de 60 os seguintes oxadiazois: a oxolamina e a libexina,
dois antitussigenos, e o irrigor, um vasodilatador coronariano e anestésico local

(Figura 4) ficaram conhecidos comercialmente como farmacos.™

Figura 4: Estruturas quimicas do oxalamina, libexina e irrigor.

W, —
N ,—N
| \) _ \
N\O>_\~N A N / '}:
— ) N~y o
Oxolamina O O

Libexina Irrigor

Atualmente podemos encontrar alguns medicamentos ja disponiveis no
mercado, ou moléculas bioativas em fase de avaliacdo (Figura 5) com resultados
promissores contendo uma porcdo de 1,2,4-oxadiazois em sua estrutura como:

Butalamina, um vasodilatador (19),*” Fasiplon (17),*" Pleconaril (18)," e o
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atulurena ou PTC124 (20) € conhecido comercialmente na Europa como
Translarna € um medicamento usado para o tratamento da fibrose cistica e
Distrofia Muscular de Duchenne, doenca causada pela mutacdo genética
especifica denominada nonsense, a fase trés de ensaios clinicos foi bem

sucedida.”®

Figura 5: Estruturas de medicamentos e méleculas bioativas com a porca 1,2,4-oxadiazol.

F F
F
g
*MNI P
| (17) X 0
\N—O (18)
F

N. N
\ \>/ T N
N\O -~ o
(19) \\\\ /
O-N
(20) OH

Nos anos 2011, 2012 e 2013, foi relatado diversos estudos com compostos
contendo o anel 1,2,4-oxadiazol 3,5-dissubistituidos com potencial atividades
anticancer, na figura 6 temos alguns exemplos de moléculas que apresentaram
grande potencial antitumoral, frente ao cancer de préstata,'’® de pulméo,*®

leucemia® e inibidores de tubulina.?*
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Figura 6 : Estrutura dos compostos que apresentaram atividade anticancer.

N—CQ Cl ¢l
I
X
Cl y
~ N- N.
(@) (21 ) | / 24 O OH
0] N=
~CgHo OH
/N
07\ cl o)
/‘QN Cl O\)J\(/N
HN o />,_
- (24) N
(23) I
0

Em 2013, Dabholkar et al.,> reportaram a sintese de novos compostos
contendo o anel 1,2,4-oxadiazdlico, as moléculas sintetizadas apresentaram
potenciais atividades antimicrobianas, os valores de inibicdo destas foram
proximos dos valores testados para a ampicilina, um antibiotico utilizado em caso
de infeccdo por bactérias gram-positivas ou gram-negativas. Abaixo temos a

estrutura do composto 25, o qual apresentou melhor potencial (Figura 7).

Figura 7: Estrutura de composto que apresentou atidade antimicrobiana.

?/
ONY/

?00
Val

N_cooMme
MeOOC /;Z:

(25)

22
.,

Piccionello et a relatam a sintese de diferentes derivados 1,2,4-

oxadiazdis analogos da linezolida, um antibiético sintético da classe das
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oxalidinonas. No presente trabalho o0s autores substituiram o anel da
oxazolidinona pelo 1,2,4-oxadiazol, variando o nimero e aposi¢do dos atomos de
fldor no anel B e modificando a cadeia lateral. Os valores de CMI das moléculas
sintetizadas frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas foram
promissores para o derivado né&o-fluorado de A que apresentou atividade
moderada contra Streptococcus pyogenes (CMI= 64 pg/mL) figura 8.7

Figura 8: Estruturas gerais analogas da linezolida sintetizadas Piccionello e colaboradores.

\Anelc @\l (O
O(/\'l\l Anel A / N /
:©\ JZD\ Fn/ | O\N P O\
Anel B \\&NH o
Cade& >:O N O)\ n=0-4 Y

lateral '
Linezolida Estruturas analogas a linezolida

Z
(e}
>
Z
%\
Z
T
vy}
Z
b
Z
T
N

Recentemente, Jiang et al.,® relataram compostos com boas atividades
frente a doenca de Alzheimer. No presente trabalho, os autores sintetizaram 24
analogos 1,2,4-oxadiazois dos produtos naturais derivados do molusco marinho
Phidiana militaris para avaliar as atividades neuroprotetivas destes. Os compostos
26 e 27 (Figura 9) foram os que apresentaram melhores atividades

neuroprotetoras in vitro para todos os bioensaios.

Figura 9: Compostos que apresentaram atividades neuroprotetoras in vitro.

O\N O\N

\ Ao 0 \ 0
N N— N 0]
N (26) N (27)

H
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Em um artigo de revisdo, Cunha et al (2015) destacaram as aplicacoes
farmacolégicas dos 1,2,4-oxadiazlis, 0s quais estdo associados a diferentes
acOes terapéuticas, tais como: antiasmatico (28), antidiabético (29), anti-
inflamatério (30), antimicrobiano (31) , anticancer ( 32), entre outras (Figura 10).°

Figura 10: Estruturas de 1,2,4-oxadiaz6is como compostos bioativos.

O
N
TN

HZN\/\/\‘)K(
N
Cl |\/N OxNH N-g \
S5 o | \N
Q (28) N o
S (32) NT S
N
F
20
SN
/

(29)

(30)

Mais recentemente, Catalin et al®, relataram a sintese de novos
derivados pirazolo [3,4-d] pirimidina contendo uma porcdo 1,2,4-oxadiazol e
trifluorometilpiridina. Apos sintese foram testada atividades antitumoral dos
compostos em 11 linhagens celulares derivadas de tumores humanos através de
ensaio de proliferacdo e sobrevivéncia em células de monocamada in vitro. O
composto 33 (Figura 11), foi 0 que apresentou a melhor taxa de inibicdo frente as

células de cancer renal RXF-393 ( Clsp= 1,143 uM).
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Figurall: Estrutura do composto que apresentou atividade anticancer frente células RXF393.

Esses heterociclicos também sédo de interesse da quimica dos materiais
para o progresso e elaboracdo de novos materiais, ja que, os 1,2,4-Oxadiazlis-
3,5-dissubstituidos podem ser usados como unidades mesogénicas para 0
desenvolvimento de cristais liquidos, onde fase liquido cristalina, polaridade,
geometria, luminescéncia entre outras propriedades da molécula podem ser
variadas através da introducdo de heterodtomos.”* Na figura 12 temos as
estruturas de alguns 1,2,4-oxadiazois com propriedades de cristais-liquidos (34,
35), liquidos idnicos(36) e fotoluminescente ( 37 ) ja relatadas na literatura.’

Figura 12: Estruturas de 1,2,4-oxadiaz6is com propriedades de cristais -liquidos, liquidos i6nicos e

fotoluminescentes
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\
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1.3 Carboidratos

Os carboidratos sdo as moléculas mais abundantes da natureza e
apresentam varias funcbes bioldégicas nos organismos vivos. Por exemplo, a
funcd@o energética em animais e a estrutural nos vegetais, realizadas pela glicose
(38) e a celulose (39), carboidratos essenciais para os seres vivos™ (Figura 13).
Eles também podem ser encontrados em proteinas intra e extracelulares, lipideos
e na forma de polissacarideos livres na superficie da célula e no espaco

intercelular.?®

Figura 13: Estrutura de carboidratos com fung@es bioldgicas.

OH
OH *
H O
=
OH
38)

( (39) n
D-Glicose Celulose

Os carboidratos sdo compostos naturais polifuncionais sendo constituido
principalmente por atomos de carbono, oxigénio e hidrogénio, mas é importante
salientar que alguns desses compostos possuem nitrogénio, fosforo ou enxofre em
sua estrutura. Sao divididos em trés grupos principais, sendo eles o0s
monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos. Os dois primeiros sao
conhecidos como carboidratos simples, ja os polissacarideos sdo denominados
carboidratos complexos. Em geral os carboidratos se rearranjam para sua
estrutura mais estavel, na forma de anéis hemiacetalicos de seis ou cinco
membros quando este possui mais de cinco atomos de carbono. Estas estruturas
ciclicas de seis membros sdo denominadas de piranose (nome derivado do éter
ciclico de seis atomos, o pirano), e as estruturas ciclicas de cinco membros sao
denominadas de furanose (nome derivado do éter ciclico de cinco atomos, o

furano) (Figura 14).%°
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Figura 14: Formas ciclicas da D-Glicose.

pY
\H (I:\H
HO g \  oHO H—CID—OH OHO
R T
H—?—OH OR
OH H-C-OH
I
(41) CH,OH (43)
u-f-D-Glicopiranose
a-f-D-Glicofuranese (42)
D-Glicose

1.4 Glicosideos

Derivado de carboidratos, os glicosideos sdo constituidos basicamente por
duas unidades, uma unidade de acucar (carboidrato), que liga-se a outro agucar
ou outras moléculas através de seu carbono anomeérico mediante uma ligacao

glicosidica. Esta porcéo ligada ao carbono anomérico € denominada de aglicona.

Os glicosideos séo classificados pelo tipo de ligacdo pela qual a parte
aglicona liga-se no C-1 do carboidrato, podendo ser: O-, C-, N-, ou S- glicosideo,

isto ira depender do agente nucleofilico (Figura 15).

Figura 15: Diferentes tipos de glicosideos.

(44) (45) (46) (47)

Os glicosideos estédo presentes em varios produtos naturais como salicina
(41),% catalpol (42),* e MacrolactinaO? (43) (Figura. 16), os quais apresentam

diferentes atividades biologicas.
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Figura 16: Estrutura de O-glicosideos de produtos naturais.

Salicina
Catalpol Macrolactina O

Antibidtico

Anti-hiperglicémico Anti-inflamatério

Chung et al., em 2014, isolaram trés triterpénicos glicosideos (Figura 17)
encontrados no ginseng vermelho. Estes compostos foram avaliados quanto as
suas atividades anti-inflamatorias utilizando células da linhagem RAW 264.7 de
macrofagos murinicos, sendo apresentada atividade anti-inflamatoria nos

compostos 48 e 49.%"

Figura 17: Glicosideos com atividade anti-inflamatéria.

Rzo R3O

(48) (49)

R? = - Glica{6'—»1")Glica{6"—» 1")Glica{6"—» 1")Glicc
R? = - Glicp(6—w1"GlicB(6" —1 "}Glich

Em 2015, Xue et al., relatam a atividade anti-tumoral frente a ndo-pequenas
células tumorais de pulmédo em testes in vitro e in vivo de um glicosideo cardiaco,
0 TXA9 (Figura 18), que € um produto natural isolado das raizes de Streptocaulon
juventus (Figura 19). O céancer de pulmdo de ndo pequenas células é

diagnosticado em 75% dos casos de cancer de pulméo, sendo um tipo de cancer
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gue apesar do alto grau de resposta ao tratamento, apresenta baixo percentual de

cura.’®

Figura 18: Glicosideo cardiaco TXA9. Figura 19: Planta da espécie Streptocaulon juventus.

1.6 Sintese de glicosideos 2,3-insaturados

Os glicosideos 2,3-insaturados podem ser obtidos mediante a reacédo de
glicais com diferentes nucledfilos (reacdo de glicosidacdo), atravées de um
rearranjo alilico ou de Ferrier do glical na presenca de um alcool e um acido de
Lewis como catalisador.

A primeira sintese de glicosideos 2,3-insaturado foi realizada em
1969 por Ferrier e Prasad, no referente trabalho eles conseguiram obter os
glicosideos 2,3-insaturados reagindo o tri-O-acetil-D-glical com diversos alcodis,
na presenca de trifluoreto de boro e éter dietilico (BF3.Et,O ) como acido de Lewis.
Obteve-se os glicosideos 52 e 53 em bons rendimentos, sendo o anémero a o

produto principal (52) (Esquema 6).%
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Esquema 6: Sintese de O-glicosideos 2,3-insaturado por Ferrier e Prasad.

OAC OAC
\\OR R
BF3Et20 o ° 0 o
+ ROH > +
Benzeno, TA. AcO" NF AcO" NF
OAc (52) (53)

(31)

Durante seus estudos Ferrier percebeu que modificando as condi¢oes
reacionais, como solvente, temperatura, catalisador, conseguia uma melhor
estereosseletividade para a reacdo, pois as propor¢cdes dos conférmeros a e f3

mudavam consideravelmente (Esquema 7).

Esquema 7: Otimizacdo da metodologia de Ferrier e Prasad.

OAC
\\OR
EtOH Oy
- 54
150° C ACO" NF (54)
25 % andémero a
OAC
BF;.Et,O
> B (54)
Refluxo, ETOH ‘
AcO"
58 % andbmero a
OAC
BF5.Et,O O. .OR
> ‘ (54)
Benzeno, T. A. L
AcO"

70 % anbmero a

Desde entdo, varios grupos de pesquisa concentraram sua atencdo ao
estudo do Rearranjo de Ferrier com o proposito de obter glicosideos 2,3-
insaturados de forma rapida, com bons rendimentos e melhor estereosseletividade
reacional. Na literatura h& varios relatos que descrevem metodologias variando o
catalisador e a forma de energia fornecida ao sistema para sintese de glicosideos
2,3-insaturados. A seguir apresentaremos alguns métodos sintéticos utilizados na

sintese deste heterociclico.

30



Mata, M.M.S. Dissertacdo de Mestrado

Toshima et al., em 1995 prop6s uma nova metodologia para a sintese de
O-glicosideos 2,3-insaturados, a parti do tri-O-acetil-D-glucal e diferentes alcodis,
tendo como catalisador a montmorillonita K-10 um acido de Lewis de baixo custo e
de facil manuseio, o qual foi utilizado para promover o rearranjo Ferrier. Os
produtos foram obtidos com bons rendimentos e boa seletividade do anébmero a e

em condic&o reacional branda (Esquema 8).%

Esquema 8: Sintese de Glicosideos-2,3-insaturados utilizando Montmorillonita K-10 como
catalisador.

OAC
Montmorillonita K-1 Q

CH,Cl,, 40 °C, 1h

+ ROH
AcO""

(84-94%)
(55)

Em 2015, Chen et al., sintetizaram uma série de O-, S-, N- e C-glicosideos
2,3- insaturados, reagindo o 3,4,6-tri-O-acetil-D-glical ou 3,4-di-O-acetil-L-rhamnal
com varios nucleofilos, em acetonitrila e utilizando como catalisador o Tm(OTf)s.
Os produtos foram obtidos com moderados a bons rendimentos de 42-88% e

elevada seletividade enantiomérica do andmero a (Esquema 9).%*

Esquema 9: Rearranjo de ferrier promovido pelo Tm (OTf)s.

OAC
o}
(s1) | OAC
AcO" Tm(OTf); 6. OR Mew _O_ ,OR
ou OAc + Nucledfilos (10% mol ) U ou Uﬂ
O-, S-, N-ou C- - L L
Me. O MeCN, 40 °C. AcO" AcO
(56) Q (57) (58)
AcO"
OAc

Nesse mesmo ano, Kubiak et al., sinterizaram O-glicosideos 3,4- e 2,3-
insaturados poderiam a partir de 6-O-terc-butildifenilsilil-3,4-di-O-

isobutiloxicarbonil-D-glical (3) e varios fendis e tendo como catalisador um
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complexo de Pd (0). A reacéo foi estereoespecifica, em todos os casos, apenas o
anémero B é formado (Esquema 10).%

Esquema 10: O-glicosideos 2,3 e 3,4-insaturado utilizando Pd (0) como catalisador.

Pd2dba3,L

+
ROH ——— t-ButhsuoU t-BuPh28|OU
| "OR
(60) (61)

OCO,i-Bu
(59)

Recentemente, Regueira et al., prop6s um nova metodologia para sintese
de O-glicosideos 2,3- insaturados utilizando como fonte de energia o ultrassom,
utilizando como catalisador o acido p- toluilsufénico (TsOH). Os produtos foram
obtidos em baixos tempos reacionais de 3-25 minutos, com bons rendimentos 50-

92% e excelente estereoseletividade do andmero a (Esquema 11).%

Esquema 11: Sintese de Glicosideos-2,3-insaturados utilizando irradiacéo de ultrassom e TsOH
como catalisador.

)) OAC
)
+ ROH >
TsOH (20 mol %) N
AcO'
OAc MeCN, 25 °C alfa beta
(51) (62) (63)

Considerando as amplas atividades biologicas que dos glicosideos e 1,2,4-
oxadiazodis apresentam, esse trabalho descreve a sintese e caracterizacdo de
uma série de O e S-glicosideos 2,3 — insaturados contendo como aglicona uma

porcéo 1,2,4—oxadiazol, e avaliacao de atividade biologicas destes compostos.
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2.0 OBJETIVOS

2.1. Geral

e Sintetizar, caracterizar e avaliar as atividades biologicas antitumoral
e antimicrobiana de 1,2,4-oxadiazéis, e O e S-glicosideos 2,3-
insaturados contendo 1,2,4-oxadiazéis como aglicona.

2.2 Especificos

e Sintetizar diferentes arilamidoximas a partir de diferentes nitrilas.

e Sintetizar o0s ésteres: 3-mercaptopropionato de isopropila,
salicilato de metila e malato de dimetila;

e Sintetizar uma nova série de 1,2,4-oxadiaz0is a partir das
arilamidoximas e o0 3-mercaptopropionato de isopropila ou
salicilato de metila;

e Sintetizar uma nova seérie de 1,2,4-bis-oxadiazéis a partir da
arilamidoximas e do malato de dimetila;

e Sintetizar novos O e S-glicosideos 2,3-insaturados contendo
como aglicona os 1,2,4-oxadiazéis;

e Avaliar a toxicidade para Artemia salina dos compostos;

e Avaliar a atividade antitumoral e antimicrobiana dos oxadiazois e
O-glicosideos sintetizados.

e Elucidar as estruturas dos compostos sintetizados pelos métodos
espectroscopicos usuais (IV, RMN *H e RMN **C) e massa de

alta resolucao.
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3.0 MATERIAS E METODOS

3.1 Materiais empregados

Os reagentes e solventes utlizados foram obtidos comercialmente da
Sigma Aldrich, Merck, Cinética, Dindmica e Vetec. Os solventes como n-hexano e
acetato de etila foram inicialmente destilados para processos de purificagdo em
coluna. O diclorometano anidro foi usado o sulfato de calcio anidro como agente
secante. As reacdes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada
(CCD), onde foi utilizada placa de silica gel, contendo indicador de fluorescéncia
F.s4, da Maycherey/Nagel (Duren, Alemanha). Os reveladores para as placas
foram a camara de irradiacao ultravioleta 254nm, acido sulfarico: etanol (5:95) e os
vapores de iodo. Nas colunas cromatograficas foram utilizadas silica gel 60
(Merck, 70-230 mesh).

3.2 Instrumentos utilizados

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um equipamento Varian
modelo 640 FTIR. Os espectros de RMN de 'H e de **C foram obtidos no
equipamento Varian models Unitty Plus de 300 e 400 MHz para proton, e 75 e
100MHz para '°C, usando cloroférmio deuterado (CDCl;) como solvente e
trimetilsilano (TMS) como padréo interno. O equipamento de micro-ondas foi da
marca Panasonic, modelo NN-ST341WRUK (850W e 220V).
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3.3 Sintese das arilamidoximas

Para a sintese das arilamidoximas (fenil, o-toluil, m-toluil, p-toluil, p-Cloro, p-
nitro e p-Bromo), reagiu diferentes derivados de nitrila (R—C=N) com cloridrato de
hidroxilamina (NH,OH.HCI) e carbonato de sédio (Na;COs3). Inicialmente em um
erlenmeyer pesou-se 6,07g (60,40 mmol) de cloridrato de hidroxilamina e 4,619
(30,19 mmol) de carbonato de sédio, dissolvendo-os em 40 mL de agua destilada.
Em outro erlenmeyer foram dissolvidas (se sélidas) ou diluidas (se liquida) em 40
mL de etanol 3g (20,13 mmol) da arilnitrila a ser utilizada. As duas solugdes foram
misturadas e em seguida deixou-se o sistema reacional sobre agitacdo constante
por 24 horas a temperatura ambiente, exceto para o-toluilarilnitrila onde o tempo
reacional foi de 48horas. A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada
delgada (CCD), cujo sistema de eluicdo empregado foi uma mistura de
cloroférmio/hexano (1:1), na auséncia do reagente limitante, as nitrilas, indicava o

término da reacéao.

Apés comprovacdo do término da reacao, transferiu-se a solugdo para um
baldo de fundo redondo e rotaevaporarou-se 0 excesso de etanol presente na
solucdo. Em seguida a solucao foi mantida a banho de gelo, quando o produto era
sélido procedia-se a filtracdo a vacuo da mesma, quando um 6leo era obtido o
produto era extraido com acetato de etila. Na extracdo da amidoxima para a fase
organica (Acetato de etila), € adicionado sulfato de sédio anidro para eliminar os
traco de agua deixando a solucado limpida. Realiza-se em seguida uma filtracao
simples e depois a eliminacdo do solvente sob baixa pressdo. Esse procedimento

foi realizado para todas as arilamidoximas sintetizadas.
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3.4. Sintese do malato de dimetila

Pesou-se 13g (97,01lmmol) do acido malico em um baldo de 250 mL e
adicionou-se 180 mL de metanol. Posteriormente levou-se a mistura ao banho de
gelo 0 °C e adicionou-se lentamente 1,2 mL de acido sulfirico sob agitagdo. Em
seguida a mistura foi colocada em refluxo por 3 horas. Decorrido esse tempo,
uma aliquota foi analisada por cromatografia em camada delgada (CCD), eluida
em sistema 9:1(CH.Cl,:Hexano). Apés verificacdo do consumo do material de
partida e formacdo do produto, reduzimos o solvente a baixa pressdo e em
seguida neutralizou-se a reacdo com uma solucdo saturada de bicarbonato de
sodio, verificando o ponto de neutralizacdo por papel indicador de pH. Apos a
neutralizacdo, foi realizada a extracdo da fase orgéanica com acetato de etila (3x
20mL), e em um funil de separacdo da fase organica da fase aquosa. Dando
continuidade removeu-se o traco de agua com sulfato de sodio anidro, filtrou-se e
evaporou-se o solvente a baixa pressdo. O produto foi obtido como um liquido

incolor com rendimento de 78%.

3.5. Sintese do 3-mercaptoproprionato de isopropila

Pesou-se 5g (33,78 mmol) do acido 3-mercaptopropionico em um baléo de 250
mL e adicionou-se 80 mL de isopropanol. Posteriormente levou-se a mistura a um
banho de gelo e adicionou-se lentamente 2,0 mL de acido sulfurico sob agitacéo.
Em seguida, a mistura foi colocada em refluxo por 4 horas. Decorrido esse tempo,
uma aliguota foi analisada por cromatografia em camada delgada (CCD), eluida
em sistema 8:2 (Hexano: AcOEt). Apos verificacdo do consumo do material de
partida e formacdo do produto, reduzimos o solvente a baixa pressdo e
neutralizou-se a reacdo com uma solucdo saturada de bicarbonato de sddio,

verificando o ponto de neutralizagcdo por papel indicador de pH. Apds a
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neutralizacdo, foi realizada a extracdo da fase organica com acetato de etila (3x
20mL), e em um funil de separacédo a fase organica foi separada da fase aguosa.
Dando continuidade secou-se a fase organica com sulfato de sédio anidro, filtrou e
evaporou-se o solvente a baixa pressdo. O produto foi obtido um liquido incolor
com rendimento de 75%.

Compostos 69: 3-mercaptopropanoato de isopropila
Oleo transparente, rendimento 79%; RMN 'H (300MHz,
O CH CDCl;) 6 4.97 (1H, m), 2.87 (t, 2H, J = 7,24Hz), 2.64 (t ,2H,
SR 1 B o
HS 0~ “CHz | J= 7,24 Hz), 1.19 (d, 6H, J= 6,26 Hz); RMN C (75MHz,
CDCl3) 6 171.29, 68.35, 34.62, 33.55, 21.98.

3.6. Sintese de 1,2,4-oxadiaz0is sob aquecimento sem base e solvente

Em um recipiente de vidro adicionou-se 0,203g (1,3 mmol) de amidoxima e
0,1g(0,61 mmol) do malato de dimetila. Ap6s homogeneizacédo da mistura colocou-
se sob aquecimento a temperatura de aproximadamente 120-130°C durante 4
horas, sendo a reacdo monitorada por cromatografia em camada delgada (CCD).
Apos término da reacédo, os produtos foram purificados em coluna cromatogréafica
de silica gel, sistema de eluicdo hexano:acetato de etila (8:2) . Em seguida, filtrou-
se e rotaevaporou-se o solvente foi removido no rotaevaporador e 0s compostos
73-74a-d foram obtidos.

Compostos 73a: (R,S)-1,2-bis-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)-etanol
Semi-solido, rendimento 55%; R; = 0.66 (CH.Cl,:AcOEt,

Q - 9:1); IV Vimax (KBr): 3395, 1596, 1345, 1087, 726 cm™};

N

/ N 1

N\Ow‘z/@ RMN *H (300MHz, CDCl3) § 8.06 (4H, m), 7.49 (6H, m),
47a 5.64 (t ,1H, J= 5.87 Hz), 3.73 (d, 2H, J=5.87 Hz); RMN
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3C (75MHz, CDCl;) & 177.80, 175.58, 168.41, 168.11, 131.48, 128.89, 127.51,
127.45, 64.20, 32.26.

Compostos 73b: (R,S)-1,2-bis-(3-0-toluil-1,2,4-oxadiazol-5-il)-etanol
Semi-sélido, rendimento 51%; R = 0.72
Q » (CH2Cl2:AcOEL, 9:1); IV Vmax (KBr): 3350, 1577, 1362,
Y /NYQ 1103, 721 cm™:  RMN 'H (300MHz, CDCls) & 7.94
O)\;,X"G (4H, m), 7.28 (4H, m), 5.61 (t ,1H, J = 6.0 Hz), 3.70 (d,
2H, J = 6.0 Hz), 2.41 (s, 3H); RMN *3C (75MHz, CDCls) § 177.34, 175.12, 168.0,
167.80, 138.32, 131.81, 128.43, 127.63, 125.45, 124.27, 63.80, 31.85, 20.91.

Compostos 73c: (R,S)-1,2-bis-(3-m-toluil-1,2,4-oxadiazol-5-il)-etanol

Semi-sélido, rendimento 65%; Rf = 0.71

Q - (CHoClo:ACOEY, 9:1): IV Vinax (KBr): 3367, 1575, 1451,
] ’;‘ N -1. 1

N\O)\%g\,g 1125, 763 cm™ RMN *H (300MHz, CDCls) 5 7.86

are (4H, m), 7.36 (4H, m), 5.63 (t ,1H, J = 6.0 Hz), 3.71

(d, 2H, J = 6.0 Hz), 2.41 (s, 6H); RMN **C (75MHz, CDCls) & 177.71, 175.49,
168.48, 168.21, 138.72, 132.25, 128.80, 127.89, 125.70, 124.65, 64.21, 32.28,
21.29.

Compostos 73d: (R,S)-1,2-bis-(3-p-toluil-1,2,4-oxadiazol-5-il)-etanol

Semi-sélido, rendimento 68%; R = 0.76
(CH2Cl2:AcOEt, 9:1); IV vmax (KBr): 3303, 1650,

HO _
Niog\/i\(/N/ 1353, 1075, 738 cm™*; RMN *H (300MHz, CDCl3) §
a7g ON 7.94 (t, 4H, J = 7.63 Hz), 7.34 (d, 4H, J = 7.63 Hz),

5.62 (t ,1H, J= 5.87 Hz), 3.70 (d, 2H, J = 5.87 Hz), 2.41 (s, 6H); RMN 3C (75MHz,
CDCls) §178.0, 175.8, 168.8, 168.5, 142.3, 130.0, 127.8, 123.6, 64.6, 32.6, 22.0.
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Compostos 74a:(R,S)-metil 3-hidroxi-3-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)-propanoato

Oleo amarelado, rendimento 30%; R = 0.45

QN (CHClo:ACOE, 9:1); IV vimax (KBI): 3395, 1752, 1597, 1344,
"ot | 1089, 726 cm™;  RMN H (300MHz, CDCls) 8 8.09 (2H, m),
oo 7.49 (3H, m), 5.38 (s ,1H), 3.76 (s, 3H), 3.12 (m, 2H, J =

6.3 Hz), 1.58 (s, 1H);RMN **C (75MHz, CDCl;) & 180.1, 169.8, 167.2, 131.4, 129.1.
126.7, 125.8, 61.9, 51.4.

Compostos  74b:  (R,S)-metil  3-hidroxi-3-(3-o-toluill-1,2,4-oxadiazol-5-il)-

propanoato

9:1); IV Vinax (KBr): 3406, 1738, 1595, 1476, 1337, 1048, 751

N\Oﬂ\{\(owg cm™: RMN *H (300MHz, CDCls) 8 7.95 (2H, d, J = 8.4 Hz),
o O 7.35 (2H, m, J = 8.4 Hz), 5.47 (t ,1H, J = 5.1 Hz), 3.84 (s,

3H), 3.18 (m, 2H, J = 4.8 Hz), 2.50 (s, 3H); RMN *C (75MHz, CDCl5) & 180.5,

170.3, 167.8, 139.0, 132.6, 129.5, 127.7, 126.2, 124.5, 62.5, 52.4, 38.6, 21.0.

::% Semi-solido, rendimento 16%; R ; = 0.50 (CH,Cl,:AcOEt,
7 N

Compostos  74c: (R,S)-metil  3-hidroxi-3-(3-m-toluill-1,2,4-oxadiazol-5-il)-

propanoato
Solido branco, rendimento 25%; R ;= 0.51 (CH,Cl,:AcOEt,
Q 9:1); IV Vimax (KBP): 3242, 1734, 1570, 1450, 1340, 1037,
"o | 716 cm™ RMN H (300MHz, CDCly) 5 7.87 (2H, m), 7.35
. (2H, m), 5.40 (t ,1H, J = 6.0 Hz), 3.75 (s, 3H), 3.12 (d, 2H,

J=6.0 Hz), 2.41 (s, 3H); RMN C (75MHz, CDCl;) & 178.58, 170.15, 168.39,
138.67, 132.16; 128.76. 128.06, 124.62, 124.62, 63.65, 52.29, 38.97, 21.27.

Compostos  74d:  (R,S)-metil  3-hidroxi-3-(3-p-toluill-1,2,4-oxadiazol-5-il)-

propanoato
/ \ Oleo amarelado, rendimento 20%; R = 0.50
(CH.Cl;:AcOEt, 9:1); IV vmax (KBr): 3404, 1752, 1595,
N 1446, 1361, 1048, 758 cm™; RMN 'H (300MHz, CDCls) §
N\o\ OCH;
OH O

K 48d / 39
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7.89 (2H, m), 7.34 (3H, m), 5.39 (t ,1H, J = 5.1 Hz), 3.76 (s, 3H), 3.10 (m, 2H,
J=5.1 Hz), 2.41 (s, 3H): RMN *C (75MHz, CDCl;) & 177.9, 170.8, 167.9, 141.3,
129.1, 127.0, 123.0, 63.3, 51.9, 38.4, 21.1.

3.7. Sintese de 1,2,4-oxadiazdis sob irradiacdo de micro-ondas

Em um recipiente de vidro, adicionou-se a amidoxima, o éster 3-
mercaptopropionato de isopropila ou o salicilato de metila, o carbonato de
Potassio (K,CO3) e uma gota de DMF. Fez-se a homogeneizacdo da mistura e a
mesma foi submetida & irradiagdo de micro-ondas durante 10 minutos. E
importante colocar dentro do forno de micro-ondas um erlenmeyer com agua para
evitar o superaquecimento da reacdo. O término da reacao foi comprovado por
cromatografia em camada delegada (CCD), usando como eluente hexano: acetato
de etila (8:2). Ap6s a comprovacdo do término da reacdo, realizou-se uma
cromatografia em coluna de silica gel (fase estacionaria) usando como sistema de
eluicdo inicial 98:2 (hexano: acetato de etila) e em seguida 94:6 (hexano: acetato
de etila) para os 1,2,4-oxadiaz0is obtidos a partir do 3-mercaptopropionato de
isopropila. Para purificacdo dos 1,2,4-oxadiazéis obtidos a partir do salicilato de
metila, o sistema de eluicdo usado inicialmente foi 95:5 (hexano: acetato de etila)

e em seguida 85:15 (hexano: acetato de etila).

Compostos 70a: 2-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)-etanotiol

Solido amarelado, rendimento 41%; p.f: 69-70 °C; Ry =

Q 0.50 (Hex:AcOEt, 8:2); RMN 'H (300MHz, CDCl;) & 8.06
(2H, dd J = 7.34 Hz), 7.47 (3H, m), 3.27 (t ,2H, J = 7.04

Hz), 3.11 (t ,2H, J = 7.04 Hz); RMN **C (75MHz, CDCl3) &

177.64, 168.29, 131.14, 128.78, 127.36, 126.59, 28.49, 27.43.

]

N
N\O»\/\SH
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Compostos 70b: 2-(3-(p-tolui)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-etanotiol

Solido branco, rendimento 47%; p.f: 104-105 °C R = 0.50

(Hex:AcOEt, 8:2); RMN *H (300MHz, CDCl;) 8 7.94 (2H, d J

/ = 7,43 Hz), 7.26 (2H, d J = 7,43 Hz), 3.26 (t ,2H, J = 7,24
N s Hz), 3.11(t ,2H, J = 7,24 Hz), 2.40 (s, 3H) RMN *C (75MHz,

CDCls) 6177.48, 168.32, 141.49, 129.52, 127.30, 123.79, 28.52, 27.46, 21.52.

Compostos 70c: 2-(3-(4-bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-
etanotiol
N\OMSH Sélido branco, rendimento 27%; p.f: 109-110 °C; R 1= 0.50
(Hex:AcOEt, 8:2); RMN 'H (300MHz, CDCl;) & 7.92 (d, 2H, J
= 8,61 Hz), 7.60 (d, 2H, J = 8,61 Hz), 3.27 (t ,2H, J = 7,43 Hz), 3.11(t ,2H, J = 7,43
Hz), 2.40 (s, 3H) RMN *¥C (75MHz, CDCl;) & 177.88, 167.65, 132.13, 128.87,
125.78, 125.55, 28.50, 27.44.

Compostos 70d: 2-(3-(4-clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-etanotiol
o Solido amarelado, rendimento 30%; p.f: 106-107 °C; R¢ =
0.50 (Hex:AcOEt, 8:2); RMN *H (300MHz, CDCls) & 7.99 (d,
N 2H, J = 8,22Hz), 7.44 (d, 2H, J = 8,22Hz), 3.27 (t ,2H, J =
N, d o~ 13
0 SH 7,24 Hz), 3.11 (t, 2H, J= 7,24Hz); RMN ~°C (75MHz, CDCl,)
6 177.9, 167.6, 141.3, 137.4,129.2, 128.7,125.1, 28.5, 27.4.

Compostos 70d: 2-(3-(4-bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-fenol
Solido branco, rendimento 30%; p.f: 106-107 °C; R{= 0.63
o HO (Hex:AcOEt, 8:2); RMN 'H (300MHz, CDCls) & 10.37 (s, 1H
\O\FN@ ), 7.99 (d, 3H, J = 8,80Hz), 7.67 (d, 2H, J = 8,80Hz), 7.53
(m, 1H), 7.15 (d, 1H, J= 8.22 Hz), 7,04 (t, 1H J=7,34),;
RMN ®C (75MHz, CDCls) o6 174.49, 166.38, 158.11, 135.39, 132.31,
128.96,127.82, 126.32,124.70, 120.19, 117.83, 107.96.
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Compostos 70d: 2-(3-(p-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-fenol
Solido branco, rendimento 30%; p.f: 106-107 °C; Ry= 0.48

@\r " (Hex:AcOEt, 8:2): RMN 'H (300MHz, CDCly) 5 10.56 (s, 1H
|

N, ), 8.00 (m, 3H ), 7.52 (d, 2H, J = 8,22Hz), 7.15 (d, 1H, J=
N~g

8.22 Hz), 7.04 (t, 1H J=7,63 ), 2.44 (s, 3H ); RMN *C
(75MHz, CDCl;) & 174.08, 167.03, 158.10, 142.08, 135.11, 129.67, 127.43,
122.91,120.04, 117.73, 108.18, 21.59.

3.8Sintese do 3,4,6-Tri-O-acetil-D-glucal

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 500 mL preparou-se
a suspenséao de D-glicose (5,0 g; 27,8 mmol) em Ac,O (18,06 g; 16,72 mL; 7,0
mmol equiv.) e foi adicionado H,SO4 (2,5 mL de HBr 48% em 10,0 mL de Ac,0)
sob irradiacdo de ultrassom a temperatura ambiente durante 15 minutos, a
temperatura ambiente, para realizar a acetilagdo do carboidrato. Em seguinda,
uma outra solucao 31% HBr/AcOH (15,0 mL de HBr 48% em 60,0 mL de Ac;0) foi
acrescida a mistura reacional a qual foi mantida sob o banho de ultrassom por 45

minutos para que ocorresse a bromacgao do carbono anomeérico do glicosideo.

Depois desse processo € necessario neutralizar o excesso de HBr na
solucdo, para isso foi adicionado NaOAc (10 g; 121,9 mmol) mantendo a mistura
reacional no banho de ultrassom por 15 minutos. Apos a neutralizacdo, foi
adicionado a essa mistura reacional, uma suspensao de CuS0O4.5H,0 (1,575 g;
6,31 mmol) e Zn em po (50 g; 765 mmol) em H,O (50,0 mL), NaOAc.3H,0 (47,25
g; 347,3 mmol) e AcOH (75,0 mL), sendo esta suspensdo mantida sob irradiacéo
de ultrassom a temperatura ambiente por 1h para realizar o processo de

eliminacdo do bromo ligado ao carbono anomérico.

Posteriormente, a parte solida contida no baldo foi removida por filtracdo a
vacuo, sendo lavada com AcOEt (200 mL) e H,O (200 mL). A fase organica foi

transferida para um funil de separacdo e lavada com solucbes saturadas de
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NaHCO;3; (150 mL), e NaCl (100 mL), sendo posteriormente seca com NaSO,
anidro. O solvente filtrado foi rotaevapora e o produto final foi purificado por
cromatografia em coluna utilizando como sistema de solventes hexano/AcOEt

(85:15). O produto puro apresentou-se como um sélido branco amorfo.

Compostos 78: 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal

AcO" Vmax (KBr): 2961, 1741, 1650, 1375, 1217, 1040 Cm_l;
OAc

ACQ/\@ Solido branco amorfo; rendimento 70%; p.f: 53-54 °C; IV

RMN 'H (300MHz, CDCly) § 6,46 (d, 1H, H1, J = 6,0 Hz),
5,33 (sl, 1H, H2), 5,23 (t, 1H, H3, J = 5,7 Hz), 4,84-4,81 (m, 1H, H5), 4,26 (dd, 1H,
H4,J=12,0 e 5,7 Hz), 4,26-4,17 (m, 2H, H6 e H6'), 2,08 (s, 3H, OAc), 2,07 (s, 3H,
OAc), 2,03 (s, 3H, OAc): RMN **C (75MHz, CDCl;) & 170.5, 170.3, 169.5, 145.6,
98.9, 73.9, 67.4, 67.0, 61.3, 20.9, 20.8, 20.7.

3.9 Sintese dos O e S-Glicosideos.

Em um erlenmeyer de 125mL foram adicionados 0,27mmol dos alcodis e
solubilizado em 30mL de diclorometano seco. Em seguida, foram adicionados
0,18mmol do tri-O-acetil-D-glucal no mesmo erlenmeyer que continha o alcool.
Posteriormente foi adicionado sulfato de sodio anidro a mistura reacional.
Procedeu-se a filtracdo da mesma e a 0°C adicionou vagarosamente a
Montmorilonita K-10 (30%, m/m de 78). A mistura reacional foi levada ao banho de
Oleo e deixou-se refluxar por 3 horas. A reacdo foi acompanhada por placa de
CCD, em sistemas CH,Cl,:AcOEt (9:1). Apos verificado o término da reacéo, a
mistura reacional foi filtrada e o solvente removido a baixa pressdo. Os produtos
foram purificados por cromatografia em coluna com silica gel, utilizando o sistema
de eluicdo Hex:AcOEt (9:1).
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Compostos 79: 1-[3-(proponoato de isopropila)]tiol-4,6-di-O-acetil-2,3-
didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo

4 0 N Oleo transparente; rendimento 65%; RMN ‘H
OJ\ (300MHz, CDCls) 6 6,46 (d, 1H, H1, J = 1,8 Hz), 5,91
i:(jsV\gOY (sl, 1H, H2), 578 (t, 1H, H3, J = 5,7 Hz), 5,56 (dd,
1H, H4,J =10,4 e 5,7 Hz), 5,30 (d, 1H, H1,J=1,8
- j Hz), 5,03-4,98 (m, 1H, H5),4,30-4,18 (m, 3H,H11, H6
e H6), 2,74(t,2H,H9),2,67 (t, 2H,H10) 2,08 (s, 3H, OAc), 2,06 (s, 3H, OAc), 1,21
(d, 6H, -CH3, H-12); RMN *3C (75MHz, CDCls) § 171.2, 170.7, 170.1, 128.6, 127.0,
80.9, 68.0, 66.7, 62.9, 61.1, 35.6, 27.3, 21.3, 20.6.

4.0 Atividade citotoxica

Os ovos de Artemia salina foram colocados para eclodirem em solucéo de
sal marinho, e iluminacao artificial. Decorridas 24 horas de eclosdo, 10 larvas
foram adicionadas em tubos de ensaio contendo solu¢des dos 1,2,4- oxadiazoéis
de concentracdes que variaram de 100 a 2,5 pg/mL em DMSO, todas estando em
triplicatas. Para grupo controle uma triplicata de solu¢do de sal marinho e DMSO

foi preparada.

4.1 Procedimento de Atividade Antimicrobiana
O teste de CMI sera realizado através da técnica de microdiluicdo, em

multiplacas com 96 pocos, conforme o Clinical and Laboratory Standards Institute—

2010.** Cada multiplaca sera padronizada conforme mostrado na figura 20.
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Figura 20: Imagem de multiplicas com 96 pocos.
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M= Meio, S= Solvente+Meio, MI= Microrganismo+Meio, P= Padrdo+Meio, Amostra 1, Amostra 2.

As multiplacas serdo preparadas de acordo com o microrganismo a ser
testado. Serdo utilizados meios de cultura liquidos Saubouraud (Sab) para Fungos
Filamentosos e Fungos Leveduriformes; e meio liquido Mueller Hinton (MH) para
Bactérias Gram Positivas e Gram Negativas. Nos pocos da solucéo teste, (Linha
A, Colunas 6, 7, 8 e 10, 11, 12), serdo distribuidos 175uL de meio liquido e
adicionado25uL da solucdo estoque (Amostra), totalizando nesta primeira linha
200pL. Nas demais linhas (B, C, D, E, F, G e H, Colunas 6, 7, 8 e 10, 11, 12),
coloca-se 100uL de meio. Na coluna 2 - Solvente (S), além dos 75uL de meio,
sera acrescentado 25uL de solvente. Na coluna 3 - Microrganismo (M) sera
distribuido 100uL de meio e acrescentado 10uL dos indculos microbianos
padronizados. Por final, na coluna 4 — Padrdo (P) seréo colocados 97,5uL de meio

e acrescentados 2,5uL da solucéo Padréao.
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Terminado a etapa anterior se iniciara o processo de microdiluicdo seriada,
gue serao retiradas com uma micropipeta 100uL da Linha A - Colunas 6, 7, 8 e 10,
11, 12, e depositados na Linha B (Colunas 6, 7, 8 e 10, 11, 12), sendo misturados
e retirados novamente 100pL, seguindo este processo sucessivamente até a Linha
H, obtendo-se concentra¢cdes decrescentes que variam de 2500 até 19.5ug/pL.
Apo6s a diluicAo das amostras, se adicionard 10pL dos indéculos microbianos
padronizados, exceto nos pocos da Coluna 1 - Meio (M), Coluna 2 - Solvente (S) e
Coluna 4 — Padréo (P). As microplacas serdo cultivadas em estufas distintas: a
37°C por 18 a 24 hrs para as bactérias, e 30°C por 48 a 72 hrs para Fungos

Filamentosos e Fungos Leveduriformes.

Leitura da Microplacas

Apos o periodo de cultivo, as microplacas serdo reveladas com uma
solucdo indicadora de Resazurina soOdica, em agua destilada estéril, na
concentragcédo de 0,01% (p,V), do qual 10uL sera adicionado em cada poco das
microplacas nos testes antimicrobianos. No decorrer de 2 (duas) horas foram
incubadas ao abrigo da luz para que ocorra a mudanca de coloracdo nos pocos.
O teste de CMI define como a menor concentracdo de um produto testado é capaz
de inibir o crescimento de microrganismos, evidenciado pela cor azul inalterada.
Também sera utilizado o método de turbidez para a determinacéo do crescimento
ou inibicdo das linhagens fungicas. Tais resultados sdo mostrados, quando

apresenta turvacéo dos poc¢os em decorréncia ao crescimento dos fungos.

4.2 Procedimento de atividade antitumoral

O potencial citotoxico dos 1,2,4-oxadiazoéis foi realizado pelo método do
MTT (Microcultura de Tetrazolium) utilizando 3 linhagens celulares (HL-60, HCT
116 e MCF-7). O ensaio consiste em uma analise colorimétrica baseada na
reducdo do sal amarelo 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2- H-brometo de
tetrazolium (MTT) em azul de formazan, descrito por MOSMANN (1983), pela
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atividade da enzima succinato desidrogenase presente na mitocéndria da célula
viavel, permitindo dessa maneira quantificar a porcentagem de células vivas. Esse
meétodo é utilizado no programa de screening do National Cancer Institute dos
Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN
et al., 1990). O estudo citotéxico pelo método do MTT permite definir facilmente a
citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acdo (BERRIDGE et al., 1996), sendo

um método rapido, sensivel e barato.

Para determinacdo da atividade antitumoral, as células foram plagueadas
na concentracéo de 7 x 10°> células/mL. As substancias previamente dissolvidas
em DMSO (dimetilsulfoxido) formam diluidas em série no meio RPMI para
obtencdo das concentracdes finais e adicionadas em placa de 96 pocos (100
uL/pogo). As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO2 a
37°C. Em seguida, foram adicionados 25uL da solugédo de MTT (microcultural de
tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3 horas. A absorbancia foi lida apos
dissolucdo do precipitado com DMSO puro em espectrofotdmetro de placa no

comprimento de 595 nm. O teste foi realizado em duplicata para cada amostra.

Para concentracdo Unica, uma escala de intensidade foi utilizada para
avaliar o potencial citotéxico das amostras testadas. De acordo com o percentual
de inibicdo de crescimento celular, as amostras podem ser classificadas em
amostras sem atividade, pouca atividade, atividade moderada e muita atividade
numa escala de citotoxidade mostrada na Tabela 1. Adicionalmente, os
experimentos serdo analisados segundo suas meédias e respectivos desvios no
programa Graphpad Prism, feitas também pelo laboratorio de Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da UFPE. Cabe ressaltar que a avaliacdo de cada

amostra foi testada em duplicata.
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Tabela 1. Escala de citotoxicidade

Potencial citotéxico das amostras Inibic&o celular (%)
Sem ou pouca atividade 1-50
Atividade moderada 50-70
Muita atividade 70 — 100

4.3 Caracterizacfes estruturais dos compostos
As estruturas dos compostos obtidos foram determinadas por métodos

espectroscopicos de Infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN
'H e RMN **C).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sintese das arilamidoximas

Inicialmente foram sintetizadas sete arilamidoximas. O método utilizado
para obtencdo das arilamidoximas foi o classico, ou seja, agitacdo em temperatura
ambiente por 24 ou 48 horas. As diferentes arilamidoximas 66a-g foram
sintetizadas a partir de arilnitrilas 64a-g com o cloridrato de hidroxilamina (NH,OH.
HCI) e carbonato de sédio (Na,COs), numa solugcédo hidroalcodlica, utilizado o
método descrito por Srivastava® (Esquema 12).

Esquema 12: Sintese das arilamidoximas.

R—C=N + NH,OH.HCI ~_N3COs R1WNH2
(64a-g) (65) EtOH H,0 N.
OH
66a-
R4= Arila: Ph e: p-BrPh ( 9)

b: 0- CHzPh f: p-CIPh
c: m-CHsPh g: p-NO,Ph
d: p-CH3Ph
As arilamidoximas obtidas apresentaram moderados a bons rendimentos
reacionais que variaram de 30 a 97%, exceto para o-toluilbenzonitrila. Isso devido
ao impedimento estérico pela substituicdo do grupo metila na posi¢ao orto do anel
aromatico, o que dificulta o ataque do nucleofilo ao carbono nitrilico. Os

rendimentos das reacdes encontram-se na tabela 2.
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Tabela 2. Rendimentos e tempos das arilamidoximas.

Arilmidoximas Tempo (h)
(j\ _NH, 24
| 66a
N,
OH
NH
: ;| ° 66b 48
N,
OH
24
NH,
| 66¢c
N,
OH
NH; 24
N,
OH
Br
NH, 24
| 66e
N,
OH
Cl
\©\(NH2 24
| 66f
N,
OH
O,N
\Q/NHz 24
| 669
N,
OH

Rendimento (%)

68

30

65

91

97

85

95
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Como as arilamidoximas sdo compostos conhecidos e bastante descritos
na literatura, sua caracterizacdo foi feita somente através do espectro de
infravermelho. As andlises dos espectros de infravermelho das arilamidoximas
mostram a auséncia da banda caracteristica das nitrilas em 2240 cm™ do
estiramento da ligacdo C=N e o aparecimento de bandas nas regides de 3359-
3453 cm?, 3200 cm™ e 1650 cm™ referente ao estiramento simétrico e assimétrico
dos grupos NH;, OH e C=N respectivamente, o que indica a formacédo das

arilamidoximas (como exemplo a estrutura do composto 66c¢ na figura 21).

Figura 21: Espectro de infravermelho em KBr do composto 66c¢.
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5.2. Esterificacdo do acido 3-mercaptopropionico

O 3-mercaptopropionato de isopropila 69 foi sintetizado a partir do acido 3-
mercaptopropiénico e do alcool isopropilico, usando como catalisador o0 H,SO,4 em

refluxo durante 4horas (Esquema 13). O produto purificado foi obtido em coluna
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cromatografica, com rendimento de 79%. A estrutura do composto 69 foi

confirmada por técnicas espectroscépicas RMN (*H, =C) e IV.
Esquema 13: Reacéo de esterificac@o do acido 3-mercaptopropionico.
0 J\
0

OH
. H,S0,
HS/\)LOH A HS
No espectro de RMN de *H do composto 69 pode-se observar dois tripletos

0
(67) (68) Refluxo, 4h (69)
com integral para 4H, na regiao entre 2,5 ppm e 3,0 ppm referente aos hidrogénios
metilénicos presentes na estrutura, proximo ao grupo tiol e carbonilico da
molécula, os hidrogénios tém constantes de acoplamento de 6 Hz. E observado na
regido de 1,19 ppm um dupleto com integral para 6H, referente aos seis protons
metilicos quimicamente equivalentes presente na molécula. Enquanto na regiéo
entre 4,8 ppm e 5,0 ppm temos um septeto com integral para 1H, confirmando
assim a estrutura do composto proposto. Nao podemos observar o hidrogénio do
tiol, tendo em vista que este € um préton de troca rapida e pode trocar com o
deutério do solvente por isso ndo aparece, ou devido estad fazendo ligacdo de

hidrogénio intramolecular (Figura 22).

Figura 22: Espectro de RMN de 'H (300 MHz) em CDCl; do composto 69.
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No espectro de RMN de **C para o composto 69 (Figura 23), é possivel
observar em 6 21,98 ppm o sinal referente aos carbonos das metilas (CHs)
equivalentes, em ¢ 34,62 e 33,55 ppm pode-se observar o sinal referente aos CH,
metilénicos do composto 69, em & 68,35 ppm, o sinal referente ao carbono
secundario que esta ligado ao grupo carboxilico (C,), na regido de 6 171,29 ppm,
tem-se sinal referente ao carbono da carbonila confirmando assim a estrutura do

composto.

Figura 23: Espectro de RMN 3¢ (75 MHz) em CDCl3; do composto 69.
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5.3. Sintese dos monos 1,2,4-Oxadiazol
Os 1,2,4-oxadiazéis 70a-e foram sintetizados a partir das arilamidoximas

66a-e e 0 3-mercaptopropionato de isopropila 69 na presenca da K,CO3z e uma

gota de DMF e sob a irradiacdo de micro-ondas (Esquema 14).
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Esquema 14: Esquema reacional para a sintese dos 1,2,4-oxadiaz6is 70a-d.
Ri=
\ J

Ry /\)k /k M.O / K,CO
2 3
N\OH 10 min N/ E\/\
(69) 0 SH

(66a-d)
( 70a-d)
R¢= Arila: Ph, b: p-CH3Ph, c: p-BrPh, d: p-CloroPh.

Os 1,2,4-oxadiazéis 70a-d foram obtidos em curtos tempos reacionais (10
min) e com rendimentos moderados, como é mostrado na tabela 3. Também é
importante resalta que grupos eletrodoadores presente no anel aromatico como é
0 caso metil favorecem a reacao, tendo em vista que o composto 70b foi o que
teve o melhor rendimento, ja grupos eletroretiradores desfavorecem a reacéo. As
estruturas dos compostos sintetizados foram caracterizadas pelas técnicas
espectroscépicas convencionais, RMN'H e *C. Também foram realizadas as

medicdes dos pontos de fuséo, os valores dos pontos de fusdo estdo na tabela 3.

Tabela 3: Rendimentos reacionais e ponto de fusdo dos produtos 70a-d.

Produtos Rendimento (%) Ponto de fuséo (°C)

Q 70a 41 69-70

z%f;/'\“\\ﬂ 70b 47 104-105
zj%:f:»”\ﬁs.q 70c 27 109-110
CQ 70d 30 106-107
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No espectro de RMN de 'H do composto 70a pode-se observar dois
tripletos com integral para 4H, na regiao entre 3,09 ppm e 3,29 ppm referente aos
hidrogénios metilénicos presentes na estrutura na cadeia lateral, proximo ao grupo
tiol da molécula, os prétons tém constantes de acoplamento de 8,0Hz. Na regiao
compreendida entre 7,48 ppm e 8,07 ppm caracteristica para prétons aromaticos,
pode-se observar os protons aromaticos da molécula, com integral para 5H,
confirmando assim a estrutura do composto proposto. Nao podemos observar o
hidrogénio do tiol, tendo em vista que este € um proton de troca rapida e pode
trocar com o deutério do solvente por isso ndo aparece, ou devido esta fazendo
ligac&o de hidrogénio intramolecular (Figura 24).

Figura 24: Espectro de RMN de "H (300 MHz) em CDCl; do composto 70a.
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No RMN de **C (Figura 25), pode-se observar dois picos em deslocamento
27,43 ppm e 28,49 ppm referentes aos carbonos metilénicos da molécula, onde o

pico que se encontra mais desblindado é o carbono metilénico vizinho ao enxofre,
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e 0 outro é o adjacente a ele, na regido que compreende 126,59 ppm e 131,14
ppm observa-se 0s 4 carbonos aromaticos da molécula, numa regido ja
caracteristica para eles, podemos também observar os carbonos dos anel 1,2,4-
oxadiazol na regido j& caracteristica para o anel, em 168,29 ppm para o carbono
entre os dois atomos de nitrogénio, e em 177,64 ppm podemos observar o outro

carbono do anel, que esta situado entre os atomos de oxigénio e nitrogénios.

Figura 25: Espectro de RMN de B¢ (75 MHz) em CDCIl3; do composto 70a.

Cs, C6,C7, Cq
O0303_12 8
=2
S
1.0 ® 7
0.9 7 6
6 5
0.8 4 ©
7N s C.C,
o7 N, W q
= N
‘s O™ 3 1 SH 2
£ o6 2 &
3
]
E 05 g
5 = g
o
04 0 CDCl3
C; G
0.3 o
& 2 ~8g
0.2 3 = g S
E 5 >
— | -
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

Chemical Shift (ppm)

5.4. Esterificacdo do acido malico

O malato de dimetila 72 foi obtido a partir do acido (D-L) malico e do alcool
metilico, utilizando o H,SO, como catalisador em um sistema de refluxo durante 4
horas (Esquema 15). A formacdo do malato de dimetila foi confirmada por
cromatografia em camada delgada (CCD) revelada numa cuba de iodo. Em
seguida, o produto foi purificado em coluna cromatografica, para fornecer o

composto puro com rendimento de 78%.
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Esquema 15: Reacéo de Esterificagio do Acido b-L Malico.

@) O

HO H>SO,4 o
NOH + MeOH - No/
O OH 3h Refluxo o) OH
(71) (72)

O composto 72 foi caracterizado por espectroscopia de infravermelho
(Figura 26). No espectro percebe-se o estiramento da ligacdo O-H de &cidos
carboxilicos geralmente apresenta uma banda muito larga em 3400-2400 cm™,
enquanto que o estiramento da ligagdo C=0 aparece como uma banda larga em
1730-1700 cm™. Porém, no espectro da figura 25 observa-se uma banda em 1734
cm™, caracteristico de estiramento da ligacdo C=0 de ésteres alifaticos.

Figura 26: Espectro de infravermelho do éster malato de dimetila em pastilha de KBr.
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5.5. Sintese dos 3-aril-5-hidroxialquil-bis-1,2,4-oxadiazois

Os bis-1,2,4-oxadiazdis foram sintetizados a partir das arilamidoximas 66a-f
e do malato de dimetila, na auséncia de base e sem solvente com aquecimento
durante 4 horas (Esquema 16). O término da reacdo foi confirmado por
cromatografia em camada delgada CCD. De acordo com a CCD, verificou-se a
formacédo de 2 produtos principais com Rygs proximos os compostos (73a-d) e (74a-
d).
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Esquema 16: Sintese dos bis e mono- 1,2,4-oxadiazéis 73a-d e 74a-d.

o
R, NH, o D
\||/ -+ - O/ _—
N.on o OH (110-120°C)
( 66a-d) (72)

R,: Aril a: Ph, b: o-CH3zPh, c: m-CH3;Ph d:p-CHzPh

Os dois produtos principais formados

1YW W/ 1
-N
N-g o

R

sao

(73a-d )

+

N OH
\“/ N
N-o

(74a-d )

o

O_

0s

1,2,4-oxadiazéis

monossubstituidos e o bis-1,2,4-oxadiazois que € o dissubstituidos. Os produtos

foram obtidos com rendimentos moderados, como é mostrado na tabela 4. E

importante resaltar que grupos eletrodoadores e menos impedidos favorecem a

reacao de formacao dos 1,2,4-oxadiazois.

Tabela 4: Rendimentos reacionais dos produtos 73a-d e 74a-d.

Rendimento Produtos

(%)

55 Ng/ )

o

Produtos

\ OCHj,

73a OH O
74a
; ; N HO /( ; N
WYQ 51 Vol oo
O-N
73b OH O
74b
Z/ HO ;
N N
i
N\o \ /N>/Q 65 N;MOCHa
73¢ N OH O
T4c
Z/ HO ;
N/ MN>/®/ 68 N B‘\{\WOCH
. A ‘o 5
o O-N OH O

74d

Rendimento
(%)

30

16

25

20
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A estrutura dos compostos sintetizados foram caracterizadas pelas técnicas
espectroscopicas convencionais, IV, RMN 'H e **C. De acordo com espectro de IV
dos compostos obtidos foram observadas as bandas caracteristicas dos grupos
funcionais presentes nos compostos sintetizados. Os estiramentos atribuidos a
ligacdo C=N, caracteristico do anel oxadiazolico, foram observadas na regido
compreendida em 1580 cm™. A banda referente ao grupo hidroxila foi observada

em 3332 cm™. Na figura 27 pode ser observado o espectro de IV do composto
73a.

Figura 27: Espectro de IV do m-toluil-5-hidroxi etil-bis-1,2,4-oxadiazois.
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No espectro RMN'H (Figura 28) do composto 73c foi observado os sinais
caracteristicos para os compostos. Na faixa de 6 5,63 ppm aparece um tripleto
referente ao hidrogénio do grupo metina (CH-OH). Os hidrogénios do grupo
metileno (-CH,) apareceram na faixa de 6 3,71 ppm como um dupleto devido o
acoplamento com o grupo metina. Os sinais dos grupos metilas do anel aromatico

apareceu como simpleto em 2,41 ppm, com integral para 6H. Na faixa
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compreendida entres 6 7,0-8,0 ppm temos os protons do anel arométicos. Os

sinais caracteristicos para NCO e NCN (anel oxadiazélico) em **C RMN apareceu

na faixa em 5 178 e 168 ppm (Anexo 4).

Figura 28: Espectro de RMN 'H de 300 MHz em CDCl; do m-toluil-5-hidroxietil-bis-1,2,4-

oxadiazol (73a).
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No espectro de RMN de *H (Figura 29) do composto 74a pode-se observar

um simpleto mais blindado com integral para 3H, na faixa 6 2,41 ppm referente aos

prétons do grupo metilico ligado ao anel aromatico e na faixa de 3,75 ppm temos

outro simpleto com integral 3H, referente ao grupo metilico ligado a por¢cao éster.

Na faixa de & 5,39 ppm aparece um tripleto referente ao proton do grupo metina

(CH-OH) e os prétons do grupo metileno (-CH,) apareceram na faixa de & 3,09
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ppm como um dupleto devido o acoplamento com o grupo metina. Na regiao
compreendida entre 7,0-8,0 ppm temos 0s sinais caracteristicos para dos prétons
aromaticos do composto, com integral para 4H.Os sinais caracteristicos para NCO
e NCN (anel oxadiazélico) em **C RMN apareceu na faixa em & 178 e 168 ppm
(Anexo 5).

Figura 29: Espectro de RMN ‘H de 300 MHz em CDCl; do (R,S)-metil-3-hidroxi-3-m-toluil-
1,2,4-oxadiazol-il) propanoato(74a).
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5.6. Sintese do Salicilato de metila

O salicilato de metila 76 foi sintetizado a partir do acido salicilico e do
metanol, usando como catalisador o H,SO, em um sistema de refluxo durante 3
horas (Esquema 17). A formacdo do salicilato de metila foi confirmada por

cromatografia em camada delgada (CCD), sistema de eluicdo o 8:2 (hexano:
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acetato de etila) e revelada numa cuba de iodo. O produto 76 foi purificado em

coluna cromatogréafica em rendimento de 60%.

Esquema 17: Reacéo de esterificacdo do acido salicilico.

o
oH HoSO,
+ MeOH
OH © 3h Refluxo
(75)

)

O/

OH
(76)

O composto 76 obtido foi caracterizado por espectroscopia na regidao do

infravermelho. No espectro da figura 30, percebe-se o estiramento da ligacdo O-H

em 3186 cm™ pertencente ao grupo hidroxila (OH) do anel aromatico. A banda de

absorcdo caracteristica do grupo carbonila aparece em 1678 cm™ referente ao

estiramento da ligacdo C=0 e em 2957 cm™ observa-se o estiramento simétrico e

assimétrico da ligagdo C-H de carbono com hibridizacdo sp® referente ao grupo

metila —CHs.

Figura 30: Espectro de infravermelho do composto 76 em pastilha de KBr.
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5.7. Sintese de 1,2,4-oxadiazo6is do salicilato de metila

Os 1,2,4-oxadiaz0is 77a-e foram sintetizados a partir das arilamidoximas
66a-e e o salicilato de metila (76) em K>,CO3 na proporgéo 1,4:1:1,4 mediada por
irradiacdo de micro-ondas com tempo reacional de 10min (Esquema 18). O
término da reacgdo foi comprovado por cromatografia de camada delgada (CCD)
em sistema de eluicdo 8:2 (hexano : acetato de etila) e revelado em camara de
ultravioleta. Os compostos 77a-e foram purificados por cromatografia em coluna
de silica gel (fase estacionaria) inicialmente com sistema de eluicdo de 96:4
(hexano: acetato de etila) e em seguida por sistema de 85:15 (hexano: acetato de

etila) para fornecer os compostos puros em bons rendimentos.

Esquema 18: Sintese de 1,2,4 — oxadiazol mediada por irradiagdo de micro-ondas a partir

do salicilato de metila.

O

R
Ar NH M.O HO
e e I
N N

( 66a-e ) (76)

(77a-e)
Ar: a:fenil b:o-CH; c:m-CHz d:p-CH; e:p-Br

A sintese de 1,2,4-oxadiazol por irradiacdo ndo ionizante de micro-ondas
mostrou ser uma sintese eficiente, simples e pratica na obtencdo dos compostos
77a-e. Esses compostos foram caracterizados por ponto de fuséo, espectroscopia
de IV, RMN 'H e *C. Os produtos foram obtidos de moderados a bons
rendimentos (45-91%) em tempo reacional de 10 minutos. Convém destacar que
além de proporcionar um bom aquecimento interno dos reagentes favorecendo a
formacédo dos produtos e sua purificacdo, o método por irradiacdo de micro-ondas
produz baixos niveis de rejeitos, ou seja, minimiza a producdo de residuos,
promovendo assim, a preservacao do meio ambiente. Na tabela 5, a seguir estédo
demonstrados os rendimentos e os pontos de fusdo dos 1,2,4-Oxadiazéis-3,5-

dissubstituidos obtidos 77a-e.
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Tabela 5: Rendimentos e pontos de fusdo dos compostos 77a-e sintetizados.

Compostos Rendimentos (%) p.feC
HO
| N\>_© 45 109-111
N~g
77a
HO
N
N-o
770
HO
| N\>_© 80 140-141
N~g
77c
HO
| N, >: 91 154-156
N~g
77d
Br.
HO
N 47 160-161
| N\
N-~g
77e

No espectro de IV do composto 77e obtidos foram observadas as bandas
caracteristicas dos grupos funcionais presentes nos compostos sintetizados. Os
estiramentos atribuidos a ligacdo C=N, caracteristico do anel oxadiazdlico, foram

observadas na regido compreendida entre 1600-1633 cm™. A banda referente ao
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estiramento da ligagdo OH é observada em 3430 cm™ e em 3200 cm™ temos o
estiramento da ligacdo C-H de arométicos. Na figura 31 pode ser observado o
espectro de IV do composto.

Figura 31: Espectro de IV em KBr do composto 77e.
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No espectro RMN'H (Figura 32) do composto 77e foi observado os sinais
caracteristicos para os compostos. Na faixa de 6 10,37 ppm aparece um simpleto
referente ao hidrogénio do grupo fenol. Na faixa compreendida entres 6 7,0-8,0
ppm temos os oitos hidrogénios do anel aromaticos. Os sinais caracteristicos para
NCO e NCN (anel oxadiazoélico) em **C RMN apareceu na faixa em & 174,49, e
166,38 ppm (Anexo 7).
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Figura 32: Espectro de RMN 'H de 300 MHz em CDCl, 2-(3-(4-bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-
fenol (77e).
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5.8 Sintese do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal

Por se tratar de um reagente de custo elevado, decidiu-se obter o tri-O-
acetil-D-glucal (78) a partir da D-glicose, seguindo o procedimento desenvolvido
por nosso grupo de pesquisa. Neste procedimento a D-glicose € submetida a
sucessivas reagdes do tipo “one pot” sob banho de irradiagdo de ultrassom:
acetilacao (1), bromacao (ll), neutralizacdo (lll) e eliminacdo (IV), para fornecer o
composto 78 com rendimento de 70% (Esquema 19).

Esquema 19: Etapas reacionais da sintese do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal.

Il - Neutralizacdo

s Br NaOAc
OH | _ Acetilagao OAc || - Bromac&o ~
i Ac,0, 31% HBr/Ac,0 . , 31% HBr/Ac,0O “OAc IV - Eliminagao
“OH N AcO' ‘OAc ) radicalar
OH OAc OAC  H,0/NaOAc.3H,0/AcOH OAc
D-Glicose D‘Glicos_e D-Glicose Zn/CuS04.5H;0 3,4,6-Tri-O-acetil-D-glucal
Penta-acetilada Bromada (78)
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A estrutura do composto 78 foi confirmada através dos espectros de
infravermelho e RMN de 'H e *°C.

O espectro de infravermelho forneceu informagbes acerca dos grupos
funcionais presentes na estrutura do composto 78 (Figura 33). Comparando 0s
espectros de IV da D-glicose (Figura 34), e do tri-O-acetil-D-glucal, foi possivel
observar, no espectro de IV da D-glicose, uma deformacdo axial em 3332 cm,
sendo esta uma regido tipica do grupo —OH, enquanto, no espectro do composto
78 foi observada a auséncia da banda forte referente ao estiramento da ligacéo O-
H na regido de 3332 cm’ e a presenca da banda referente ao estiramento do
grupo carbonila em 1741 cm™, concluindo-se que a D-glicose teve todos 0s seus
grupos hidroxilas acetilados. Na regido de 1650 cm™ foi possivel observar o
estiramento axial da ligagédo C=C.

Figura 33: Espectro de IV da D-glicose em pastilha de KBr.
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Figura 34: Espectro de IV do composto 78 em pastilha de KBr.
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Analisando o espectro de RMN H é possivel destacar alguns sinais. Na
regido entre 2,07 ppm observa-se trés simpletos com valor de integral relativo a
nove hidrogénios, correspondente aos hidrogénio dos trés grupos -OAc. O sinal
em 6,45 ppm refere-se ao hidrogénio H-1 que é desdobrado pelo hidrogénio H-2
originando um dupleto bem definido em campo baixo devido a desblindagem
gerada pelo heteroatomo vizinho e por causa do efeito anisotropico da dupla
ligacdo. Em 5,32 ppm temos um dupleto referente a H-2 em 5,20ppm o tripleto
refere-se ao hidrogénio do H-3, que acopla com H-2 e H-4. Na figura 35, observa-

se a atribuicdo dos demais hidrogénios do tri-O-acetil-D-glucal (78).
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Figura 35: Espectro de RMN 'H de 300 MHz em CDCl; do composto 78.
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No espectro de RMN *C do composto 78, observa-se na regido de §

170,53-169,52 ppm trés sinais referentes aos carbonos carbonilicos, confirmando

gue houve a conversdo dos grupos hidroxilas do composto de partida (D-glicose)
ao acetato correspondente. Em o6 145,59 ppm e & 98,97 ppm verifica-se a

presenca dos sinais referentes ao carbonos olefinicos, respectivamente, C-1 e C-

2. Os sinais na regido de 6 20,6-20,9 ppm séo referentes aos carbonos das metilas

ligadas a carbonila. Os demais carbonos e seus respectivos sinais podem ser

observados na figura 36.
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Figura 36: Espectro de RMN ©C de 75 MHz em CDCl; do composto 78.
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5.9 Sintese dos O e S-glicosideos 2,3-insaturados

Tendo sintetizado o composto 78 e confirmada sua estrutura, a proxima
etapa foi realizar a sintese dos inéditos O-glicosideos 2,3-insaturados através do
rearranjo de Ferrier. O método escolhido foi o descrito por Toshima e
colaboradores (1995), devido sua eficiéncia, baixo custo, facil manipulacdo dos
reagentes e por ser realizada em condi¢des brandas de temperatura com refluxo,
CH,C¢ como solvente e o K-10 como catalisador. Sendo assim, 0s compostos
foram preparados a partir da reacdo de glicosidacdo do tri-O-acetil-D-glucal 78,

com diferentes alcodis, (Esquema 20).
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Esquema 20: Sintese de inéditos O-glicosideos 2,3-insaturados contendo o anel 1,2,4-

oxadiazol.

o OAc
+ RXxH K10 Montmorlllonlt: 0. XR
CH2CI21 Refluxo N
AcO™ N
X:SouO (79)

O composto 79 foi obtido com bom rendimento de 65% e em 2 horas.
Adotando esse composto como referéncia analisou-se o espectro de RMN *H do
mesmo. Nele é possivel destacar dois simpletos na regido de 2,06 e 2,08 ppm,
com integral aproximadamente de 6, confirmando a presenga das metilas dos
grupos acetila, ja em 1,21ppm temos um dupleto com integral para 6H, referente
aos seis prétons metilicos quimicamente equivalentes do grupo isopropila e em
2,70 e 2,60ppm observa-se os tripletos em referente ao protons metilénicos da
porcdo aglicona. Também podemos ressaltar os sinais referentes aos hidrogénios
da porcéo glicidica H-3 (5,90 ppm) e H-2 (5,82 ppm) que acoplam com constante
de J;, = 10,4 em campo baixo devido a desblindagem pelo efeito anisotropico da
dupla ligacdo. No mais, o somatério das integrais das areas de cada sinal no

espectro é igual a 24 para esse composto (Figura 37).
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Figura 37: Espectro de RMN 'H de 300 Mhz em CDCl; do composto 79.
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No espectro de RMN 3C verifica-se a presenca de 15 carbonos com
deslocamentos diferentes, no qual se destacam o0s sinais dos carbonos
acetilénicos em 75,2 e 79,4 ppm e do carbono anomérico (C-1) na regido de 92,7
ppm. Na regido de 127,01 e 128,69 ppm observa-se o sinal dos carbonos
olefinicos C-2 e C-3 respectivamente, e em campo mais alto na regido situada
entre 170,20-171,17 ppm trés sinais referentes ao carbono das carbonilas. Em
campo alto vemos dois sinais na regiao de 20,1-21,75 referentes aos carbonos
metilénicos presentes no grupo isopropila e em 27,33 temos o sinal dos
metilénicos do grupo acetila. Os demais carbonos e seus respectivos sinais

podem ser vistos na figura 38.
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Figura 38: Espectro de RMN **C de 75 MHz em CDCI3 composto 79.
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6.0 Atividade Citotoxica

A citotoxicidade dos 1,2,4-oxadiazois (70a-d) sintetizados, foram avaliadas
frente a Artemia salina. McLaughlin et al.,*®*" relataram que a citotoxicidade dos
compostos frente a Artemia salina tem relacdo com a atividade antitumoral, e que
este bioensaio pode ser efetuado como um teste preliminar para posteriores teste
de atividades antitumorais. O percentual de mortalidade dos compostos frente a
Artemia salina foi calculado apds 24 horas e verificou-se que apds esse tempo o
percentual de mortalidade foi 100% em todas as concentracdes que variaram de
2,5-100 p/mL.

Tendo em vista os resultados dos testes frente a Artemia salina, podemos
observar que 0s compostos sdo bastante citotoxicos devido a porcentagem de
microcrustaceos mortos para este teste, e isso nos levando a crer que o0s
compostos podem vir a apresentar boas atividades biologicas em outros

bioensaios.
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6.1 Atividade Antimicrobiana

Dando continuidade ao estudo das atividades biolégicas dos 1,2,4-
oxadiazois foi avaliado a atividade antimicrobiana dos compostos 70a-c, foram
avaliadas frente as bactérias Staphylococcus aureus (UFPEDA 02 / ATCC 6538),
Bacillus subtilis (UFPEDA 86), Enterococcus faecalis (UFPEDA 138), (Gram-
positivas), e Escherichia coli (UFPEDA 224 |/ ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (UFPEDA 416 / ATCC 27853) (Gram-negativas) utilizando como meio
liqguido Mueller Hinton (MH) para Bactérias Gram Positivas e Gram Negativas.

De uma maneira geral, com base nos dados da Tabela 6, o composto 70c
foi 0 mais ativos frente as bactérias Staphylococcus aureus e Enterococcus
faecalis (Gram-positivas), as bactérias Bacillus subtilis (86) e Pseudomonas
aeruginosa (416) apresentaram resisténcia ou insensibilidade aos compostos
testados. Todos os compostos demonstrou uma boa capacidade de inibir o

crescimento da bactéria Escherichia coli (Gram-negativa).

Tabela 6: Atividade antibacteriana dos 1,2,4-oxadiazois 70a-c.

Compostos
Micro-organismos 70a 70b 70c
Bactérias Gram-positivas CMI* (ug/mL)  CMI* (ug/mL) CMI* (ug/mL)

Staphylococcus aureus X X 625
Bacillus subtilis X X X
Enterococcus faecalis X X 156,2

Bactérias Gram-negativas CMI* (ug/mL) CMI* (ug/mL) CMI* (ug/mL)
Escherichia coli 1250 1250 312,5

Pseudomonas aeruginosa X X X

OBS: *Concentra¢des maiores que 250 pg/mL néo foram testadas.

X=nao inibiu o crescimento do microrganismo.
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6.2 Atividade Antitumoral

Uma vez sintetizados e caracterizados os 1,2,4-oxadiazéis, os compostos
foram enviados para o Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), que funciona sob a supervisao da
Prof.2Dr.2 Gardénia Carmen Gardelha Militdo, com o intuito de avaliar a atividade
antitumoral desses compostos 70a-d, 73d e 77a-e frente a trés linhagens de
sendo elas:

células tumorais humanas, MCF-7 (carcinoma de mama -

humano),HCT 116 (carcinoma de coélon - humano) e HL 60 (Leucemia
Promielocitica) pelo Método MTT (Microcultura de Tetrazolium).

Dentre os compostos testados o 77a foi o que apresentou maior percentual
de inibicdo de crescimento celular frente a linhagem HL-60, enquanto os
compostos 70c e 77d apresentaram atividade moderada com 57% e 68% de
inibicdo de crescimento para as MCF-7 e HL-60, respectivamente. Os demais
compostos tiveram pouco ou nenhuma atividade para as linhagens de células

testas como mostra a tabela 7.

Tabela 7: Percentual de inibicdo em concentracdo Unica do crescimento celular das amostras em

trés linhagens tumorais e seu intervalo de confianca.

Inibicéo + (SD) Inibic&o + (SD) Inibicéo + (SD)

HL60 HCT 119 MCE-7

(%) (%) + (SD) (%) + (SD)
DOX 98,66982 | 0,5429323 77,405 5,313567 81,53616 3,383627
77d 68,14516 1,38684 19,01969 8,650524 29,59368 2,329748
702 9,445507 | 0,6673633 44,72818 2,795093 35,40617 1,068518
70d 14,07932 10,22589 20,92957 1,282742 27,61682 2,104429
73d 14,09181 4,15702 33,35387 2,071397 2,738602 9,868561
77e 33,81054 9,720026 21,78715 5,162 40,81163 2,799578
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70c 44,40761 | 0,2156003 | 11,48437 | 4,513551 | 57,09014 | 0,2297617
70b 30,85442 4,395864 | 21,50335| 5,303646 | 25,02053 | 3,945166
e 83,41631 2,757113 | 38,18372 1,61822 | 8,969959 4,24789
77c 0,1937904 22,33895 | 16,58357 1,311793 18,79168 | 8,336757
770 -11,13427 2,031621 | -8,116817 | 0,6089808 19,11393 | 3,309788

7. CONCLUSAO

Neste trabalho, foi realizada a sintese de sete (07) arilamidoximas, as quais
sédo reagentes de partidas para a sintese de 1,2,4-oxadiazol 3,5-dissubstituidos.
As arilamidoximas foram obtidas com rendimentos variando entre 23 — 97 %. O-
toluilamidoxima foi obtida rendimento em torno de 23% devido ao impedimento
esteérico.

A reacao de esterificacdo do acido salicilico, acido 3-mercaptopropionico e
do acido malico pela metodologia proposta por Fischer, forneceram os produtos
76, 72 e 69 com rendimentos de 60%, 78% e 79% respectivamente.

Neste trabalho também foram sintetizados cinco (5) 1,2,4-oxadiazéis a
partir do salicilato de metila e mediada por radiacdo de micro-ondas, com
rendimentos variando entre 45 — 91% e tempo reacional de 10 min. Utilizando
ainda a radiacdo micro-ondas foram obtidos quatros (04) novos 1,2,4 — oxadiazois
a partir do 3-mercaptopropionato de isopropila, com rendimentos moderados, que

variaram de 27-47%.

Até o momento, foram sintetizados quatro (04) mono e bis-1,2,4-oxadiazois
a parti do malato de dimetila, com rendimentos moderados, que variaram de 20-
67%. Para a sintese desses compostos foi utilizado o método por aquecimento
sem refluxo e sem utilizacédo de base.

Todos os compostos obtidos até o presente momento foram caracterizados

pelas técnicas convencionais de IV, RMN *H e **C.

76



Mata, M.M.S. Dissertacdo de Mestrado

Foram realizadas as atividades citotoxicas de 4 novos 1,2,4-oxadiazéis
frente a Artemia salina, verificou-se que apds 24horas o percentual de mortalidade
dos microcrustaceos foi 100% em todas as concentracdes que variaram de 2,5-
100 p /mL, o que demonstra que 0s compostos apresentam potenciais para testes

em outros bioensaios.

Também foram avaliadas as atividades antitumorais dos compostos 70a-d,
73d e 77a-e frente a trés linhagens de células tumorais humanas, sendo elas:
MCF-7 (carcinoma de mama -humano),HCT 116 (carcinoma de célon - humano) e
HL 60 (Leucemia Promielocitica) pelo Método MTT (Microcultura de Tetrazolium).

O composto 77a foi o que apresentou maior percentual de inibicdo de
crescimento celular frente a linhagem HL-60, enquanto os compostos 70c e 77d
apresentaram atividade moderada com 57% e 68% de inibicdo de crescimento
para as MCF-7 e HL-60, respectivamente.

Por fim, foram avaliadas as atividades antimicrobiana frente as bactérias
Staphylococcus aureus (UFPEDA 02 / ATCC 6538), Bacillus subtilis (UFPEDA 86),
Enterococcus faecalis (UFPEDA 138), (Gram-positivas), e Escherichia coli
(UFPEDA 224 /| ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416 / ATCC
27853) (Gram-negativas). O composto 70c foi o mais ativos frente as bactérias
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis (Gram-positivas). Todos o0s
compostos demonstrou uma boa capacidade de inibir o crescimento da bactéria

Escherichia coli (Gram-negativa).
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8. PERSPECTIVAS

1. Sintetizar os O e S-glicosideos 2,3-insaturados tendo como aglicona os 1,2,4-
oxadizdis, através de rearranjo de Ferrier.

2. Caracterizar estruturalmente (em termos de configuracdo e conformacéo) os
compostos obtidos.

3. Testar atividade bioldgica de cada um dos compostos obtidos.
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10. APENDICES
Anexo 1

Figura 39: Espectro de RMN de "H (300 MHz) em CDCI3 do composto 70b.
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Figura 40: Espectro de RMN de ~C (75 MHz) em CDCI3 do composto 70b.
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Anexo 2

Figura 41: Espectro de RMN de 'H (300 MHz) em CDCI3 do composto 70d.
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Figura 42: Espectro de RMN de **C (75 MHz) em CDCI3 do composto 70d.
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Anexo 3

Figura 43: Espectro de RMN de 'H (300 MHz) em CDCI3 do composto 70c.

00608_4

~
&
o

311

—7.62

1.0 Br,

7.93 701

0.9

o
o

©
3

o
)

o
3

Normalized Intensity

o
~

o
w

o
N

0.1

14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2
Chemical Shift (ppm)

Figura 44: Espectro de RMN de **C (75 MHz) em CDCI3 do composto 70c.
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Anexo 4
Figura 45: Espectro de RMN de **C (75 MHz) em CDCI3 do composto 73c.
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Figura 46: Espectro de RMN de **C (75 MHz) em CDCI3 do composto 74c.
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Anexo 6

Figura 47: Espectro de RMN de 'H (300 MHz) em CDCI3 do composto 73a.
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Figura 48: Espectro de RMN de **C (75 MHz) em CDCI3 do composto 73a.
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Anexo 7

Figura 49: Espectro de RMN de **C (75 MHz) em CDCI3 do composto 77e.
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Figura 50: Espectro de RMN de *H (300 MHz) em CDCI3 do composto 77d.
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Figura 51: Espectro de RMN de *C (75 MHz) em CDCI3 do composto 77d.
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