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RESUMO

PITASSE-SANTOS, Paulo. Planejamento, Sintese e Avaliagdo de Derivados 1,2,4-
Oxadiazoélicos com Potencial Atividade Tripanocida, 2017, 171p. Dissertacdo
(Mestrado em Quimica, area de concentragdo Quimica Organica - Quimica Medicinal).
Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

A doenca de Chagas foi estudada e descrita pelo médico sanitarista e cientista
brasileiro Carlos Chagas, em 1909. E causada pelo protozoario Trypanossoma cruzi,
apresentando manifestacGes clinicas complexas. No entanto, desde sua descoberta, pouco
se avangou no tratamento quimioterapico da doenca de Chagas, sendo o farmaco
disponivel (benzonidazol) pouco eficiente e associado a manifestacdo de diversos efeitos
colaterais. A partir do conhecimento da atividade antiparasitaria da amida natural piperina,
este trabalho focou-se na proposicdo de novas moléculas estruturalmente semelhantes com
potencial tripanocida. A partir dos principios do bioisosterismo, foi proposta uma série de
novos 1,2,4-oxadiazdis diferentemente substituidos. Sua sintese foi concebida partir dos
acidos 3-arilacrilicos correspondentes, obtendo-se os respectivos cloretos de acila, através
da reacdo com cloreto de oxalila. A etapa posterior envolve a O-acilacdo da
benzamidoxima adequadamente substituida, seguida do fechamento do anel oxadiazdlico,
que se da em em suporte solido (silica-gel) empregando-se irradiacdo de micro-ondas. A
caracterizacdo dos produtos foi feita através de ponto de fusdo, RMN 'H e °C,
espectrometria no infravermelho e espectrometria de massas de alta e baixa resolucédo. O
presente trabalho ainda traz informacfes quanto ao perfil de atividade bioldgica das
moléculas sintetizadas frente a formas epimastigotas do protozoario Trypanosoma cruzi e
frente a células priméarias de mamiferos, permitindo que se calculasse o seu indice de
seletividade. InvestigacOes quanto a possiveis mecanismos de agdo dos derivados sobre o
T. cruzi indicam ndo haver influéncias sobre a acdo enzimatica da protease cruzaina, sobre
o ciclo celular do parasito, nem sobre a biossintese de esterdis de membrana, catalisada
pela enzima CYP51. A metodologia quimica desenvolvida podera ser aplicada na sintese
de outros analogos. As perspectivas deste trabalho incluem ainda a avaliacdo biologica
frente a formas amastigota e tripomastigota do parasito.

Palavras-chave: sintese em fase solida, antiprotozoario, 1,2,4-oxadiazol, bioisosterismo.
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ABSTRACT

PITASSE-SANTOS, Paulo. Planning, Synthesis and Evaluation of potentially
tripanocidal 1,2,4-Oxadiazolic Derivatives, 2017, 170p. Dissertation (Masters in
Chemistry, Focused in Organic Chemistry - Medicinal Chemistry). Instituto de Ciéncias
Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ.

Chagas disease was studied and described by the Brazilian sanitarist and physician
Carlos Chagas in 1909. It is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi and presents
complex clinical manifestations. However, since its discovery, little progress has been
made in the chemotherapeutic treatment of Chagas' disease. The only available drug for its
treatment (benzonidazole) is not completely efficient and is associated with the
development of several side effects. From the knowledge of the antiparasitic activity of the
natural amidic alkaloid piperine, this work focused on the proposition of new structurally-
similar molecules with trypanocidal potential. From the principles of bioisosterism, a series
of new 1,24-oxadiazoles were proposed. Its synthesis was designed from the
corresponding 3-arylacrylic acids to give the respective acyl chlorides by reaction with
oxalyl chloride. The subsequent step involves O-acylation of the properly substituted
benzamidoxime following the cyclization reaction of the oxadiazolic ring, which occurs in
solid support (silica gel) using microwave irradiation. The characterization of the products
was done by determination of melting points, *H and **C NMR, infrared espectrometry and
high and low resolution mass spectrometry. The present work also presents information
about the biological activity profile of the molecules synthesized against epimastigote
forms of the T. cruzi protozoan and against primary mammalian cells, allowing the
calculation of their selectivity indexes. Investigations about the possible mechanisms of
action of the derivatives on T. cruzi indicate that there are no influences on the enzymatic
action of the protease cruazain, on the cell cycle of the parasite or on the biosynthesis of
membrane sterols catalyzed by the enzyme CYP51. The developed sinthetic methodology
can be applied in the expansion of the series of analogues derivatives. The perspectives of
this work also include the biological evaluation against amastigote and trypomastigote
forms of the parasite.

Key-words: solid phase synthesis, atiprotozoan, 1,2,4-oxadiazole, bioisosterism.
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1. INTRODUCAO

1.1. A doenca de Chagas e os desafios nas pesquisas por novos farmacos

A doenca de Chagas, ou tripanossomiase americana, &€ uma parasitose causada
pelo protozoario Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida, Trypanosomatidae) que foi
descoberta e descrita por completo por Carlos Chagas, em 1909, desde a identificacdo
do vetor, do agente etiologico, formas de transmissdo, hospedeiros e manifestaces
clinicas (CHAGAS, 1909). O T. cruzi apresenta diferentes formas evolutivas ao longo
de seu ciclo de vida: epimastigota (forma replicativa no vetor invertebrado),
tripomastigota (forma infectiva) e amastigota (forma replicativa nas células do
hospedeiro vertebrado) (BRENER E ANDRADE, 1979).

Em ocorréncias naturais, a transmissdo do T. cruzi se da por meio da picada de
insetos triatomineos pertencentes aos géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrogylus
(popularmente conhecidos como barbeiros) que estejam infectados com o parasito. Ao
ingerir o sangue do individuo o barbeiro se incha e libera fezes contendo o T. cruzi na
forma tripomastigota. Ao cocar o local da picada, o individuo carreia as fezes
contaminadas até a ferida resultante da picada ou até mucosas, de forma que o parasito
alcance a corrente sanguinea do hospedeiro. Ao penetrar em uma célula do hospedeiro
(macrofagos e cardiomidcitos, por exemplo) o T. cruzi se diferencia em amastigota e se
multiplica por fissdo binaria até causar a morte desta célula. Os parasitos se diferenciam
em tripomastigotas ainda dentro da célula de forma que, ao romper-se a membrana
celular, os parasitos sdo liberados novamente na corrente sanguinea prontos para
infectar novas células, repetindo-se o ciclo descrito (BRENER E ANDRADE, 1979).
Esse processo caracteriza a fase aguda da doenca de Chagas, que se estende pelos
primeiro meses ap6s a infeccdo quando se pode observar uma alta carga parasitaria na
corrente sanguinea do hospedeiro. Geralmente ndo apresenta sintomas ou 0s apresenta
de forma moderada, podendo incluir aumento do figado e dos linfonodos, exantema
(erupcdo cutanea), perda de apetite, um inchagco no local da picada (chagoma) e, em
alguns casos, o sinal de Romafia (edema inflamatdrio bipalpebral unilateral) (REY,
2001). Quando um barbeiro ndo infectado pelo T. cruzi pica um hospedeiro que se
encontra na fase aguda da doenga, o triatomineo adquire o parasito, que por sua vez se
diferencia em epimastigota na por¢do anterior do tubo digestivo do inseto, se multiplica

por fissdo binaria e se diferencia novamente em tripomastigota na por¢édo posterior do



tubo digestivo (BRENER E ANDRADE, 1979). O ciclo infectivo descrito pode ser

melhor visualizado na Figura 1.

Estagios no triatomineo
O barbeiro se alimenta do sangue ¢ excreta Estagios no hospedeiro humano
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corrente sanguinea. Dentro das células
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Figura 1. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi nos hospedeiros vertebrado e
invertebrado, explicitando-se suas respectivas formas celulares. Traduzido de Centers
for Disease Control and Prevention (www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html).

Apos a fase aguda da doenca a quantidade de parasitos na forma tripomastigota
(encontrados na corrente sanguinea) diminui drasticamente e a maior parte da populacéo
de T. cruzi no hospedeiro passa a permanecer na forma amastigota (intracelular),
caracterizando a fase cronica da doenca. Os individuos infectados passam, entdo, por
longos periodos sem manifestar sintomas apds 0s quais podem apresentar quadros de
megacélon, megaes6fago e, mais frequentemente, cardiomegalia. (COURA &
BORGES-PEREIRA, 2011). Além da contaminacdo por via vetorial, existem outras
formas clinicamente relevantes, como transfusdo de sangue, transplante de Orgaos
(WENDEL, 2010), via vertical placentaria, amamentacdo (DIAZ-LUJAN et al, 2012) e
via oral (BENCHIMOL-BARBOSA, 2009).

A Organizacdo Mundial da Salddes (World Health Organization - WHO)
caracteriza a tripanossomiase americana como uma doenca tropical extremamente
negligenciada, ou seja, uma doenca que aflige principalmente populagdes pobres, que
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possuem pouco acesso a condi¢Oes sanitarias adequadas. Além disso, por tal populacao
ndo representar um mercado com alto potencial econémico, as empresas farmacéuticas
nédo investem em pesquisas para o desenvolvimento de novos farmacos para tratamento
destas doencas (WHO, 2010). No caso da doenga de Chagas, 0 vetor responsavel pela
transmissdo do parasito pode comumente ser encontrado em frestas de paredes em casas
de pau-a-pique, constru¢bes comuns em areas pobres de zonas rurais (LEITE DIAS et
al, 2016). Dados ainda revelam que cerca de 50.000 novos casos de doenca de chagas
sdo registrados anualmente somente na América Latina (WHO, 2012).

O unico farmaco utilizado no tratamento da doenca de Chagas é o derivado
nitro-heterociclico benzonidazol (1), cuja estrutura molecular € mostrada na Figura 2,
além de ndo conseguir, em muitos casos, erradicar o parasita no hospedeiro, € também
de alto risco, devido a toxicidade das doses utilizadas e aos efeitos adversos associados
a sua administracdo, como por exemplo anorexia e perda de peso, nausea e vomito,
excitacdo nervosa, insbnia, depressao psiquica, convulsdes, vertigem, dores de cabeca,
sonoléncia, perda de equilibrio, perda de memoria e intolerancia hepéatica. (MAYA et al,
2007; CASTRO & DIAZ, 1988). Outro inconveniente da administracdo prolongada do
Benzonidazol emerge da sua associagdo a processos mutagénicos, potencialmente

ligados a tumorigénese e a carcinogénese (CASTRO et al, 2006).

saoW

Benzonidazol
1

Figura 2. Estrutura do Benzonidazol (1), farmaco de utilidade clinica reconhecida na
fase aguda da doenca de Chagas.

O benzonidazol, apresenta boa eficicia frente a parasitos na forma
tripomastigota presentes na corrente sanguinea, portanto, durante a fase aguda da
doenca, que é mais curta e geralmente assintomatica. No entanto para o tratamento da
fase crénica da doenca de Chagas, quando predominam as formas amastigotas

intracelulares do parasito, ndo existe nenhum farmaco eficaz (MAYA et al, 2007).



A dimensdo do desafio a ser encarado pelos pesquisadores dessa area emerge,
seja do ponto de vista da busca de novas substancias com atividade tripanocida
satisfatoria, seja da busca por farmacos que apresentem reduzidos efeitos adversos ou da
compreensdo dos diversos mecanismos possiveis de agdo antiparasitaria de tais
substancias, propiciando uma busca mais racional por novos compostos prototipos.
Dentre as estratégias no planejamento de moléculas com potencial para a quimioterapia
da doenca de Chagas podem-se citar a inibicdo de proteases (multiplas funcdes no
organismo do parasito, e.g., cruzaina), inibicdo da biossintese de esterdis (componentes
das membranas celular e mitocondrial, e.g., ergosterol), alteracdo dos mecanismos de
formacdo dos microtabulos celulares (importantes no processo de divisdo celular, de
formacéo do citoesqueleto e de outros componentes estruturais da célula do parasito),
alteracdo de processos de obtencédo de energia do parasito (e.g., via glicolitica e inibicdo
de proteinas quinases), inibicdo da biossintese de lipideos (presentes em diversos
constituintes celulares, e.g., glicosfingolipideos), alteracdo de processos de controle do
stress oxidativo (e.g., metabolismo dependente de grupos tiois, metabolismo de
pensotse fosfato e transporte de poliaminas), alteracdo em processos de replicagcdo do
material genético (inibicdo da sintese de nucleotideos e de DNA topoisomerases),
alteracdo no funcionamento de organelas celulares (e.g., ndcleo, cinetoplasto e
glicossomo) e inibicdo de mecanismos de evasdo do sistema imunoldgico do hospedeiro
(e.g., inibi¢do da trans-sialidase). Apesar do alto nimero de alternativas, argumentos
como a existéncia de isoformas no hospedeiro (DIAS et al, 2009) e a disponibilidade
de informacgdo na literatura (Pesquisa realizada na base de dados Scopus com as
palavras-chave "Trypanosoma cruzi" e 0s nomes dos respectivos alvos -
https://www.scopus.com) nos levaram a, neste trabalho, abordar com mais profundidade
somente as estratégias de inibicdo da protease cruzaina, inibicdo da rota biossintética de
ergosterol e inibigcdo de polimerizacdo de tubulina na formagao dos microtubulos.

As proteases sdo uma familia de enzimas que tém por funcéo catalisar a quebra
de ligacOes peptidicas, como as cisteino proteases, serino proteases, metaloproteinas e
treonino proteases (MCKERROW et al, 2008; DUSCHAK & COUTO, 2007) e estdo
envolvidas em diversas funcdes celulares desde a invasdo celular até a evasdao do
sistema imune do hospedeiro. As proteases, devido a sua funcdo bioldgica, apresentam
sitios ativos grandes do ponto de vista molecular, havendo possibilidade de ligacdo em
diferentes sub-sitios em se tratando de micromoléculas (100-1000Da). (SAJID &
MCKERROW, 2002). Um importante alvo dentro desse contexto é a cruzaina, a
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cisteino protease mais abundantemente encontrada no T. cruzi. Dentre as moléculas com
atividade inibitoria sobre a cruzaina (Figura 3), os derivados peptidicos constituem a

classe mais importante (BRAK et al, 2008).

Figura 3. Estrutura da cruzaina co-cristalizada com inibidor nitrilico - PDB 4QH6
(AVELAR et al, 2015).

A biossintese de esterdis também é um alvo amplamente explorado na busca por
quimioterapicos para a doenca de Chagas. Esterdis sdo importante componentes
estruturais de células, estando presente em membranas celulares de animais e plantas
(ESPENSHADE & HUGHES, 2007). Ja& em organismos unicelulares, os esterdis sao
também essenciais ao crescimento celular. A alteracdo ou inibicdo de sua via
biossintética desponta como uma estratégia atraente no planejamento de moléculas com
atividade antichagésica, uma vez que existem diferencas significativas na estrutura de
esterois de mamiferos e de protozoarios, sendo colesterol e ergosterol respectivamente
0s principais esterdis encontrados em cada familia de organismos. No caso da
biossintese do ergosterol, as enzimas envolvidas mais bem descritas sdo esterol 14 a-
demetilase (ou CYP51), lanoesterol sintase, esqualeno epoxidase, esqualeno sintase, e a
A-24(25) esterol metiltransferase (DE SOUZA & RODRIGUES, 2009). Os inibidores
de biossintese de ergosterol sdo os unicos candidatos a farmacos para tratamento da
doenca de Chagas que alcancaram a etapa de triagem clinica. Dentre os inibidores de
maior relevancia nessa classe podem-se citar os inibidores de CYP51 cetoconazol (2),



fluconazol (3) e posaconazol (4), cujas estruturas moleculares séo mostradas na Figura
4 (MCKERROW et al, 2008; DIAS et al, 2009).

/=

) N
oﬂoﬁ N )
~T o

OYNy F

Cetoconazol Fluconazol
2 3
N
/—\ </ N
F
Posaconazol
4 F

Figura 4. Estruturas moleculares do cetoconazol (2), fluconazol (3) e do posaconazol
(4): importantes inibidores da CYP51 (DIAS et al, 2009).

Os microtUbulos tém importancia em componentes estruturais do parasito, como
o citoesqueleto (influenciando no formato do parasito) e o flagelo, e no processo de
divisdo celular, na formacdo do fuso mitético. Os microtibulos sdo estruturas
poliméricas formadas por dois monémeros polipeptidicos, a a- e a S-tubulina, que se
encontram dispostos de maneira alternada no polimero (ROBINSON et al, 1991;
SEEDBECK et al, 1990). Dessa forma alvos que interfiram na polimerizacdo dos
microtdbulos (como os sitios «,f- e S, a-tubulinicos),(GULL, 1999) na expressao dos
mondmeros (RNAmM de a- e fS-tubulina) (SOARES et al, 1989) ou nas alteragdes pos-
traducionais (como a fosforilacdo da S-tubulina e a acetilacdo da a-tubulina) (EIPPER,
1972; LHERNAULT & ROSEMBAUM, 1983), sdo interessantes na pesquisa por
farmacos antichagasicos. Moléculas que inibem a formacdo ou alteram a forma dos

microtubulos geralmente causam alteracdes ultraestruturais ou interrompem 0 processo
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replicativo dos parasitos, causando sua morte. A Figura 5 mostra a estrutura molecular
do taxol (5), um reconhecido agente estabilizador de microtibulos, e seu efeito sobre a
estrutura do T. cruzi. A presenca de parasitos apresentando dois flagelos é indicativo de

que o processo de replicagéo celular fora interrompido (BAUM et al, 1981).

Figura 5. Microscopia eletronica mostrando uma forma epimastigota de T. cruzi sem
tratamento (a), uma forma epimastigota de T. cruzi tratado com taxol 10uM por 72h (b)
e a estrutura molecular do taxol, 5 (¢) (BAUM et al, 1981).

1.2. O potencial dos produtos naturais na descoberta de moléculas aplicaveis
na modulacéo de fendmenos bioldgicos

Historicamente os produtos naturais (PN's) ja foram amplamente utilizados como base
sintética para novos farmacos, ou até mesmo utilizados diretamente no tratamento de
doencas. Como exemplo pode-se citar a quinina (6), um antimalarico extraido de
Cinchona officinalis, e a penicilina G (7), obtida de processos fermentativos do
Pennicilium chrysogenum e utilizada como bactericida (Figura 6), o que coloca em
posicdo de destaque os produtos de origem natural, principalmente na area de
quimioterapia de doencas infecciosas (HOSTETTMANN et al, 2003).

N § S
N o~ m IID/
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Figura 6. Estruturas da quinina (6) e da penicilina G (7).



Um dado que corrobora esse fato provem de que dos 1562 farmacos aprovados no
periodo de 1981 a 2014, cerca de 3/4 sdo relacionados a pesquisas com produtos
naturais, sendo que 25% do total sdo exclusivamente de produtos naturais utilizados
sem alteracdo estrutural ou a partir de derivacdo direta de produtos naturais (extraidos
de sua fontes, semissintetizados ou 100% sintéticos) , como mostrado na Figura 7
(NEWMANN & CRAGG, 2016).

Novos Farmacos aprovados de 1981 a 2014

101; 6%

9; 1% 250; 16% B Sintéticos

M Andlogos de PN's

m Sintéticos inspirados em PN's

B Derivados estruturais de PN's

M PN's sem alteragdo estrutural

M Fitofarmacos
Macromoléculas Bioldgicas

Vacinas

Figura 7. Participacdo dos produtos naturais na area de desenvolvimento de farmacos
(adaptado de NEWMANN & CGRAGG, 2016).

O Brasil, devido a sua grande biodiversidade vegetal (cerca de 55.000 espécies
catalogadas), tem um alto potencial para a identificacdo de produtos naturais com
possivel utilizacdo econdmica como, por exemplo, no uso como matéria-prima na
preparacdo de moléculas com diferentes tipos de aplicacdo na area bioldgica
(HARVEY, 2000).

Outra vantagem inata da utilizacdo de produtos naturais sobre 0s sintéticos na
obtengdo de novos farmacos reside na rica diversidade molecular de arcabougos
estruturais e de grupos farmacofdricos que geralmente desempenham funcao bioldgica
nos organismos dos quais sdo extraidos. E importante ainda ressaltar que a identificagio
de substéncias de origem vegetal ndo representou apenas o surgimento de um grupo
novo de substancias, mas originou a identificagdo de uma nova possibilidade de

intervencdo terapéutica. Exemplos dessa afirmacdo sdo a descoberta de anestésicos



locais, bloqueadores musculares, anticolinérgicos, entre outras categorias terapéuticas, a
partir do isolamento e estudo da atividade da cocaina, tubocurarina e atropina,
respectivamente. A descoberta dessas substancias naturais bioativas foram
determinantes para o atual estagio de evolucdo da terapéutica (BUTLER et al,2014;
HARVEY, 2000).

1.3. Piperina: o potencial da amida natural e anélogos e sintéticos
semissintéticos para a quimioterapia da doenca de Chagas

A amida natural piperina (8, Figura 8) é o principal constituinte quimico de

Piper nigrum, ocorrendo em maior propor¢do nos frutos da planta. Piper nigrum

(popularmente conhecida como pimenta-do-reino, Figura 8) tem seu uso bastante

difundido na medicina popular da india, pais de onde é originaria. No Brasil seu

principal uso é como condimento. Apesar de ser considerada aqui uma planta exética, o

Brasil € um dos grandes produtores mundiais de pimenta do reino (SEMLER &
GROSS, 1988).

Piperina
8

Figura 8. Piperina (8), principal constituinte dos frutos de Piper nigrum (SEMLER &
GROSS, 1988).

Outro atrativo em relacdo a utilizacdo da piperina (8) é a sua abundancia, uma
vez que a mesma € extraida com rendimentos de cerca de 3-7% a partir dos frutos secos
da planta (SEMLER & GROSS, 1988). Além disso, devido a maior ocorréncia da
piperina (8) nos frutos, a pimenteira do reino constitui-se como uma fonte renovavel
para esta substancia, visto que com manejo adequado pode-se realizar varias colheitas

no ano sem comprometer a planta. E possivel encontrar na literatura uma gama variada



de atividades bioldgicas associadas a piperina (8), entre as quais podem ser citadas a
atividade inseticida (TAVARES et al, 2011) e a antiparasitaria, mostrando-se ativa
sobre cepas de Leishmania donovani (KAPIL, 1993). Posteriormente, resultados
promissores foram obtidos dos estudos de atividade de derivados mistos da piperina e
aminoacidos contra Leishmania amazonensis (SINGH et al, 2010). Ainda pode ser
citada a atividade inibidora do metabolismo hepatico para a piperina (8) e derivados
(KOUL et al, 2000) e de amidas isoladas de Piper nigrum contra larvas de mosquitos
Culex pipiens pallens, Aedes aegypti e A. togoi, vetores de diversas doengas infecciosas,
com resultados extremamente interessantes (PARK et al, 2002).

Freire-de-Lima et al descreveu a atividade antiparasitaria da piperina (8) sobre o
T. cruzi (FREIRE-DE-LIMA et al, 2008). Na Figura 9 sdo mostradas as estruturas de
derivados de modificacdo estrutural analogos a piperina (8) com alteracdo da
comprimento cadeia lateral (9-11) e de modificacdo estrutural direta da piperina, onde
foram preparados um derivado de saturacdo das ligacdes duplas (12), amidas
diferentemente substituidas (13-17), uma amina (18), um &cido (19) e um éster (20). O
produto natural e os derivados obtidos tiveram sua atividade biol6gica avaliada frente a
formas epimastigotas e amastigotas de T. cruzi, como é mostrado na Tabela 1
(RIBEIRO et al, 2004).

OV YD YY)
9 10 11

0 N 0 XX N 0 XX N
<OI>/\/\)\© <o:©/\/\)‘\ /\o <oj©/\/\)L |\/3|\l\
12 13 14

Seaaselssanaas <§W”Ef
15 16 17 o
o .0
<o X XN <:©WLOH <03©WLO

Figura 9. Derivados analogos a piperina 8 avaliados frente a T. cruzi (RIBEIRO, 2004).
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A andlise dos resultados permite-nos inferir quanto ao perfil de Relacéo
estrutura-atividade (REA) para a piperina e seus analogos estruturais. Elementos como a
extensdo da cadeia espacadora entre 0 anel aromatico e a carbonila amidica e a funcéo
amida terciaria, com substituintes de carater lipofilicos, se mostraram importantes para a
atividade dos compostos testados (RIBEIRO et al, 2004). Este estudo preliminar
demonstrou a potencialidade do arcabouco estrutural presente na amida natural e em
seus similares sintéticos contra o T. cruzi. No entanto, devido a acdo de enzimas
amidases, a piperina é facilmente hidrolisada no meio biol6gico, ndo sendo possivel a
molécula garantir um perfil farmacocinético adequado. O estudo da literatura revelou
gue compostos heterociclicos nitrogenados poderiam conferir maior bioestabilidade ao
mesmo tempo que manteriam a atividade antiparasitaria (OLESEN et al, 2000). Esses
compostos sdo os oxadiazOis (SANTAGADA et al, 2004; COTTRELL et al, 2004),
triazois (MAVROVA et al, 2009, TRON et al, 2008; BRIK et al, 2005) e tiadiazdis
(SILVA et al, 2002; CADENA et al, 1998).

Tabela 1. Tabela de Clsy do benzonidazol da piperina e dos derivados analogos (8-20)
frente a T. cruzi nas formas epimastigota e amastigota (RIBEIRO, 2004).

Clso (uM)

Compostos Epimastigota Amastigota
T 520 2,58
8 7,36 4,91
9 >96,52 NT
10 >95,78 NT
1 10,67 7,40
12 19,41 11,52
13 56,13 571
14 >83,33 NT
15 14,85 [
16 >81,43 NT
17 >65,61 NT
18 17,49 9,63
19 >114,67 NT
20 >83,33 NT

'Benzonidazol:Farmaco de referéncia; “N4o testados.

De posse destas informacdes, tracou-se como primeiro objetivo dentro desta
linha, a sintese de derivados mesoibnicos do tipo 1,3,4-tiadiazolio-2-amidinas
(FERREIRA et al, 2008). Os compostos da classe dos mesoidnicos possuem
caracteristicas estruturais interessantes, que os fazem sistemas do tipo betainico, devido
a possuirem regides com carga positiva e negativa na mesma molécula. Possuem um

anel heterociclico de cinco membros com um sexteto de elétrons, sustentando uma
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carga positiva, a qual é contrabalanceada por uma carga negativa formal posicionada
sobre um atomo presente na cadeia lateral ligada ao anel). Nucleos mesoiénicos estdo
presentes na estrutura de uma grande variedade de substancias que possuem um grande
espectro de atividades biologicas descritas, dentre as quais podemos citar: atividade
antiflngica, bactericida e antitumoral (KIER & ROCHE, 1967; SHINZATO et al, 1989;
LAHTEENMAKI & VAPAATALO, 1998) Dentre os compostos mesoidnicos,
destacam-se o0s derivados 1,3,4-tiadiazolio-2-amidinas, para o0s quais Silva e
colaboradores evidenciaram suas atividades antiparasitarias sobre Leishmania
amazonensis (SILVA et al, 2002).

Baseados em dados descritos na literatura sobre a atividade de cloridratos da
classe das 1,3,4-tiadiazdlio-2-aminidas contra Leishmania amazonensis, foi realizada a
sintese, caracterizacdo e avaliacdo da atividade tdxica contra o T. cruzi de uma nova
série de derivados e analogos da piperina (21-29) aos quais foram homologados o
nucleo mesoidnico, baseados na estratégia de hibridacdo molecular (VIEGAS-JUNIOR
et al, 2007). Os novos derivados foram obtidos e avaliados na forma dos respectivos
sais (Figura 10) e os resultados da avaliacdo da atividade tdxica frente a diversas
formas evolutivas do parasito T. cruzi sdo mostradas na Tabela 2 (FERREIRA et al,
2008).

w \>‘NH %%HD <Z ]@/stb

W \>‘NH %b ( @(1\ \>\NH

W‘”“ ﬁ“\““ ﬁ“\“”

Figura 10. Estruturas dos cloridratos mesoidnicos testados contra T. cruzi (FERREIRA
et al, 2008).

l % fi
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Como pode ser visto na analise dos dados mostrados na Tabela 2, o composto
21, derivado direto do produto natural, foi o que apresentou melhor perfil de atividade
(elevada toxicidade frente ao parasito e reduzidos efeitos toxicos frente a célula do
hospedeiro) (FERREIRA et al, 2008).

Tabela 2. Valores de Clso (UM) para piperina (2), derivados (21-29) e benzonidazol (1)
frente a diferentes formas do T. cruzi (FERREIRA et al, 2008).

Compostos _ _ C_'so(UM)_ _ _DLso(!lM) ;
Epimastigota Tripomastigota Amastigota Citotoxidade
1! 2,20 6,60 250 ..
8 7,30 >[ Jmax 4,90 20,00
21 10,83 6,70 1,35 38,56
22 4,13 >[ Jmax NT* 1,95
23 113,06 NT NT NT
24 31,50 NT NT NT
25 83,42 NT NT NT
26 13,42 >[ Trmax NT 6,62
27 45,24 NT NT NT
28 40,82 NT NT NT
29 0,64 >[ Jmax NT 1,08

TBenzonidazol: Farmaco de referéncia; “Citotoxicidade para macréfagos murinos;*Maior que a
concentragio maxima permitida; “N&o testados;

Outro nuacleo heterociclico que despertou interesse foi o oxadiazol. Foram
encontrados na literatura varios exemplos da utilizacdo do nucleo oxadiazdlico como
equivalente bioisostérico de amidas e ésteres (LIMA & BARREIRO, 2005;
WERMUTH, 1996), o que estimulou a proposta de sintese de novos derivados da classe
dos 1,2,4-oxadiazbis. Soares, em sua dissertacdo de mestrado, preparou 9 novos
derivados (30-38), cujas estruturas encontram-se na Figura 11 (SOARES, 2009).

0 “i \
<O O
(@) O
30n=2; R=H; Cls = 8,39 uM 35n=2;R= H ; Clsg = 18,75 uM
3ln=1; R=H; Cls, =9,07 uM 36 n = 2; R = NO,; CI5, = 8,66 uM
32 n=1; R = NO,; Cl5, > 100 uM 37n=1;R=H; Clsy = 16,32 uM
33n=0; R=H; Cl; = 14,08 uM 38 n=1; R =NO,; CI;, =33,31 uM

Figura 11. Novos derivados oxadiazélicos (30-38), derivados e analogos da piperina
preparados por Soares (2009).
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Dentre os nove derivados descritos por Soares, o oxadiazol 30 (derivado direto
da piperina), foi o que apresentou melhor perfil de atividade contra epimastigotas do T.
cruzi (Clsp= 8,32uM contra a cepa Dm28c). Este derivado encontra-se em fase de
preparacdo em maior escala para realizagdo de ensaios in vivo, dos quais espera-se
maior atividade do que o precursor natural, piperina, visto que é predita uma maior
estabilidade no meio bioldgico. A piperina, nos ensaios in vivo realizados
preliminarmente ndo apresentou diminuicédo significativa da parasitemia dos animais
infectados, em comparagdo com o grupo nédo tratado (resultados ndo publicados). O
derivado cinamico (31) apresentou atividade significativa contra epimastigotas de T.
cruzi (Clsp= 9,07uM), o que reforcou a proposta de sintese de outros derivados

cindmicos, modificados ao nivel da substituicdo do anel fenila (SOARES, 2009).

1.4. O ndcleo oxadiazolico

Oxadiazois sdo grupos organicos heterociclicos compostos por dois atomos de
carbono, dois atomos de nitrogénio e um atomo de oxigénio. Eles foram descobertos em
1884 por Tiemann e Kriger quando entdo foram denominados furo [ab] diazois
(TIEMANN & KRUGER, 1884). Anéis oxadiazolicos podem ser comparados
isostericamente ao furano, (GUPTA et al, 2005), mas a substituicdo de dois grupos
metino (-CH=) por dois nitrogénios piridinicos (-N=) reduz a sua aromaticidade de
maneira que sao eletronicamente comparaveis a sistemas dieno-conjugadas. A Figura
12 ilustra as quatro diferentes formas isoméricas que os oxadiazOis podem ser
encontrados (CLAPP, 1976).

1 1 1 1

RLs O\Nz RI\S(O\NZ SN/O\NZ RI\S(Ov/ZRZ
\ 7 \ _/< \ |/ \ /
4/ —N; N 4 >—< 3 NN,
R? R? R! R?
1,2,3-oxadiazol 1,2,4-oxadiazol 1,2,5-oxadiazol 1,3,4-oxadiazol

Figura 12. Isdbmeros dos oxadiazois (CLAPP, 1976).

Um indicio da crescente importancia de nucleos heterociclicos, mais
especificamente dos 1,2,4-oxadiazdis, na pesquisa por novos quimicos de relevancia,

inclusive do ponto de vista da quimica medicinal e farmacologia, € o nimero de artigos
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publicados sobre 1,2,4-oxadiazéis nos ultimos 20 anos, conforme mostrado na Figura
13 (WEB OF SCIENCE DATABASE). Dentre as moléculas contendo o ndcleo 1,2,4-
oxadiazolico com propriedades bioldgicas interessantes reportadas recentemente
podemos citar antitumorais (e.g., 39) (MAFTEI et al, 2016), antiinflamatorias e
antifngicas (e.g., 40), antimicrobianas (e.g., 41) (NINGAIAH et al, 2013),
antiparasitarias (42) (SANTOS-FILHO et al, 2016) e inseticidas (e.g., 43) (LIU et al,
2016) (Figura 14).

Publica¢Ges sobre 1,2,4-oxadiazéis no ultimos 20 anos
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Figura 13. Trabalhos publicados desde 1997 até o presente abordando os 1,2,4-
oxadiazois, com destaque para pesquisa nas areas de quimica medicinal e farmacologia.

Ot =

Figura 14. Exemplos de moléculas contendo o nacleo 1,2,4-oxadiazolico com atividade
bioldgica: antitumoral, 39, (MAFTEI et al, 2016), antiinflamatéria e antifngica, 40,
antimicrobiana, 41, (NINGAIAH et al, 2013), antiparasitaria, 42, (SANTOS-FILHO et
al, 2016) e inseticida, 43, (LIU et al, 2016).
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Os nacleos oxadiazolicos apresentam caracteristicas interessantes do ponto de
vista da quimica medicinal: estabilidade em solucdo aquosa (sendo estaveis mesmo
frente a acido sulfarico) (TIEMANN & KRUGER, 1884) e capacidade de atuar como
aceptor de ligacdo de hidrogénio por meio dos pares de elétrons ndo ligantes dos
heteroatomos (NOBELI et al, 1997). Além disso oxadiazois funcionam como
bioisosteros de grupos funcionais carbonilicos como ésteres, amidas, carbamatos e
ésters hidroxamicos, cuja instabilidade no meio bioldgico podem ser um empecilho para
a sua utilizacdo como grupos farmacoforicos, uma vez que estes grupos podem ser
facilmente hidrolisados devido a acdo de esterases e amilases presentes no meio
biolégico (LIMA & BARREIRO, 2005). 1,2,4 e 1,3,4 oxadiazois apresentam disposi¢édo
espacial das cadeias laterais similar aos correspondentes carbonilicos, de forma que os
analogos heterociclicos tendem a se ligar de maneira similar em um mesmo sitio ativo
(BOSTROM et al, 2006).

Durante muito tempo acreditou-se que o anel oxadiazolico poderia ser obtido
apenas por vias sintéticas, no entanto, em 2011, duas moléculas, as fidianidinas A (44) e
B (45), foram isoladas do molusco marinho Phidiana militaris (Figura 15) (CARBONE
et al, 2011), endémico do sul da india (ALDER & HANCOCK, 1864). As fidianidinas
naturais apresentaram um potente e seletivo perfil citotdxico frente a linhagens celulares
tumorais e ndo-tumorais (C6, HelLa, Caco-2, 3T3-L1 e H9c2), e exibiram propriedades
seletivas de ligagdo com sitios do sistema nervoso central (SNC), como o receptor p-
opiéide e o transportador de dopamina, 0 que representa um ponto de partida
interessante para a otimizacdo bioquimica de farmacos em potencial para o tratamento

de céancer, doencas do SNC e desenvolvimento de analgésicos (BROGAN et al, 2012).

N H H NH
~ NN 2
g hid
o-N NH
Fidianidina A
44
N_ N N_ _NH
NN 2
m il
o-N NH
Fidianidina B
45

Figura 15. a) Molusco marinho Phidiana militaris. b) Estrutura molecular das
fidianinas A (44) e B (45), 1,2,4-oxadizéis de origem natural com interessante perfil
bioldgico (CARBONE et al, 2012; BROGAN et al, 2012).
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E possivel também encontrar o nicleo 1,2,4-oxadiazélico na estrutura dos
principios ativos de alguns farmacos ja disponiveis no mercado, como a Oxolamina (46)
e a Libexina (47), dois antitussigenos, e o Irrigor (48), um vasodilatador coronariano e
anestésico local (Figura 16) (FREITAS et al, 2012).

Cgy, e O
s/ ﬂ@ 48

Figura 16. Estruturas quimicas da Oxolamina (46), Libexina (47) e do Irrigor (48),
principios ativos de farmacos de utilidade clinica reconhecida que contém o ndcleo
1,2,4-oxadiazélico (FREITAS et al, 2012).

Ja no campo de pesquisa se antichagasicos, Santos-Filho descreveu em 2009 a
preparacdo de uma série de acilidrazonas contendo o nucleo 1,2,4-oxadiazélico em sua
estrutura. Dentre os 16 diferentes derivados preparados pelos autores, aquele que
apresentou melhor perfil de atividade foi o derivado 49, mostrado na Figura 17, que
apresentou valores de Clsg de 3,6 uM e 14,2 uM contra tripo- e epimastigotas de T.
cruzi (cepa Y), respectivamente (SANTOS-FILHO et al, 2009).

Clso = 3,6 UM (contra tripomastigotas)

Figura 17. 1,2,4-oxadiazol-acilidrazénico (49) com atividade contra T. cruzi
(SANTOS-FILHO et al, 2009).

A obtencéo sintética do nucleo oxadiazolico se da principalmente por duas vias

sintéticas envolvendo a utilizagdo de carbonitrilas (Esquema 1): uma por meio da
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cicloadicdo 1,3-dipolar de um N-6xido de nitrila a uma segunda nitrila e a outra por
meio da obtencdo da formacdo de uma amidoxima a partir de uma carbonitrila, seguida

de O-acilacgdo e subsequente ciclizacao e desidratacdo (GUPTA et al, 2005).

a) R,
|’| “') S ﬁN
/
\} A
b o NH,OH H2N o ~H
) R—=N —2 > >—N
R4
o)
-HX
A
R, _NH,
R»]Y | O
\>7R2 -H20 N\O)LRZ

Esquema 1. Principais vias sintéticas para a obtencdo de 1,2,4-oxadiazobis: a)
cicloadicdo 1,3-dipolar de N-Oxidos de nitrilas e nitrilas; b) formacdo de O-
acilamidoximas seguida de desidratacdo (GUPTA et al, 2005).

A estratégia da cicloadicdo 1,3-dipolar € menos explorada que a estratégia de
formacdo da O-acilamidoxima, sendo relatos da segunda estratégia muito mais comuns
na literatura que da primeira (FREITAS et al, 2012). Chiou & Shine (1989)
descreveram a sintese de 1,2,4-oxadiazdis por meio da O-acilagdo de amidoximas
diferentemente substituidas (50) utilizando cloretos de acido (51) como agentes
acilantes em piridina. A formacdo da O-acilamidoxima (52) se da sob agitacdo em
temperatura ambiente e o fechamento do anel ocorre sob refluxo em piridina por 2-6h,
fornecendo o oxadiazol 53. O esquema reacional é mostrado no Esquema 2 (CHIOU &
SHINE, 1989).
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Ria NH Rin N2 r. N_ m
L s
N_ s1 - N_ )J\ refluxo N—O
OH piridina 0" "Ry Tpiridina
S0 anidra 52 33
Ry R, Ry R, Ry Ro
53a-C¢Hs -CHj; 53f -p-MeC5H4 -CgHs 53k -p-MezNC6H4 -CgsHs
53b 'CeHs 'CH2CH3 539 —p—MeC5H4 -p'MEC5H4 53l 'CH3 'C5H5
53c -CsHs -C¢Hs 53h-p-MeC6H4 -CH,=CH 53m-CH; -1-naphty|
53d ‘CGHS -1-naphty| 53i -p-MeOC6H4 ‘CH2=CH 53n 'CH3 'p'MEC6H4
53e -CgHs -p-MeOC5H4 53J -p-MezNC6H4 -CH; 530 -CH; 'p-C|C5H4

Esquema 2. Preparacdo de 1,2,4-oxadiazdis por Chiou & Shine (CHIOU & SHINE,
1989).

Um trabalho mais recente, publicado por Das e colaboradores, descreveu a
sintese de 1,2,4-oxadiazdis (57 ou 58) a partir da reacdo de benzamidoximas
diferentemente substituidas (56) com acidos carboxilicos (54 ou 55) ou em presenca do
ativador carbonildiimidazol (CDI) em dimetil formamida (DMF) (Esquema 3). Essa
abordagem permite a formacdo a O-acilacdo da amidoxima em temperatura ambiente
sem que haja a liberagdo de HCI no meio reacional. Por outro lado a etapa de ciclizagéo

exige cerca de 24h em refluxo para se completar (DAS et al, 2012).

o) 0"\{
H,CO oH H,CO \NFQ\RZ
R1
57

HCO 54 NH, HaCO
OCH; = o _ 1) CDI, DMF, OCHjg
ou o r.t, 30" | ou
N 56 R, 2) reflux, 24h o—l\{
OH == R, Cl \N: < \>\R2
\©/L R;
cl 55 cl 28
Ry R> Ri R.
57-58a -OCH; -OH 57-58c -H -Br
57-580 -H -OCHs 57-58d -H -C=CH

Esquema 3. Sintese de 1,2,4-oxadiaz0is a partir de benzamidoximas e acidos benzoicos
em presenca de CDI (DAS et al, 2012).

19



A reacdo com 4&cido carboxilico em presenca de CDI ocorre por meio da
formacdo de intermediario N-acil-imidazol de forma irreversivel, uma vez que ha
liberacdo de gas CO, proveniente da decomposicdo do ativador. A carbonila do
intermediario é altamente reativa devido ao carater eletronegativo da ligagdo entre o
carbono carbonilico e o nitrogénio do ciclo imidaz6lico e devido a estabilidade do grupo
abandonador ap6s o ataque do nucledfilo. O Esquema 4 mostra a proposta mecanistica
para a reacdo de acilacdo em presenca de CDI, onde o nucleofilo é representado de
maneira genérica como NuH (STAAB & WENDEL, 1973).

o) o)
(0] N//\N)LN/\\N (0] I~ ()J\ A9 I~ erl;/R\q@-)
L, == L O — OO
R” “OH R o} — = — —

H
0 (O'/\ = NE
R)kN/\\ NuH RJKN/\\® o ~eo =N I
\Q/N \Q/NH R NuN ENH > R Nu

Esquema 4. Proposta mecanistica para reacdo de acilacdo de nucledfilo (NuH) em
presenca de acido carboxilico e CDI (STAAB & WENDEL, 1973).

Ja Bretanha et al (2011) apresentaram um procedimento experimental onde se
reagiu tricloroacetoamidoxima (59) com cloretos de acido diferentemente substituidos
(60) em acetato de etila e irradiacdo de ultrassom (Esquema 5). Os resultados
publicados (ultrassom, t = 15 min, n = 84-98%) foram comparados aos resultados
obtidos a partir do experimental convencional (refluxo, t = 20h, 7 = 61-90%) e o
método se mostrou atraente tanto pelo reduzido tempo reacional quanto pelos altos
rendimentos encontrados na obtencdo dos 1,2,4-oxadiazbis (61) (BRETANHA et al,
2011).
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61b p-Me-CgH, 61f m-Br-C¢H, 61j CH.CI
61c p-NO,-CgH,4 61g 0-1-C¢H, 611 CHCI,
61d O-F-C6H4 m Me 61m CC|3

Esquema 5. Metodologia de sintese de 1,2,4-oxadiazéis com irradiacdo de ultrassom
(BRETANHA et al, 2011).

A irradiacdo de em frequéncia ultrassbnica causa a rapida rarefacdo e
compressdo do meio reacional, promovendo a formacdo de bolhas por meio da
vaporizacdo dos componentes (rarefacdo) seguido da implosdo dessas bolhas causada
pelo repentino aumento de pressdo (compressdo), num fendmeno denominado
cavitacdo. Esse fendmeno promove tanto um melhor contato entre os reagentes quanto
uma excitacdo das espécies quimicas envolvidas, aumentando-se a velocidade da reacao
(MASON, 1997).

1.5. Sintese orgéanica assistida por micro-ondas

Desde a sua primeira utilizacdo, em 1986 por Gedye (GEDYE et al, 1986) e
Giguere (GIGUERE et al, 1986), muitos artigos j& foram publicados acerca das
aplicacOes da radiacdo de micro-ondas em reacGes de sintese orgénica. A utilizagdo
desse tipo de tecnologia otimiza os resultados no sentido de reduzir o tempo reacional e
aumentar o rendimento e a pureza dos produtos, quando se comparado as técnicas de
aquecimento convencionais. Vem sendo amplamente utilizada no campo de sinteses
multi-etapas, descoberta e desenvolvimento de novos farmacos em Quimica Medicinal
além de aplicacbes no campo de sintese polimérica, nanotecnologia, processos
bioquimicos entre outros. O sucesso da implementacdo dessa tecnologia se deve
principalmente a drastica reducdo nos tempos reacionais: reacdes que levariam horas ou
até dias para se concluir utilizando-se de métodos convencionais podem ser realizadas
em minutos ou mesmo segundos no aparelho de micro-ondas (LINDSTROM et al,
2001).

Antigamente a sintese em micro-ondas era realizada em recipientes selados de

teflon ou vidro em aparelhos de micro-ondas domesticos, 0 que causava muitos
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acidentes devido a falta de controle de temperatura e presséo e as hostis condi¢Ges de
solventes organicos aquecidos sem qualquer controle em recipientes fechados. Nesse
contexto surgiram as reacOes de micro-ondas em fase solida (livres de solventes) que
praticamente eliminou o risco de explosdes. Nesse método os reagentes sdo adsorvidos
em solidos sensiveis a radiacdo de micro-ondas (como silica, alumina ou grafite)
(LINDSTROM et al, 2001).

Atualmente, os aparelhos de micro-ondas utilizados em sintese séo especificos
para essa aplicacdo o que nos trouxe muito mais segurancga devido a possibilidade de
controle de temperatura, pressdo entre outros parametros da reacdo. O uso destes
reatores, com condi¢cbes reacionais controladas, possibilita a reprodutibilidade das
reacOes realizadas, o que era muito dificil anteriormente, quando utilizava-se
equipamentos de micro-ondas domésticos (LINDSTROM et al, 2001).

A radiacdo de micro-ondas se localiza no espectro eletromagnético na faixa de
300 MHz (4 = 10° m) a 300 GHz (4 = 10°° m). Essa faixa inclui frequéncias utilizadas
em telecomunicagfes, tipicamente de 3 a 30 GHz. Dessa forma, para evitar
interferéncias, a radiacdo de micro-ondas utilizada em dispositivos comerciais,
domeésticos e laboratoriais, operam em 2,45 GHz. A irradiacdo de micro-ondas carrega
energia em torno de 0,0016 eV, bem abaixo do necessario para se romper ligagdes
tipicamente encontradas em moléculas organicas (cerca de 3,6 a 7,7 €V), mesmo se
considerarmos ligacdes de hidrogénio (0,04 a 0,044 eV) (DE SOUZA & MIRANDA,
2011).

O aquecimento por meio da irradiacdo de micro-ondas se da por meio do
alinhamento de seu campo elétrico com o dipolo das moléculas, causando uma vibragédo
a nivel molecular que se reflete em aquecimento. A capacidade de determinada
moléculas em converter energia eletromagnética em calor é medida por meio da
equacao (1):

ern

tan § = — (1)
onde, (tan o) é o fator de dissipacdo, &' é a perda dielétrica, que mede a eficiéncia da
conversdo de calor a partir da radiagdo eletromagnética e & é a constante dielétrica, que
reflete a capacidade da molécula em ser polarizada por um campo elétrico. Na praética,
quanto maior o fator de dissipacdo melhor a interacdo da mol écula com a radia¢éo

eletro-magnética (CADDICK, 1995). A Tabela 3 traz os valores das respectivas
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constantes dielétricas (&) e dos fatores de dissipacdo (tan &) para diferentes solventes

comumente utilizados em sintese organica (LINDSTROM et al, 2001).

Tabela 3. Constantes dielétricas (&) e fatores de dissipacdo (tan o) para diferentes
solventes utilizados em sintese organica (LINDSTROM et al, 2001).

Solvente Constante dielétrica Fator de dissipacéo
&) (tan 9)
Hexano 1,9 -
Benzeno 2,3 -
CCl, 2,2 -
Cloroformio 48 -
Acido acético 6,1 0,091
Acetato de Etila 6,2 0,174
THF 7,6 0,059
CH,Cl, 9,1 0,047
Acetona 20,6 0,042
Etanol 24,6 0,054
Metanol 32,7 0,941
Acetonitrila 36,0 0,659
DMF 36,7 0,062
DMSO 47,0 0,161
Acido Férmico 58,0 0,722
Agua 80,4 0,123

A utilizacdo da irradiacdo de micro-ondas em Sintese Organica, especialmente
na quimica de compostos heterociclicos, possibilitou o vislumbre de novos panoramas
na investigacdo de moléculas com propriedades bioativas. Isso porque as novas
metodologias apresentadas refletem ganhos significativos nos tempos de reacdo e, em
muitos casos, viabilizam a simplificacdo de procedimentos experimentais, fornecendo
produtos com maiores graus de pureza e rendimentos (GARELLA et al, 2013). Um
exemplo é a sintese de 1,3,4-oxadiaz0is a partir de hidrazidas (62) e aldeidos (63) em
presenca de bissulfito de sédio como catalizador em EtOH/H,0 1:2 (Esquema 6). A
metodologia convencional, com aquecimento em banho de 6leo (100°C) prevé tempos
reacionais em torno de 9h. Ja a proposta de Sangshetti et al, com a rea¢do ocorrendo sob
irradiacdo de micro-ondas, relatou tempos de reacdo na faixa de 10-15 minutos. As
novas moléculas sintetizadas (64) apresentaram perfil antifangico (Candida albicans,
Fusarium oxysporum, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, and Cryptococcus
neoformans) (SANGSHETTI et al, 2011).
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62 63 ! 64

Ry R, Ry R, Ry R,
64a -Boc -H 64h -Me -Cl 64n -SO,-Me -OH
64b-H -H 64i -Et -Cl 640 -Me -OMe
64c -Me -H 64j -CO-Me -Cl 64p -Et -OMe
64d-Et -H 64k -SO,-Me -Cl 64q -SO,-Me  -NO,
64e -SO,-Me -H 64l -Me -OH 64r -CO-Me -Me
64f -CO-Ph -H 64m-Et -OH 64s -CO-Ph -Me

64q -CO-(4-CI-Ph) -H

Esquema 6. Metologia para sintese de 1,3,4-oxadiaz0is proposta por Sangshetti et al
(2008).

Ja Kaboudin & Navaee (2003) descreveram a sintese de 1,2,4-oxadiz6is em
auséncia de solvente (suporte sélido em MgO) e irradiacdo de micro-ondas (Esquema
7). A partir de amidoximas (65) e cloretos de acila (66) diferentemente substituidos, a
reacdo se deu por 1 minuto fornecendo os produtos (67) com rendimentos entre 67-86%
(KABOUDIN & NAVAEE, 2003).

R

65 66 67

n R, R, n R, R
67a 0 Ph Me 67f 1 Ph Ph
67b 0 m-CI-Ph  Me 67qg 0 Ph Ph
67c 0 p-Cl-Ph Me 67h 0 Ph p-NO,-Ph
67d 0 2,4-Cl,-Ph Me 67i 1 p-Cl-Ph p-NO,-Ph
67¢ 1 p-Cl-Ph Ph 67 0 m-Cl-Ph p-NO,-Ph

Esquema 7. Esquema reacional proposto por Kaboudin & Navaee para a sintese de
1,2,4-oxadiazéis em suporte solido e irradiacdo de micro-ondas (KABOUDIN &
NAVAEE, 2003).
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2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

Os resultados obtidos pelo grupo na sintese de heterociclos, derivados e
analogos da amida natural piperina, nos levaram a propor uma nova série de analogos
1,2,4-oxadiazdlicos, visando comparar seu efeito tripanocida com o do produto 31,
preparado por Soares (2009). Sabe-se que alguns nucleos heterociclicos, como 0s
oxadiazois, séo bioisésteros de amidas (LIMA & BARREIRO, 2005), corroborando-se a
ideia de se definir incluir tal grupo no planejamento da série de moléculas proposta
nesse trabalho. Ha na literatura indicios de que a piperina atua sobre o T. cruzi alterando
mecanismos citocinéticos influenciando aspectos ultraestruturais e de multiplicacdo
celular dos parasitos (FREIRE-DE-LIMA et al, 2008). Dessa forma, idealizou-se incluir
o grupo farmacoférico 3,4,5-trimatoxi-fenila, presente na combretastatina A-4 (68,
Figura 18), molécula de reconhecida atividade antimitética (NAM, 2003), como uma
estratégia de hibridizacdo molecular (VIEGAS-JUNIOR et al, 2007).

L~ O AN
@)
@)
N OH
/O
Combretastatina A-4
68

Figura 18. Estrutura da combretastatina A-4 (68) com destaque para 0 grupo
farmacofodrico 3,4,5-trimetoxi-fenila, importante em mecanismos antimitéticos (NAM,
2003).

Com base nos argumentos apresentados, foi planejada uma série de moléculas
com arcabougo estrutural semelhante ao da piperina, contendo o ndcleo 1,2,4-
oxadiazoélico, semelhantes ao composto 31, e incluindo-se o grupo 3,4,5-trimetoxi-
fenila. A Figura 19 traz a estrutura geral dos oxadiazois que serdo apresentados neste
trabalho (a) e a comparacgéo entre as estruturas moleculares sobrepostas do composto 31
e da piperina 8 (b). Observa-se que a reducao do nimero de carbonos espacadores entre
0s anéis preserva o comprimento das novas moléculas em relacdo a piperina, visando

obter uma melhor correspondéncia bioisostérica.
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1,2,4-oxadiazodis

4
Ar, = Gruposaromaticos Rz = Anel sem substituinte e T
com diferentes perfis substituido 3,4,5-trimetoxi ¢ 7
eletrénicos

Figura 19. a) Estrutura geral dos 1,2,4-oxadiaz0is planejados para este trabalho; b)
comparagao entre as estruturas da piperina 8 e do composto 31.

O Esquema 8 apresenta a andlise retrossintética para a preparacdo dos
compostos 1,2,4-oxadiazdélicos, os quais podem ser obtidos a partir do intermediario
acilico, por meio de uma reacdo de ciclizacdo. Por sua vez, o intermediario vem da
reacdo dos cloretos de acila, obtidos a partir dos acidos 3-arilacrilicos correspondentes,
com a respectivas benzamidoximas, previamente sintetizada a partir de benzonitrilas
(CHIOU & SHINE, 1989). Os acidos 3-arilacrilicos, quando ndo disponiveis
comercialmente, podem ser preparados a partir dos benzaldeidos adequadamente
substituidos, por meio da condensagdo de Knoevenagel (TIETZE & EICHER, 1989).

Tanto os benzaldeidos quanto as benzonitrilas utilizados foram obtidos comercialmente.

/N
/\/i > B
Ar1 X \N \ XR
2

1,2,4-oxadiazol

H
| — R N~C
g Z | CN
/\)J\ |N —>R ~ | NH2:> Ry |
AI'»] X O/ 2 NN 2 N

O-acilamidoxima benzamidoxima benzonitrila

0] 0] 0]
/\)J\ Knoevenagel J
A N0 /= AT OH —/——— Ar

1

cloreto de acila acido 3-arilacrilico aldeido

Esquema 8. Analise retrossintética para a preparacao dos 1,2,4-oxadiazois planejados.
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Neste trabalho, a irradiagdo de micro-ondas foi utilizado principalmente com o
intuito de se reduzir o tempo reacional e diminuir a quantidade de rejeitos, uma vez que
0 procedimento experimental anteriormente adotado em nosso grupo para a formacéo
do nucleo 1,2,4-oxadiazélico previa reacdo sob refluxo por 6-7h em piridina, um
solvente toxico e de custo elevado (adaptado de CHIOU & SHINE, 1989). A utilizagdo
do reator de micro-ondas permite que a reacdo seja realizada na auséncia de solventes
(suporte sdlido), o que minimiza a quantidade de rejeitos, uma vez que o conteudo
reacional j& se encontra na forma de pastilha para a etapa de purificacdo subsequente a
reacdo, a0 mesmo tempo que elimina a necessidade de se utilizar piridina no
procedimento sintético. Outro atrativo a utilizacdo do reator de micro-ondas é a drastica
reducdo no tempo reacional, conferindo maior agilidade ao procedimento sintético e
consequentemente, um menor gasto energético. Esta abordagem atualmente é bastante
atraente, pois se baseia nos principios da “Quimica Verde” (MACHADO, 2011). Em
nosso trabalho realizamos rea¢es na ordem de 1 a 2 mmol, devido principalmente as
limitacbes do tamanho do espaco de irradiacdo no reator. No entanto, apesar da
possibilidade do uso do micro-ondas em escalas maiores, alguns autores acreditam que
esta utilizacdo levaria a um aumento muito grande no consumo energético, 0 que nao
compensaria 0 ganho em tempo (MOSELEY, 2011). O reator de micro-ondas (CEM

Discover System) utilizado no presente trabalho € mostrado na Figura 20.

Figura 20. Aparelho de micro-ondas CEM Discover System, utilizado nas sinteses

descritas neste trabalho.
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Seguindo-se a metodologia apresentada, os 1,2,4-oxadiazbis 69-82 foram
planejados, sintetizados e caracterizados a fim de se avaliar sua atividade bioldgica

frente a diferentes formas evolutivas do T. cruzi (Figura 21).
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Figura 21. Estrutura dos 1,2,4-oxadiaz0is preparados neste trabalho.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Obtencéo dos acidos 3-arilacrilicos diferentemente substituidos
A rota sintética tracada para este trabalho envolve a utilizacdo de acidos 3-
arilacrilicos diferentemente substituidos como precursores (Figura 22). Parte destes
precursores ja estavam disponiveis no laboratorio ao inicio deste trabalho, tendo sido
em parte, obtidos comercialmente pela Sigma-Aldrich® (83, 85, 92 e 93) ou preparados
por Soares (87, 88 e 89) e descritos em sua dissertacdo de mestrado (SOARES, 2009).
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Figura 22. Acidos 3-arilacrilicos utilizados para a sintese dos 1,2,4-oxadiazois.

Os precursores 84, 86, 90 e 91 foram sintetizados conforme a reacdo de
Knoevenagel, a partir dos respectivos aldeidos adequadamente substituidos (84a, 86a,
90a, e 91a), relacionados na Tabela 4, acido malbnico, catalisada por piperidina e
utilizando-se piridina como solvente (Esquema 9) (TIETZE & EICHER, 1989).

Tabela 4. Aldeidos diferentemente substituidos (84a, 86a, 90a e 91a) utilizados na
preparacdo dos respectivos acidos 3-arilacrilicos (84, 86, 90 e 91).

Aldeidos R4 O
84a | R1=R3=Rs=Rs=H; R,=-OCHj3; R, H
86a | Ri1=R,=Rs=H; R,,Rs= -OCH,0-
90a | R1=R,=R,=Rs=H; Rs=F Rs Rs
9la | R1=R»=R4=Rs=H; R3=ClI R,
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a) Acido maldnico, piridina e piperidina, refluxo, 4h; b) HCl g 10% viv
Esquema 9. Reacdo de formacdo dos acidos 3-arilacrilicos 84, 86, 90, e 91.

Devido ao carater basico do meio, o &cido malbnico é desprotonado e o
malonato resultante, em presenca de piperidina, € enolizado de modo a formar um
didnion que, devido a ligacdo de hidrogénio intramolecular e & deslocalizacdo das
cargas negativas por meio da extensdo de conjugacao, € relativamente estavel. A reacdo
de Knoevenagel se da por meio do ataque da nuvem 7 da dupla ligacdo do dianion ao
centro eletrofilico do aldeido (carbono carbonilico). O intermediario dicarboxilico que
se forma sofre uma eliminacdo descarboxilativa que, por restricdes estereoeletronicas,
gera estereosseletivsmente o alceno com configuragdo E, como mostra 0 mecanismo
descrito no Esquema 10 (CLAYDEN et al, 2000).

N ‘\%(o@ ﬁ\k

OH O Piperidina

°% o oN QOH 0
R (0] R -OH /\)J\ HCl /\)k
. L co, RN OH
© 0
o 0

Esquema 10. Mecanismo geral de formacdo dos acidos 3-arilacrilicos por meio da
reacdo de Knoevenagel (CLAYDEN et al, 2000).

A estereosseletividade nesse caso emerge da maior estabilidade do estado de
transicdo que leva a conformacdo E em comparacdo estado de transi¢do que levaria a
conformacdo Z. A Figura 23 mostra, em projecdo de Newman, os conférmeros do
intermediario dicarboxilico que levam a formacdo de ligacdo dupla com conformacéo Z
(a) e com conformacéo E (b). Nota-se que para a formacdo da dupla com conformagéo

Z os dois grupos carboxila se orientam gauche em relagéo ao grupo R, o que resulta em
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instabilidade conformacional devido a repulsdo estérica. J& para a formacdo da dupla
com conformacdo E um dos grupos carboxila se orienta anti em relacdo ao grupo R,
minimizando a repulséo estérica (CLAYDEN et al, 2000; TIETZE & EICHER, 1989).

a) 0o R O b) 0O R
0 0% 0 IH
H OH H OH
H 0% Noe

Figura 23. ProjecBes de Newman para os conférmeros do intermediario dicarboxilico
que originam produto com geometria Z (a) e com geometria E (b).

O acompanhamento da reacdo se deu por meio de anélise por cromatografia em
camada fina, com silica como fase estacionaria e hexano/acetato de etila 30% como
eluente. Evidenciou o carater mais polar dos produtos em relacdo aos respectivos
aldeidos de partida. Esse fato se explica pela melhor interacdo das hidroxilas acidas com
a silica, realizando ligac@es de hidrogénio de maneira mais eficiente que os respectivos
aldeidos. Ao fim das etapas descritas para a sua sintese, os acidos 3-arilacrilicos foram
obtidos sob a forma de cristais amorfos que foram caracterizados por espectrometria de
massas (EM) (IE, 70eV) e por comparacdo dos pontos de fusdo experimentais com
dados da literatura. As propostas de fragmentacdo para EM da familia de &cidos 3-
arilacrilicos sdo apresentadas de forma genérica na Esquema 11, onde M™ representa

0s respectivos ions moleculares.
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Esquema 11. Propostas de fragmentacdo para os acidos 3-arilacrilicos.

3.2. Sintese das benzamidoximas
A sintese das benzamidoximas 94 e 95 ocorreu a partir da reacdo das respectivas
benzonitrilas 94a e 95a (Figura 24), obtidas comercialmente (Sigma-Aldrich), com
cloridrato de hidroxilamina e carbonato de potéssio e utilizando-se 8-hidroxiquinolina
como catalisador, como é mostrado no Esquema 12 (SRIVASTAVA et al, 1997).

OH OH
o)
NH, NH,
~o
O
94 95
N | N
= o) =
~o
O
94a 95a

Figura 24. Estrutura das benzamidoximas utilizadas (94 e 95) neste trabalho.e das
respectivas benzonitrilas (94a e 95a) utilizadas em sua preparagéo.
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a) NH,OH.HCI, K,COs, 8-hidroxiquinolina, EtOH/H,0 1:1

Esquema 12. Reacdo de sintese das benzamidoximas utilizadas neste trabalho
(SRIVASTAVA et al, 1997).

A proposta mecanistica para a sintese das benzamidoximas envolve o ataque
nucleofilico do par de elétrons do nitrogénio da hidroxilamina ao carbono nitrilico.
Apb6s o rearranjo dos protons intermediado pelo solvente proético, obtém-se as
respectivas benzamidoximas, em equilibrio tautomérico (Esquema 13) (SRIVASTAVA
et al, 1997).

® _OH
/‘ﬁ H2N
—
e A NS H,0
RN — R _Ho
— 7
_OH _OH
HN N|
- @ANH - = @ANHZ
P —

Esquema 13. Proposta mecanistica para a reacdo de formacdo das benzamidoximas
(SRIVASTAVA et al, 1997).

O acompanhamento da reacdo se deu por meio de analise por cromatografia em
camada fina, com silica como fase estacionaria e hexano/acetato de etila 50% como
eluente, em que se evidenciou o cardter mais polar dos produtos em relagdo as
respectivas nitrilas de partida. Esse fato se explica pela melhor interacdo dos
componentes -OH e -NH, do grupo amidoxima com a silica, realizando ligacdes de

hidrogénio de maneira mais eficiente que as respectivas nitrilas. Ao fim do
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procedimento reacional, as benzamidoximas foram obtidas sob a forma de cristais
amorfos marrom-esverdeados que foram caracterizados por EM (IE, 70eV) e por
comparagdo dos pontos de fusdo experimentais com dados da literatura (somente para o
composto 94, uma vez que ndo foi encontrado relato de valor de ponto de fuséo
experimental para o composto 95). As propostas de fragmentacdo para EM para as
benzamidoximas sdo apresentadas de forma genérica na Esquema 14, onde M™

representa os respectivos ions moleculares.

+
t ®
OH .
N|(<— OH N
I N NH, R:—\ NH;
R—— _ —
[M*] M- 17]*
+ +
_OH
N/OH HN .
| HN—OH ®
AN X NH Xy
Rt NH, i S O/\NH
= = =
[M*] [M - 32]*

Esquema 14. Propostas de fragmentacdo para as benzamidoximas.

3.3. Estratégia adotada para a sintese de 1,2,4-oxadiazois
A nossa estratégia de sintese para os 1,2,4-oxadiazois envolve uma sequéncia de
3 reagOes one-pot: ativagdo da carbonila dos acidos 3-arilacrilicos por meio da formagéo
do cloreto de acila correspondente, O-acilagdo da benzamidoxima adequada e reacao

térmica de fechamento do ciclo 1,2,4-oxadiazolico (Esquema 15).
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a) (COCI),, agitagdo, Tampientes 15-60 min.; b) CH,Cl,, K,COs3, anidro, agitacdo, Tampiente, 15-90
min.; ¢) sem solvente, SiOH, T = 100-103°C, MW, 5-60 min.

Esquema 15. Metodologia sintética one-pot para obtencdo dos acidos 3-arilacrilicos e
das respectivas benzamidoximas (adaptado de CHIOU & SHINE, 1989).

Cloretos de acido sdo intermediarios altamente reativos devido ao forte efeito
retirador do cloro ligado a carbonila. O carbono dessa carbonila é um centro eletrofilico
sensivel a reagentes nucleofilicos, agindo como um &cido de Lewis. Estes
intermediarios podem ser preparados por meio de diferentes metodologias (ANSELL,
1972). Em nosso trabalho, os cloretos de &cido necessarios a sintese dos oxadiazdis,
foram obtidos por meio da reacdo dos respectivos &cidos 3-arilacrilicos com cloreto de
oxalila (COCI),, conforme mostrado previamente no Esquema 15. Devido a sua
instabilidade os cloretos de &cidos séo de dificil isolamento e caracterizagcdo. Dessa
forma os cloretos de acila formados foram trabalhados em atmosfera inerte (N, seco) e
utilizados sem tratamento na etapa sintética subsequente. A confirmacdo de sua
formacéo foi feita indiretamente por meio da adi¢do de uma aliquota do meio reacional
em metanol. O cloreto de acila em contato com metanol reage instantaneamente
formando um éster metilico, que pode ser observado por cromatogafia em camada fina
(CCF), uma vez que o éster apresenta carater mais apolar que o acido cinamico de
partida. O mecanismo proposto para a formacdo dos cloretos de acidos € mostrado no
Esquema 16 (SOLOMONS & FRIHLE, 2009).
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Esquema 16. Mecanismo geral para a reacdo de formacdo de cloreto de acila
(SOLOMONS & FRIHLE, 2009).

Os oxadiazo6is foram obtidos a partir da O-acilacdo da benzamidoxima adequada
com o respectivo cloreto de &cido. Um par de elétrons ndo ligantes do oxigénio da
benzamidoxima ataca a carbonila do cloreto de acila originando um intermediario
aciclico, que pbdde ser verificado por CCF demonstrando carater de polaridade
intermediario ao do &cido cindmico e da benzamidoxima.

Apos completa a adicdo da benzamidoxima ao cloreto de acila, silica-gel (240
Mesh) é adicionada ao meio reacional removendo-se, em seguida, todo o solvente com
auxilio de evaporador rotatério, de forma que o intermediario O-acil-benzamidoxima
fique suportado na superficie da silica. A etapa de ciclizacdo e formacgdo do nicleo
oxadiazolico se deu em fase sélida, sob irradiacdo de micro-ondas. No Esquema 17 €
apresentada a proposta mecanistica para a O-acilacdo da benzamidoxima e subsequente
fechamento do ciclo 1,2,4-oxadiazélico (adaptado de CHIOU & SHINE, 1989).
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Esquema 17. Proposta mecanistica para a reacdo de formacado dos oxadiazois (adaptado
de CHIOU & SHINE, 1989).

Nosso planejamento envolveu a preparacdo de 14 diferentes derivados,
variando-se a natureza eletronica dos substituintes no anel aromatico (sem substituinte,
com grupo doador de elétron e grupo retirador de elétron) a fim de avaliarmos a

influéncia deste parametro na atividade bioldgica das novas moléculas preparadas.

3.4. Caracterizacao dos produtos

Os novos 1,2,4-oxadiazdis 69-82 foram caracterizados por ressonéncia nuclear
de hidrogénio e carbono (RMN'H e RMNC), espectrometria no infravermelho (V) e
espectrometria de massas de baixa resolucdo (EMBR) e de alta resolucdo (EMAR).

Nos espectros de RMN'H (CDCls, 500MHz) os sinais caracteristicos da série de
moléculas sdo observados em torno de 6=7,1 ppm (d, J = 15Hz, 1H), referente ao
hidrogénio ligado ao carbono « ao nucleo oxadiazélico, e em torno de 6 =7,9 ppm (d, J
= 15Hz, 1H), referente ao hidrogénio ligado ao carbono £ ao nucleo oxadiazdlico. A
constante de acoplamento na faixa de 16Hz é caracteristica entre &tomos de hidrogénio
olefinicos ligados a dupla ligagdo C=C com conformacdo E. Além dos sinais
caracteristicos foram confirmados os sinais dos demais atomos de hidrogénio dentro das

faixas de absor¢do, multiplicidades de sinais e constantes de acoplamento esperadas,
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conforme exemplificado no detalhe do espectro de RMN'H referente ao composto 70
(Figura 25). Observa-se em todos os espectros de RMN'H um singleto fino em 5= 7,28
ppm referente ao residuo de CHCI3 presente no solvente deuterado (CDCI3). Em alguns
espectros ainda foi observado singleto fino em em torno de 6 = 1,6 ppm referente a

presenca de agua no CDCls.
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Figura 25. Detalhe do espectro de RMN'H (500MHz) para o oxadiazol 70.

Nos espectros de RMN™C (DEPT-Q, 500MHz), dentre os sinais caracteristicos
da classe de moléculas sintetizadas, podemos citar os sinais na faixa de 6 =175 ppm e
0=168 ppm, referentes aos carbonos ndo hidrogenados do heterociclo 1,2,4-
oxadiazélico, respectivamente ligados a dois 4&tomos de nitrogénio sp? e a um atomo de
oxigénio e um atomo de nitrogénio. Devido ao seu maior tempo de relaxacdo, a
intensidade dos sinais de RMN™C para carbonos ndo hidrogenados é naturalmente
menor que a intensidade dos sinais referentes a carbonos hidrogenados. Todos o0s
nicleos de *3C esperados para cada composto foram identificados com valores de
absorcédo dentro das faixas previstas, conforme exemplificado no detalhe do espectro de
RMN™C referente ao composto 70 (Figura 26). Observa-se em todos os espectros de

RMN™C um tripleto em &= 74 ppm referente ao solvente deuterado (CDCls).
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Figura 26. Detalhe do espectro de RMN**C (DETP-Q, 500MHz) para o oxadiazol 70.

Nos espectros de infravermelho sdo observadas absorcdes de média a forte
intensidade nas faixas de un.o =960-1000 cm™ e unec = 1539-1560 cm™,
correspondentes a deformacdo axial das ligacbes N-O e N=C, respectivamente,
constituintes do anel oxadiazolico. Outro sinal caracteristico da familia de compostos
sintetizada é a deformacdo axial da ligagdo C=C oriunda dos &cidos arilacrilicos
conjugada entre um anel aromético e o nicleo oxadiazolico na faixa de vc=c = 1640-
1650 cm™. Os demais sinas caracteristicos para 0s respectivos derivados foram
identificados, confirmando suas estruturas quimicas, conforme exemplificando na
Figura28 que apresenta o espectro de IV para o oxadiazol 81 com as respectivas

atribuicoes.
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Figura 27. Espectro de IV para o oxadiazol 81 com as respectivas atribuigdes.

Observou-se nos espectros de massas (IE, 70eV) que os fragmentos identificados
estavam de acordo com a proposta de fragmentacao determinada para este trabalho. A
Figura 27 mostra o EM para o oxadiazol 69, cuja proposta de fragmentacdo é
esmiucada no Esquema 18. Para os oxadiazéis 70-82 serdo adotadas propostas

similares, sendo somente explicitados os respectivos fragmentos caracteristicos.
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Figura 28. Espectrometria de massas (IE, 70eV) para o oxadiazol 69.
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Esquema 18. Propostas de fragmentacdo para o oxadiazol 69 (continua).

41



m/z 248 / ’/_2 \'\T
o) a
N
@A\)LH/© — X
N P

m/z 248 f NP4

m/z 131

P a—

Esquema 18. Propostas de fragmentacao para o oxadiazol 69 (continuacéo).

A andlise dos espectros de massas de alta resolucdo (EMAR/ES+) confirmou a
presenca dos 1,2,4-oxadiazdis 69-82 uma vez que os picos referentes aos respectivos
fons [M+H]™ foram observados. As massas monoisotopicas observadas apresentaram
variagbes menores ou iguais a 0,001% em relacdo aos valores calculados. A
interpretacdo do conjunto de dados espectrométricos obtidos para cada produto
(RMN!H, DEPTQ, IV, EMBR e EMAR) permitiu entdo que houvesse a elucidacao
estrutural e caracterizacdo do conjunto de produtos inicialmente planejados com
rendimentos globais variando de 40 a 79%. O detalhamento dessas informacdes para
cada um dos oxadiazois 69-82 é apresentado na secdo experimental deste trabalho e os

respectivos espectros se encontram na SEQQO de anexos.

3.5. Determinacdo da atividade bioldgica dos 1,2,4-oxadiazois frente a
epimastigotas de T. cruzi (cepas Tulahuen C2C4 e Dm28c) e investigacao
guanto a possiveis mecanismos de acao

A avaliacdo da atividade tdxica e/ou inibitoria in vitro € normalmente a primeira
etapa de uma sequéncia de ensaios bioldgicos que visem caracterizar as propriedades de
um conjunto de derivados racionalmente planejados como agentes tripanocidas. Os
ensaios in vitro possuem a vantagem de permitir a realizacdo de uma triagem para
selecionar aqueles derivados mais ativos que serdo, entdo, utilizados nos ensaios in vivo

(que mimetizam melhor as alteragdes patoldgicas da doenca de Chagas em um
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mamifero), um ensaio que envolve a utilizacdo de animais e que, portanto, deve ser
conduzido com 0 maximo critério na escolha das condi¢fes experimentais.

A atividade inibitdria e/ou toxicidade in vitro frente a T. cruzi (cepas Tulahuen
C2C4 e Dm28c) foi determinada ap6s incubacdo por 7 dias de formas epimastigotas do
parasito em meios de cultura LIT (Liver Infusion Tryptose, para Tulahuen C2C4) e BHI
(Brain Heart Infusion, para Dm28c), ambos suplementados com &cido folico (20 mg/L),
hemina (10 mg/L) e 10% de soro fetal bovino (SFB). O tratamento com 0s compostos
69-82 foi feito em triplicata em diferentes concentracgdes (100, 60, 24, 9,6, 3,8 e 1,5uM)
e comparadas com os controles Vivo (triplicata, sem tratamento), de veiculo (triplicata,
DMSO 0,6% v/v), branco (meio de cultivo sem adi¢do de parasitos) e do farmaco de
referéncia (Benzonidazol 1, triplicata, 100, 60, 24, 9,6, 3,8 e 1,5uM). O percentual de
DMSO nos experimentos realizados encontra-se abaixo do valor maximo recomendado,
que é de 2% para T. cruzi.

A cepa Tulahuen C2C4 é uma cepa em que os parasitos foram submetidos a
engenharia genética de modo a serem capazes de expressar a enzima f-galactosidase
(gene lacZ de Escherichia coli) (BUCKNER et al, 1996). Essa enzima catalisa a reacdo
colorimétrica de clivagem do vermelho de clorofenol f-galactosideo, 96, (CPRG), de
coloracdo amarela, dando origem a galactose, 97, (incolor) e ao vermelho de clorofenol,
98, de coloracdo avermelhada (4 = 562nm) (SEEBER & BOOTHROYD, 1996)
(Esquema 19).

CH,OH ! SO, CH,OH ! SO,

O
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+
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CPRG (amarelo) galactose (incolor) vermelho de clorofenol
96 97 98

Esquema 19. Reacdo de colorimétrica de clivagem do CPRG em galactose e vermelho
de clorofenol (BUCKNER et al, 1996).

A viabilidade celular foi determinada no sétimo dia de incubacéo dos parasitos
apos tratamento com solucdo de CPRG (concentracdo final de 3mg/mL) por meio de
leitura fotocolorimétrica no comprimento de onda de A = 570nm, de modo que 0s

valores de absorbancia encontrados sdo diretamente proporcionais ao nimero de células
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viaveis (BUCKNER et al, 1996). Os valores de Cls, frente a epimastigotas de T. cruzi
(cepa Tulahuen C2C4) calculados para os compostos 69-82 a sdo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5. Valores de Cls, frente a epimastigotas de T. cruzi (cepa Tulahuen C2C4)
calculados para 0s compostos 69-82.

Composto Clsy + o’ (UM)
1° 54+11
69 96,4 + 11,4
70 <100°
71 <100
72 <100
73 <100
74 19,6 + 1,3
75 95,0 + 4,3
76 <100
77 <100
78 <100
79 <100
80 <100
81 <100
82 334+11

! Desvio padréo ° Benzonidazol, farmaco de referéncia ® Inativo & maior concentracio testada

A viabilidade celular de formas epimastigotas de T. cruzi da cepa Dm28c
tratados com os oxadiazdis 69-82 foi determinada por meio da reacdo colorimétrica de
reducdo do sal de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-1,3-tiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-
tetrazol-3-io, 99), de coloracdo amarelo-palida e soltvel em agua, dando origem a
formazana de MTT (4,5-dimetil-2-{(E)-[(Z2)-fenil(2-fenilhidrazinilideno)metil]diazenil}
-1,3-tiazol, 100), de coloracéo violeta-azulada e lipossolivel (Esquema 20). A reducéo
do sal de MTT a respectiva formazana ocorre em presenca de atividade mitocondrial, de
forma que o método em é uma forma indireta de determinacdo da viabilidade celular,
assumindo-se um maior nimero de células vidveis qudo maior a quantidade de
formazana de MTT formada. A quantificacéo é feita ap6s a solubilizacdo dos cristais de
formazana em DMSO e leitura dos valores de absorbancia em leitor de placas com filtro
de luz no comprimento de 570nm (VAN MEERLOO et al., 2011).
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Esquema 20. Reacdo colorimétrica de clivagem do sal de MTT (99), de coloragdo
amarelo-pélida, dando origem a formazana de MTT (100), de coloragéo violeta-azulada

(VAN MEERLOO et al., 2011).

Os valores de Clsp dos oxadiazdis 69-82, bem como do Benzonidazol (1), frente

a epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Valores de Cls, frente a epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28C) calculados

para 0s compostos 69-82.

Composto Clso + o’ (UM)
1° 32+1,0
69 11,2 +1,1
70 12,0 + 1,0
71 14,5+ 1,2
72 46,9+ 15
73 14,9 +1,2
74 78+11
75 21,7+13
76 > 100°
77 > 100
78 > 100
79 > 100
80 19,5+ 1,2
81 18,3+ 1,5
82 94+1,1

! Desvio padréo * Benzonidazol, farmaco de referéncia * Inativo a maior concentragéo testada

Observou-se, de maneira geral, uma maior susceptibilidade da cepa Dm28c em

relacdo a cepa Tulahuen C2C4 a acdo dos oxadiazdis 69-82. Tal discrepancia é

recorrente quando da comparacdo do efeito tdxico/inibitério de moléculas bioativas
frente a diferentes cepas do T. cruzi (NEAL & VAN BUEREN, 1984). No entanto ha

uma limitacdo quanto a comparacdo dos resultados apresentados oriunda dos diferentes
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métodos adotados para a quantificagdo do parasito, havendo inclusive na literatura
trabalhos discutindo tais aspectos (YANG et al, 2017). Verificou-se ainda que, dentre os
compostos sintetizados neste trabalho, os mais ativos frente a epimastigotas de T. cruzi

das duas cepas testadas sdo os oxadiazdis 74 e 82 (Figura 29).
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Figura 29. Estruturas dos compostos com maior atividade dentre a série preparada neste

trabalho e seus respectivos valores de Clsg frente a epimastigotas de T. cruzi (Tulahuen
C2C4 e Dm28c).

3.6. Investigacdo quanto a possiveis mecanismos de a¢do dos 1,2,4-oxadiazois

frente a T. cruzi

Um dos desafios da pesquisa por moléculas com perfil antichagasico emerge da

rica variedade de alvos que podem ser explorados com potencial farmacoldgico. No

presente trabalho investigaram-se a atividade inibitoria da protease cruzaina, alteracoes

no ciclo celular e alteracdo/inibicdo da biossintese de esterois.

3.6.1. Inibicdo da atividade catalitica da protease cruzaina

O relato de oxadiazois com atividade inibitoria sobre a atividade catalitica da
protease cruzaina (101, Cls; = 0,2uM, Figura 30.a,) nos estimulou a investigar o
potencial inibitério da nossa série de moléculas neste alvo. A inibicdo da atividade
catalitica da protease cruzaina foi avaliada in vitro com base no seu potencial de
clivagem do substrato peptidico Z-Phe-Arg-AMC (benziloxicarbonil-fenilalanina-
arginina-aminometilcumarina, 102), que apresenta baixa fluorescéncia, liberando o
grupo AMC (7-amino-4-metilcumarina , 103), que apresenta alta fluorescéncia. A
Figura 30.b apresenta as estruturas . (FERREIRA et al, 2009).
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Figura 30. a) Estrutura de oxadiazol (101) relatado como potente inibidor da atividade
catalitica da cruzaina (ICso = 0,2uM). b) Reacdo de clivagem do substrato peptidico Z-
Phe-Arg-AMC (102) em presenca da protease cruzaina liberando o grupo fluorescente
AMC (103).

Os testes de inibicdo de atividade catalitica da cruzaina foram realizados a partir
do monitoramento da fluorescéncia em fluorimetro de placa com A= 355 nm para
excitacdo e 4 = 460 nm para emissdo apds o tratamento da proteina isolada com os
derivados 69-82 nas concentracOes de tratamento de 100 uM e 200 puM em triplicata,
com e sem incubacdo por 10 minutos anteriores a adigdo do substrato e em comparagao
a uma triplicata de controle positivo (sem tratamento). O percentual de inibicdo foi
determinado por meio da razdo entre as médias dos valores de fluorescéncia observados
para as diferentes situacOes tratadas e para o controle positivo (CHEN et al, 2010). Os
percentuais de inibigdo da atividade catalitica da cruzaina observados para os oxadiazois

69-82 sdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Resultados da avaliacdo in vitro da inibicdo da atividade enzimética da
protease cruzaina em presenca dos derivados 69-82.

Percentual de Inibicdo (%)

Composto Sem incubagAo® Com Incubagéo (10%)°
100 uM 200 puM 100 M 200 uM

69 13 6 15 25
70 18 7 10 12
71 11 39 19 38
72 25 44 23 51
73 53 87 47 67
74 16 26 14 23
75 21 30 19 28
76 8 1 8 16
77 5 17 4 8
78 14 18 14 19
79 5 17 6 14
80 29 25 79 04
81 10 49 19 44
82 46 Fluoresce 64 Fluoresce

! Percentual em relacdo ao controle positivo (sem tratamento) * Adicdo do substrato peptidico
concomitante ao tratamento ° Incubagdo por 10' das situacdes tratadas antes da adicdo do
substrato peptidico * A fluorescéncia do composto em solu¢do na concentraco testada interferiu
no resultado.

Os compostos que mais eficientemente inibiram a atividade enzimética da
cruzaina foram 73 (sem incubacdo, 53% a 100 uM e 87% a 200 uM) e 80 (com
incubacdo, 53% a 100 uM e 87% a 200 uM). Apesar de ambos 0s compostos
apresentaram nenhuma atividade frente a epimastigotas de T. cruzi da cepa Tulahuen
C2C4 e atividade moderada frente a epimastigotas da cepa Dm28c (Clso = 14,9+1,2 uM
para 73 e Clsg = 19,5+1,2 uM para 80), as moléculas sdo potencialmente ativas frente a
outras formas evolutivas do parasito uma vez que a protease cruzaina também esta
envolvida nos processos de invasdo celular e de diferenciagéo entre formas evolutivas.

O composto 82 (Clsp = 33,4+1,1 uM para Tulahuen C2C4 e Clsp = 9,4+1,1 uM
para Dm28c) apresentou valores de inibicdo de 46% e 64%, respectivamente para 0s
ensaios sem e com incubacao prévia, a concentracdo de 100 uM, no entanto o fato de se
ter sido observada intensa fluorescéncia na concentracdo de 200 puM faz-nos inferir
quanto a possiveis interferéncias nos resultados decorrentes dessa caracteristica. Dessa
forma faz-se necesséria uma avaliacdo do comportamento fotoquimico de 82 nas
condi¢cbes do experimento e uma comparacdo com os resultados obtidos para uma

melhor compreensao do seu perfil inibitorio.
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3.6.2. Avaliacdo das alteracdes sobre o ciclo celular do T. cruzi

A piperina (8), em cujo arcabouco estrutural inspiramo-nos para o desenho da
série de 1,2,4-oxadiazois descritos neste trabalho, atua sobre o ciclo celular do T. cruzi.
Observou-se que parasitos tratados com piperina a 10 pg/mL por 5 dias apresentaram
indicios de acdo sobre o processo replicativo, como por exemplo individuos com
material genético e estruturas celulares (flagelo e organelas) duplicadas e com o corpo
celular arredondado (FREIRE-DE-LIMA et al, 2008). Essas observa¢des podem ser
atribuidas a alteracbes no processo de polimerizacdo da tubulina, importante na
formacdo de microttbulos, componentes do fuso mitotico e do esqueleto subpelicular de
tripanosomatideos (DE SOUZA & MEYER, 1974).

Foi realizada entdo uma andlise citométrica de fluxo de parasitos (epimastigotas
de T. cruzi, cepa Tulahuen C2C4) tratados com os compostos 70 e 74, a 100, 50 e 10
UM, e com o inibidor tubulinico taxol (5, controle positivo, 20 uM) por 48h em
comparagdo com o controle negativo (tratamento com 0,3% v/v DMSO) para se avaliar
a alteracdes no ciclo celular. A interpretacdo dos dados se baseia na proporc¢éo entre 0s
nameros de células nas diferentes fases do ciclo, G1, S e G2, de modo que, para 0s
parasitos sem tratamento, se espera observar a maior parte dos individuos na fase Gl1,
uma frequéncia menor de individuos na fase G2 e a minoria dos individuos na fase S.
Ao se tratar a cultura de células com inibidores tubulinicos passa a se observar uma
inversdo na propor¢do do numero de individuos nas fases G1 e G2, sinal de que o
processo replicativo celular fora interrompido. A Figura 31 apresenta os histogramas de
fluorescéncia mostrando o contetido de DNA correspondentes as fases G1, S e G2 dos

parasitos nas situacdes descritas.
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Figura 31. Histogramas de fluorescéncia mostrando o conteddo de DNA
correspondentes as fases G1, S e G2 dos parasitos tratados com: a) 0,3% DMSO
(controle negativo). b) taxol (5) a 20 M (controle positivo). ¢) 70 a 100 uM. d) 70 a 50
UM. e) 70 a 10 uM. f) 74 a 100 uM. g) 74 a 50 uM. h) 74 a 10 pM.

Observa-se para os controles negativo e positivo comportamento dentro das

expectativas, com inversao dos picos correspondentes as fases G1 e G2 na comparagdo

entre ambas as situagcdes. Como os histogramas referentes as situagdes tratadas com 70 e

74 se assemelham ao perfil do histograma referente ao controle negativo, conclui-se que

0 mecanismo de acdo dos oxadiazois tem pouca ou nenhuma influéncia de alteracdes no

ciclo celular do parasito.
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3.6.3. Alteracdes no processo biossintético de lipideos de membrana

No T. cruzi, os lipideos (esterdis) de membrana possuem papel fundamental na
viabilidade celular e na regulacdo da atividade enzimatica (URBINA, 1997). Apesar de
estar presente em seres de diversos reinos, a rota biossintética de esterdis de membrana
apresenta peculiaridades inerentes a cada espécie, especialmente em relacdo as
isoformas da enzima CYP51, que comumente apresentam baixa similaridade entre si
(entre 22 e 33% na sequéncia primaria de aminoacidos). Dessa forma a inibicdo da
atividade enziméatica da CYP51 no T. cruzi desponta como um alvo interessante na
pesquisa por antichagasicos, uma vez que um farmaco com essa propriedade tende a
apresentar boa seletividade em relacdo a isoforma da enzima humana. A CYP51 tem
importancia no processo de desmetilacdo ao longo da rota sintética que converte o
lanosterol (104) em ergosterol (105), apresentados na Figura 32 (LEPESHEVA et al,
2003).
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Figura 32. Estruturas quimicas dos esteroéis lanosterol (101) e ergosterol (102).

O método de andlise da influéncia dos 1,2,4-oxadiazois descritos nesse trabalho
sobre a biossintese de lipideos de membrana foi adaptada do trabalho de Pinto e
colaboradores (2011). Formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) foram cultivadas
em meio de cultura BHI em tubos conicos em diferentes situacOes: tratados em
concentragBes proximas aos respectivos valores de Clsg dos derivados 74 e 82; tratados
a concentracdo de 1,0 uM do inibidor de CYP51 Cetoconazol (3); tratado com o veiculo
(DMSO 0,03% v/v); sem tratamento. Ap6s 7 dias, os tubos foram submetidos a
centrifugacédo e o conteudo depositado no fundo sob a forma de pellets foi submetido a
saponificacdo com solucdo alcodlica de hidréxido de potassio (25% m/v). A etapa de
saponificacdo faz com que os fosfolipidios de membrana, com grupamentos acidos,
sejam ionizados enquanto os esterois mantém-se na forma molecular, uma vez que néo
possuem praétons suficientemente &cidos. Ao realizar-se uma particdo com n-hexano os

lipidios ndo-saponificaveis, como o ergosterol (104) e o lanosterol (105), sdo extraidos
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pela fase orgénica e analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os

cromatogramas referentes ao experimento descrito estdo agrupados na Figura 33.
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Figura 33. Cromatogramas obtidos por CLAE referentes as respectivas fragdes lipidicas
ndo saponificaveis extraidas de epimastigotas de T. cruzi (Dm28c) nas seguintes
situagdes: a) sem tratamento; b) tratamento com DMSO 0,03% v/v; c) cetoconazol (3) a
0,5 puM; d) tratamento com 74 a 10 pM; e) tratamento com 82 a 8 uM; f)
cromatogramas sobrepostos: sem tratamento (preto), DMSO (rosa), cetoconazol a 0,5
UM (azul), 74 a 10 uM (marrom) e 82 a 8 UM (verde).
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O controle do veiculo ndo apresentou alteragdes significativas em relacdo ao
controle ndo tratado, ao passo que o controle positivo tratado com cetoconazol (3)
apresentou reducdo dréstica na quantidade de esterdis de maneira geral. Esse resultado
denota que a concentragédo de inibidor utilizado foi mais alta que o adequado para se
observar com clareza o efeito sobre a biossintese de esterdis, pois os parasitos foram
provavelmente muito debilitados pelo tratamento. No entanto a alteracdo na proporcao
do pico referente ao ergosterol em relacdo aos demais esterdis indica que ha alteracdo
em seu processo biossintético. J& nas situacdes tratadas com 74 e 82 ndo observou-se
alteracdo apreciavel em relacdo ao controle ndo tratado, indicando que 0s mesmos nao

sdo inibidores da rota biossintética de esterdis de membrana.

3.7. Determinagdo da atividade biologica dos 1,2,4-oxadiazdis frente a
macrdfagos peritoneais e esplendcitos totais de camundongos

Um bom candidato a farmaco para a doenca de Chagas deve ndo somente
apresentar atividade toxica ou inibitoria sobre o T. cruzi, mas também apresentar baixa
toxicidade frente a células do hospedeiro mamifero. Dessa forma, é importante que se
conheca a dose letal das moléculas de teste para células primarias mamiferas (DLsg).
Um dado importante nesse contexto é o indice de seletividade (SI), definido como a
razao entre a DL frente a células de mamiferos pela Cls, frente ao parasito, conforme

mostrado na equagéao (2).

DLSO
CI50

SI = @)

Os ensaios em células primarias de mamiferos foram realizados em macréfagos
peritoneais e esplendcitos totais de camundongos BALB/c, machos, com 8-10 semanas
de vida. Os macréfagos foram coletados a partir do lavado peritoneal dos camundongos,
onde foram entdo plaqueados e tratados em triplicata nas concentragdes de 150, 100, 50
e 10uM, bem como os esplendcitos totais extraidos do baco de um dos animais. As
culturas tratadas foram comparadas com os controles Vivo (triplicata, sem tratamento),
de veiculo (triplicata, DMSO 0,3%) e do farmaco de referéncia (Benzonidazol 1, 150,
100, 50 e 10uM). A viabilidade celular foi medida apds tratamento com solugdo de sal
monossodico de  XTT  (2,3-Bis-(2-Metoxi-4-Nitro-5-Sulfofenil)-2H-Tetrazol-5-
Carboxanilida), 106, concentracdo final de 0,4 mg/mL) e PMS (N-metil dibenzopirazina

metil sulfato, 107, concentracdo final de 26,5 pg/mL) indiretamente por meio de leitura
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fotocolorimétrica no comprimento de onda de A =490nm. O sal de XTT, 106, (de
coloracdo amarelo-palida) reage na superficie mitocondrial das células, sendo reduzido
e dando origem ao derivado formazana (108), de coloracdo vermelha. O PMS (107)
catalisa essa reagdo atuando como carreador de elétrons para a reacdo de oxirreducao,
adquirindo elétrons do NAD(P)H, passando a sua forma reduzida (109) e cedendo
elétrons para a reacdo de reducdo do XTT (106) a formazana (108) ao mesmo tempo
que retorna a sua forma original (107) (Esquema 21) (ROEHM et al, 1991; PAULL et
al, 1988).

NO,
MeO SO5
@ Q MeO (@) N—N\
~ /
NJKFN\\ . redugdo > { ™
H | N NO, ———————» NH N=N
N<\/
N
SO3_ MeO SO3-
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SO3” NO,
XTT (amarelo) NO, Formazana (avermelhado)
106 108
H
N N
A
0 L0
PMS | CH3SO4 | P™mS
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Ww

Esquema 21. Reacdo colorimétrica de formacdo do derivado formazana (108) a partir
do sal de XTT (106) catalisada pelo PMS (107) (ROEHM et al, 1991; PAULL et al,
1988).

Os valores de DLsgy frente a macréfagos peritoneais e esplendcitos totais de

camundongo BALBI/c calculados para os compostos 69-82 se encontram na Tabela 8.
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Tabela 8. Valores de DLsy frente a macréfagos peritoneais e esplendcitos totais de
camundongo BALB/c calculados para os compostos 69-82.

DLso + o/ (MM) DLeo + o (LM)

Composto (Macrofagos) (Esplendcitos)
1° >150° >150
69 >150 >150
70 >150 >150
71 >150 >150
72 >150 >150
73 >150 133,7+9,1
74 >150 120,8 + 17,6
75 52,1+19 73,8+0,8
76 >150 >150
77 >150 >150
78 >150 >150
79 >150 >150
80 >150 >150
81 >150 >150
82 >150 >150

! Desvio padréo * Benzonidazol, farmaco de referéncia ® Inativos & maior concentracéo testada

Os resultados obtidos revelaram os compostos da série apresentam de moderada
a baixa toxidez frente a macrdfagos peritoneais e esplendcitos totais de camundongo.
Contra macrofagos peritoneais, apenas o composto 75 (DLsg = 52,1 + 1,9 uM), e contra
esplendcitos totais apenas os compostos 73 (DLsp = 133,7 + 9,1 uM), 74 (DLso = 120,8
+ 17,6 uM) e 75 (DLsp = 73,8 + 0,8 uM), apresentaram valores de DLsy menores que a
concentracdo maxima do experimento (150uM). Esse resultado é interessante uma vez
que as proximas etapas da investigacdo envolvem os ensaios in vitro com células
mamiferas infectadas, para se verificar a atividade dos compostos frente a formas
amastigotas e tripomastigotas do T. cruzi, e de infeccdo in vivo. Em ambos os casos uma
baixa toxicidade frente a células mamiferas representa a possibilidade de se observar os
efeitos toxicoldgicos dos compostos com o minimo de interferéncia por danos
colaterais.

De posse dos valores de DLsy frente a macrofagos e esplendcitos juntamente
com os dados de Clsp contra epimastigotas de T. cruzi nas cepas Tulahuen C2C4 e
Dm28c € possivel calcular valores dos IS's para as respectivas situagdes, cujos valores
sdo apresentados na Tabela 9. Derivados cujos valores de Clsy frente ao parasito
excederam a maior concentracdo testada (100uM) ndo tiveram seu valor de IS

determinado.
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Tabela 9. Valores dos respectivos indices de seletividade (IS) para os derivados 69-82
para epimastigotas de cruzi (cepas Tulahuen C2C4 e Dm28c) frente a macrdéfagos e
esplendcitos murinos primarios.

indice de Seletividade

Composto Frente a Macrdéfagos Frente a Esplendcitos
Tulahuen C2C4 Dm28c Tulahuen C2C4 Dm28c
1" >27,8 >46,9 >27,8 >46,9
69 N.C.2 >13,4 N.C. >13,4
70 >1,6 >12,5 >1,6 >12,5
71 N.C. >10,3 N.C. >10,3
72 N.C. >3,2 N.C. >3,2
73 N.C. >10,1 N.C. 9,0
74 >7,7 >19,2 >6,2 15,5
75 0,5 >2,4 0,8 3,4
76 N.C. N.C. N.C. N.C.
77 N.C. N.C. N.C. N.C.
78 N.C. N.C. N.C. N.C.
79 N.C. N.C. N.C. N.C.
80 N.C. >7,7 N.C. >7,7
81 N.C. >8,2 N.C. >8,2
82 >4.5 >16,0 >4.5 >16,0

! Benzonidazol, farmaco de referéncia * N&o calculado para valores de Clsy > 100uM.

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Materiais e métodos

4.1.1. Instrumentos utilizados nas caracterizagdes espectrométricas

> Os espectros de RMN de *H (500 MHz) e *C (125 MHz) foram obtidos em
espectrometros de marca Briker, modelo Ultrashield Plus (PPGQ — UFRRJ).
Foi utilizado como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) e os solventes:
cloroformio deuterado (CDCl3) e dimetilsulfoxido hexadeuterado (DMSO-D6)
na solubilizacdo das amostras. Os deslocamentos quimicos (6) foram medidos
em parte por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz);

» Os espectros de Infravermelho (IV) foram obtidos em espectrofotometro da
marca Bruker, modelo Vertex 70 (PPGQ-UFRRJ).

» Os espectros de massa de baixa resolucdo (EMBR) foram obtidos no
cromatdgrafo em fase gasosa, acoplado ao espectrofotémetro de massas GCMS-
QP2010 Plus da Shimadzu (PPGQ-UFRRJ). Condic¢bes de analise: Coluna: vf-
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4.1.2.

4.1.3.

Y V V V

4.1.4.

5MS (30 m x 0,25 x 0,25 mm); Temperatura: 200°C/1” - 10°C - 290°C/40 mim;
Injetor: 270°C;

Os espectros de massas de alta resolucdo (EMAR) foram obtidos no
uquiMicromass Q-TOF (Waters, UK) do Instituto de Quimica da UNICAMP.

Instrumentos e reagentes utilizados nas analises, sinteses e purificactes
Cromatofolhas de silica gel 60 F254 (camada de 0,2 mm), da marca Merck para
0 acompanhamento por CCDA (Cromatografia de Camada Delgada Analitica)
das reac0es;

Solventes: acetato de etila, acetona, cloroformio, diclorometano, etanol, éter
etilico e metanol, fornecidos pela Vetec e/ou Tédia Brazil. O diclorometano,
utilizado como solvente nas reagbes que necessitavam de meio anidro, foi
previamente seco por destilacdo com hidreto de célcio (VOGEL, 1978);
Reagentes: Os acidos 3-arilacrilicos e a benzamidoxima, precursores dos
oxadiazois planejados, estavam disponiveis na quimioteca do LaQuiMed-
UFRRJ, e os demais reagentes, como o cloreto de oxalila, bem como os
adsorventes, como a silica-gel, foram obtidos da Sigma-Aldrich.

Instrumentos e reagentes utilizados nos ensaios bioldgicos

Placas para cultura de células de 96 pocos, de fundo chato, estéril em
poliestireno da marca TPP™ (Suica).

Meios de cultura de células LIT (Liver Infusion Tryptose), RMPI (Roswell Park
Memorial Institute) e PBS (Phosphate-Buffered Saline) da marca Sigma-
Aldrich.

Reagentes colorimétricos CPRG (Chlorophenol Red-s-Galactopyranoside) e sal
monossodico de XTT da marca Sigma-Aldrich.

Leitor de placas iMark (BioRad)

Fluorimetro de placa VICTOR3™ (PerkinElmer).

Citometro BD Accuri C5 (Becton Dickinson Company)

Cromatografo LC-20AT (Shimadzu )

Outros equipamentos
Reator de microondas - Modelo Discover - CEM Inc;
Evaporadores rotatorios das marcas Ika e Fisaton - Modelo 802;
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» Placas de agitacdo e aquecimento da marca Ika.

4.2. Experimental geral para a preparacéo dos acidos 3-arilacrilicos

Em um baldo de 25 mL de capacidade com agitador magnético e equipado com
condensador de refluxo, foram adicionados 7,35 mmol do aldeido adequadamente
substituido, 15,38 mmol (1,6 g) do &cido maldnico e 100 pL da piperidina (catalitico)
juntamente com 5 mL da piridina. A reacdo foi mantida sob agitacdo e aguecimento em
banho de 6leo pré-estabilizado em 80°C por 1-2 h, observando-se liberagdo de CO,
(vide Esquema 9, pagina 30). Apos esse periodo a temperatura da reacdo foi elevada até
a ebulicdo da piridina, mantendo-se em refluxo por 15-180 min. O andamento da reacédo
foi acompanhado por CCF em cromatofolhas de silica como fase estacionaria e
hexano/acetato 25% como fase mdvel. Para tal, adicionou-se uma aliquota do meio
reacional em 0,5 mL de HCI 10%vl/v, realizando-se, em seguida, uma microextracao
com AcOEt, utilizando-se a fase organica na analise. Observou-se que produto (&cido
cindmico) apresentou carater mais polar que o reagente (aldeido).

Verificado o completo consumo do aldeido de partida, a reacdo foi vertida em
100 mL de uma solucdo de HCI 10% v/v gelada para neutralizacdo da piridina e
protonacdo do carboxilato de &cido cindmico, observando-se a imediata precipitagdo de
um sélido branco neste processo. O solido foi filtrado a vacuo em funil de Buchner e
Kitassato, lavado com &gua destilada e seco ao ar e temperatura ambiente, apresentando
rendimentos entre 77 e 98%. A Tabela 10 relaciona as quantidades de reagentes
utilizados na sintese de cada um dos precursores, as massas obtidas nas sintese, bem

como os respectivos rendimentos observados.

Tabela 10. Reagentes e rendimentos das rea¢cdes de formacédo dos acidos 3-arilacrilicos.

Acido 3- | Aldeido Massa de |Volume de | Volume de | Massa do
arilacrilico| (Massa - g) Acido Piperidina | Piridina Produto |Rendimento
9| Malonico (g)|  (uL) (mL) (mg)
ga (22191 g4 100 5,0 13799 98 %
- 7,35 mmol
g | 262(050) | 5464 42 21 4835 77 %
- 3,05 mmol
90a (0,59)
0 | ZTsemmol | 0775 49 2,4 582,6 90 %
91a(0,59) o
9 |S30mma | 0718 45 22 504,7 79 %
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A caracterizacdo dos 4&cidos 3-arilacrilicos, foi realizada por meio da
determinacdo pontos de fusdo (P.F.) experimentais observados em compara¢do com 0s
pontos de fusdo experimentais informados na literatura e por EM (IE, 70eV). Os
fragmentos caracteristicos oservados,e 0s P.F. oservados em comparagdo com os dados

da literatura se encontram listados na Tabela 11.

Tabela 11. Caracterizacdo dos acidos 3-arilacrilicos: P.F. observados em comparacao
com dados da literatura e fragmentos caracteristicos do EM (IE, 70eV).

Acido 3- o P.F. (°C)
arilacrilico P.F.(C) Referéncia EMBR (IE, 70eV) (m/z)
] 118-119 178 (M** 100%);
84 117-119 (VENIT et al,1989) 161 (30%); 133 (25%)
] 247 192 (M** 100%);
86 241-250 (PEARL et al, 1951) 175 (30%): 147 (10%)
%0 09011 | . 208-209 166 (M** 100%);
= (CERVINKA & KRIZ, 1983) | 149 (45%); 121 (%55)
249.250 182/184 (M** 60%/20%);
91 252 165/167 (30%/10%);
(SCHRAUZER, 1961) 137/139 (30%/10%)

4.3. Experimental geral para a preparagéo das benzamidoximas
Em um bal&o de 25 mL de capacidade foi preparada uma solucdo contendo 9,6
mmol de benzonitrila, 5 mg de 8-hidroxiquinolina e 8,0 mL de EtOH, que foi mantida
sob agitacdo. Em seguida, foram preparadas solu¢Ges de NH,OH.HCI (1,4 g) e K,CO3
(2,1 g) em 4 mL de agua destilada, cada, que foram adicionadas gota a gota,
concomitantemente, a solucdo contendo a benzonitrila ao longo de um periodo de 10
minutos. A reacdo se deu, entdo, sob refluxo por um periodo de 90-120 min, sendo
acompanhada por CCF. Verificado o completo consumo da benzonitrila, o solvente foi
removido do meio reacional em rotavapor e o solido resultante ressuspendido em 150
mL de acetato de etila e lavado com agua destilada (4 x 250 mL). O pH da fase aquosa
foi mantido em torno 9, sendo acompanhado por fita de pH. A fase orgénica foi, entéo,
seca em 300 g de Na,SO, e evaporada em rotavapor obtendo-se um 6leo marrom-
esverdeado viscoso gue solidificou apds ser mantido em repouso ao ar em temperatura
ambiente. As benzamidoximas 94 (P.F. = 77-79°C (76-78°C, SHARMA et al, 2009);
EM (IE, 70eV): m/z 136 (M™, 100%) e m/z 119 (95%)) e 95 (P.F. = 175-178°C (n&o ha
relatos de ponto de fusdo experimental para esta molécula na literatura); E.M.: m/z 226
(M**, 100%) e m/z 209 (85%)) foram obtidas com 1,1387 g (17 = 86 %) e 1,1033 g (7 =
94 %).
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4.4. Experimental geral para a preparacdo dos derivados 1,2,4-
oxadiazolicos

Em um baldo de 10 mL de capacidade, acopladoa um borbulhador, foram
adicionados 1,37 mmol do &cido carboxilico e 2,0 mL (excesso: 2,95¢g ; 22,81 mmol) de
cloreto de oxalila (COCI),. A reacdo foi mantida a temperatura ambiente e agitagdo
magnética, sendo acompanhada por CCF (do éster metilico correspondente, formado
por meio da reacdo instantanea de uma aliquota do cloreto de acila com metanol) e pelo
desprendimento de CO) e COy), durante 15-60 minutos. O excesso de (COCI), foi
removido em evaporador rotatdrio, restando apenas o cloreto de acila que foi utilizado
na etapa seguinte sem tratamento prévio, devido a sua instabilidade em atmosfera
umida.

Paralelamente, em outro baldo de 10 mL, foram adicionados 3mL de
CH,Cl,(anidro), 0,350 g (2,54 mmol) de K,CO; e 1,14 mmol da benzamidoxima,
mantidos sob agitacdo magnética, atmosfera inerte de nitrogénio e temperatura
ambiente. Solubilizou-se entdo o cloreto de acido em 2mL de CH,CI, (anidro) e
adicionou-se, com o auxilio de uma seringa, esta solu¢do contendo o cloreto de acila
aquela contendo a benzamidoxima. Houve a liberacdo de gas HCI, assim como o
aquecimento do meio reacional (reacdo exotérmica), que foi controlado com um banho
de agua fria. Apds 15-90 minutos, observou-se por CCF o completo consumo dos
reagentes e formacgédo de uma mancha com perfil diferente dos reagentes, relativamente
mais polar, que ficou evidenciado ser o intermediario O-acilado. Em seguida, foi
adicionada uma pequena quantidade de silica gel 0,063-200 mm ao meio reacional
(0,7g/mmol de &cido de partida) e o solvente foi completamente removido. A reacédo de
ciclizacdo se deu em fase sélida sob aquecimento por micro-ondas a pressdo ambiente,
com temperatura entre 100-103°C, poténcia na faixa de 50-80W, por um periodo de 5-
60 minutos. Apos verificacdo por CCF do término da reacdo o produto foi purificado
por filtragdo em silica com hexano/acetato 10%, estando o produto desejado nas
primeiras fracGes obtidas da eluicdo. As quantidades de reagentes respectivamente

utilizadas nas reacdes s@o apresentadas na Tabela 12.
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Tabela 12. Quantidades dos reagentes usados nas rea¢des de formacao dos oxadiazais.

Oxadiazol| _ACldO3- g amidoximal (COCl), | CH.Cl, | KsCOs
arilacrilico
83 94
69 300,0 mg 230,0 mg 30mL [45+3,0mL| 519 mg
2,03 mmol 1,69 mmol
84 94
70 139,1 mg 82,0 mg 21mL |33+21mL| 378 mg
0,78 mmol 0,60 mmol
85 94
71 244,0 mg 155,0 mg 20mL [3,0+2,0mL| 350mg
1,37 mmol 1,14 mmol
86 94
2 263,0 mg 155,0 mg 20mL [45+3,0mL| 350 mg
1,37 mmol 1,14 mmol
87 94
3 206,0 mg 114 mg 15mL |22+15mL| 256 mg
1,00 mmol 0,84 mmol
83 94
74 95 mg 69 mg 10mL |15+1,0mL| 175mg
0,69 mmol 0,51 mmol
89 94
75 150,0 mg 103,0 mg 14mL |21+14mL| 230mg
1,00 mmol 0,84 mmol
90 94
76 150,0 mg 103,0 mg 14mL |21+14mL| 230mg
0,90 mmol 0,76 mmol
91 94
yas 125,0 mg 69,0 mg 10mL [15+10mL| 175mg
0,69 mmol 0,51 mmol
92 94
78 150,0 mg 90,0 mg 12mL [18+12mL| 200 mg
0,78 mmol 0,65 mmol
83 9
9 203,0 mg 155,0 mg 20mL [3,0+2,0mL| 350 mg
1,37 mmol 1,14 mmol
84 9
80 244,0 mg 155,0 mg 20mL |3,0+20mL| 350mg
1,37 mmol 1,14 mmol
86 95
81 82,0 mg 80,0 mg 0,7mL |10+0,7mL| 108 mg
0,42 mmol 0,35 mmol
93 94
82 326,0 mg 155,0 mg 20mL [3,0+2,0mL| 350mg
1,37 mmol 1,14 mmol

Os oxadiazdis 69-82 foram sintetizados com rendimentos entre 40 e 79%. A

caracterizacdo se deu por determinagdo experimental dos pontos de fuséo,
espectrometria no infra-vermelho (1V), espectrometria de massas (EM) e ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H) e de carbono treze (RMN*C). A Tabela 13

traz informacdes quanto aos rendimentos obtidos em cada reacéo, pontos de fusdo e um
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resumo dos sinais caracteristicos de RMN*C e EM que confirmaram o sucesso da

reagao.

Tabela 13. Massas obtidas, rendimento das reaces de formacédo, pontos de fusdo e
sinais caracteristicos de RMN*C e EM para os oxadiaz6is 69-82.

Oxadiazol M?.SSa/ Poptoode RMNEC EMBR (70eV) (fﬂl\fﬁ)%
Rendimento |fuséo (°C) (m/z) % Variacio

69 2827mg | g oo [17051(N=C=N) 248 (M" 30%); | 249,1028

68% 163,99 (N=C-0)| 129 (50%) 0,0002%

70 125,0 mg 88-90 175,19 (N=C=N)| 278 (M**100%); | 279,1133

75% 168,74 (N=C-0) 159 (65%) 0,0002%

71 1281mg | ;1015 (175,64 (N=C=N)/178 (M 100%);| 279,1133

40% 164,63 (N=C-0)| 159 (50%) 0,0002%

72 212 mg 157-159 175,44 (N=C=N)| 292 (M** 100%); | 293,0926

64% 164,63 (N=C-0)| 145 (35%) 0,0002%

73 178,2 mg 143-145 175,50 (N=C=N)| 306 (M** 100%);| 307,1083

70% 168,63 (N=C-0)| 189 (60%) 0,0002%

74 89,6 mg 83-85 175,28 (N=C=N)| 238 (M** 75%); | 239,0820

61% 168,63 (N=C-0)| 119 (100%) 0,0002%

75 1200mg | g o [L75.02 (N=C=N)| 254 (M** 90%); | 255,0592

57% 168,70 (N=C-0)| 135 (90%) 0,0002%

76 110,0 mg 105-107 175,10 (N=C=N)| 266 (M** 60%); | 267,0934

55% 168,72 (N=C-0)| 147 (60%) 0,0002%

282/284

41,5 mg 174,96 (N=C=N)| ! | 283,0638

u 50% | 1193 16877 (N=C-0) (Mllgo((’g"éﬁ/g;’/")' 0,0002%

78 150 mg 205-208 174,25 (N=C=N)| 293 (M"* 75%); | 294,0879

79% 168,99 (N=C-0) 119 (100%) 0,0002%

79 2825Mg | 140 140 [175:20 (N=C=N) 338 (M"* 100%);| 339,1345

73% 168,56 (N=C-0)| 131 (80%) 0,0002%

80 2530mg | 115119 [175:12 (N=C=N) 368 (M"* 100%);| 369,1451

60% 168,55 (N=C-0)| 161 (60%) 0,0002%

81 253,0 mg 177-180 175,39 (N=C=N)| 392 (M** 100%); | 383,1243

60% 168,47 (N=C-0)| 175 (50%) 0,0001%

82 135,0 mg 139-135 175,22 (N=C=N)| 338 (M** 100%); | 339,1358

70% 168,70 (N=C-0) 221 (30%) 0,0006%

O detalhamento completo da caracterizacdo dos compostos 69-82 é mostrado a

sequir.
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4.5. Caracterizacao dos derivados 1,2,4-oxadiazolicos 69-82

4.5.1. Derivado 69 (3-fenil-5-[(Z)-2-fenilvinil]-1,2,4-oxadiazol)

Produto isolado como um sélido branco, com 68% de rendimento e P.F. = 85-87°C.
EMBR (IE, 70eV) (m/z): 103(70%); 117(40%); 119(50%); 129(50%); 131(15%);
145(10%); 247 ([M-H]", 100%); 248(M ™", 30%).

EMAR (ES+) (m/z): 249,1028 ([C1sH12N,0+1H]™, m/z calculado = 249,10224,
variagdo = 0,0002%)

IV (KBr) cm™: 3028,15-3062,86 cm™: vc.y (deformacdo axial ligacdo C-H, Caromético);
1772,53-1965,4 cm™: & (harménicas de deformacdo aromética, padrdo mono-
substituido); vec-c = 1641,37 cm™ (deformacdo axial da ligacdo dupla vinilica, Csp?);
ve-n = 1539,15 cm™ (vibracdo caracteristica de componente C=N do nicleo
oxadiazélico, Csp?); 1440,78-1577,72 cm™: uvc-c (vibracdo do esqueleto aromatico);
vc.o = 1359,77 cm™ (vibragdo caracteristica de componente C-O do ndcleo
oxadiazélico, Csp?); un.o = 960,52 cm™ (vibracdo caracteristica de componente N-O do
ntcleo oxadiazélico, Nsp?); 690,49-908,44 cm™: oc.4 (dobramentos de ligagbes C-H,
Caromatico), 6c-H = 758 cm™ e 690,49 cm™ (padréo de substituicdo do anél aromatico, 5H

V|Z| nhOS, Caromético) .

RMN *H (CDCls), ppm): 8,15-8,17 (m, 2H: Hy); 7,92 (d, J 16 Hz, 1H: HJ); 7,64-7,66
(m, 2H: Hy); 7,53-7,56 (M, 3H: Hs; Hs); 7,46-7,48 (m, 3H: Hs, Hy); 7,11 (d, J 16 Hz,
1H: Hg).

RMN *3C (CDCls), &ppm): 175,26 (Cs): 168,74 (C7); 142,74 (Cs); 134,43 (C1); 131,19
(C); 130,56 (C4); 129,10 (C,); 128,88 (C,): 127,96 (Ca); 127,47(Cs); 126,95 (Cy):;
110,25 (Ca);
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Tabela 14. Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN*H e RMN*C
para o oxadiazol 69.

Oxadiazol 69 (CDCI3) 400 MHz
SoH(ppm); J(Hz) SC(ppm)
- 134,43 (C)
2 7,64-7,66 (m, 2H) 128,88 (CH)
3 7,46-7,48 (m, 2H) 127,47 (CH)
4 7,46-7,48 (m, 1H) 130,56 (CH)
5 7,92 (d, J16 Hz, 1H) 142,74 (CH)
6
7
8

Posicéo

1

7.11(d,J 16 Hz, 1H) 110,25 (CH)

168,74 (C)

- 175,26 (C)

1 - 126,95 (C)
2" 8,15-8,17 (m, 2H) 129,10 (CH)
3 7,53-7,56 (M, 2H) 127,96 (CH)
4 7,53-7,56 (m, 1H) 131,19 (CH)

4.5.2. Derivado 70 (5-[(2)-2-(3-metoxifenil)vinil]-3-fenil-1,2,4-oxadiazol)

Produto isolado como um sélido branco, com 75% de rendimento e P.F. = 88-90°C.
EMBR (IE, 70eV) (m/z): 103(25%); 117(10%); 119(10%); 133(20%); 159(65%);
161(30%); 175 (65%); 278(M ™, 100%).

EMAR (ES+) (m/z): 279,1133 ([C17H14N20+1H]", m/z calculado = 279,11280,
variacao = 0,0002%)

IV (KBr) cm™: 3010,79-3084,08 cm™: vc.y (deformacdo axial ligacdo C-H, Caromético);
2835,27-2956,78 cm™: vc.y (deformacdo axial ligagdo C-H, Csp®); ve=c = 1637,51 cm™
(deformacdo axial da ligacdo dupla vinilica, Csp®); veen = 1556,51 cm™ (vibracéo
caracteristica de componente C=N do nlcleo oxadiazélico, Csp?); 1442,71-
1606,65 cm™: ve=c (vibragdo do esqueleto aromatico); vc.o = 1363,63 cm™ (vibragéo
caracteristica de componente C-O do nlcleo oxadiazolico, Cspz); Uarochs = 1265,26
cm? (vibracdo da ligacdo C-O do grupo metoxila com anel aromatico, Caromatico); Uc-0 =
1049,24 cm™ (vibracéo da ligacdo C-O do grupo metoxila, Csp®); on.o = 966,31 cm™
(vibragéo caracteristica de componente N-O do n(cleo oxadiazélico, Nsp?); 694,35-918

cm™: 6.y (dobramentos de ligagdes C-H no anel aroméatico, Caomatico); oc-n = 918 cm™
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839,01cm™
775,36cm™

(dobramento de C-H no anel aromético, 3H vizinhos, Caromatico); 0c. = 738,71 cm™ e

(dobramento de C-H no anel aromatico, 1H isolado, Cjomatico); Oc-H

(dobramento de C-H no anel aromatico, 2H vizinhos, Caromatico); Oc-H

694,35cm™ (dobramento de C-H no anel aromatico, 5H vizinhos, Caromético)-

RMN *H (CDCls), &ppm): 8,15 (dd, J, 2Hz, J, 8Hz, 2H: H,); 7,89 (d, J 15 Hz, 1H:
Hy); 7,51-7,55 (m, 3H: Hz, Hg); 7,38 (t, J 8Hz,1H: Hs); 7,24 (dd, J; 8 Hz, J, 2Hz, 1H:
He); 7,15 (t, J 2Hz, 1H: H,); 7,09 (d, J 15Hz, 1H: Hg); 7,00 (dd, J; 8Hz, J, 2Hz, 1H:
Ha); 3,89 (s, 3H: Hy).

RMN C (CDCls), &ppm): 175,19 (Cio); 168,74 (Co); 160,03 (Cs); 142,65 (Co);
135,77 (C1); 131,19 (C4); 130,10 (Cs); 128,88 (C»): 127,46 (C3); 126,92 (Cy); 120,63
(C»): 116,41 (Cg); 112,83 (C4); 110,53 (Cg); 55,37 (C1o).

Tabela 15. Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN'H e RMN*C

para o oxadiazol 70.
O.—-‘N 2'

3
10
4

Oxadiazol 70 (CDCI3) 400 MHz

Posicac 3H(ppm); J(Hz) C(ppm)
1 - 126,92 (C)
2 7,15 (t, J 2Hz, 1H) 120,63 (CH)
3 - 160,03 (C)
4 7,00 (dd, J; 8Hz, J, 2Hz, 1H) 112,83 (CH)
5 7,38 (t, J 8Hz, 1H) 130,10 (CH)
6 7,24 (dd, J1 8 Hz, J, 2Hz, 1H) 116,41 (CH)
7 7,88 (d, J 15 Hz, 1H) 142,65 (CH)
8 7,09 (d, J 15Hz, 1H) 110,53 (CH)
9 - 168,74 (C)
10 - 175,19 (C)
11 3,89(s, 3H) 55,37 (CHs)
1 ) 135,77 (C)
o 8,15 (dd, J, 2Hz, J, 8Hz 2H) 128,88 (CH)
3" 7,51-7,55 (m, 2H) 127,46 (CH)
4 7,51-7,55 (M, 1H) 131,19 (CH)
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4.5.3. Derivado 71 (5-[(Z)-2-(4-metoxifenil)vinil]-3-fenil-1,2,4-oxadiazol)

Produto isolado como um sélido branco, com 68% de rendimento e P.F. = 119-121°C.
EMBR (IE, 70eV) (m/z): 103(30%); 117(10%); 119(5%); 133(50%); 159(60%);
161(50%); 175(5%); 278(M™", 100%).

EMAR (ES+) (m/z): 279,1133 ([C17H1N,0,+1H]™, m/z calculado = 279,11280,
variacdo = 0,0002%)

IV (KBr) cm™: 3005,71-3069,35 cm™: vc. (deformacdo axial ligagdo C-H, Caromético);
2840,82-2972,92 cm™: ve.y (deformagdo axial ligagdo C-H, Csp®); ve-c = 1639,3 cm™
(deformacéo axial da ligagdo dupla vinilica, Csp®); veen = 1537,09 cm™ (vibragdo
caracteristica de componente do nlcleo oxadiazélico, Csp?); 1441,62-1599,77 cm™:
vc=c (vibragdo do esqueleto aromatico); vc.o = 1361,59 cm* (vibragdo caracteristica de
componente C-O do nicleo oxadiazélico, Csp®); vehochs = 1245,87 cm™ (vibracdo da
ligacdo C-O do grupo metoxila com anel aromatico, Caomatico); Un-o = 966,22 cm™
(vibragdo caracteristica de componente N-O do ncleo oxadiazélico, Nsp?); 690,44-
822,54 cm™: oc. (dobramentos de ligagdes C-H no anel aromatico, Caromético); Sct =
822,54 cm™ (dobramento de C-H no anel aromético, 2H Vizinhos, Caromatico); Oc-H =
74154 cm™ e 690,44 cm™ (dobramento de C-H no anel aromético, 5H vizinhos,

Caromaltico) .

RMN ‘H (CDCls), Sppm): 8,14-8,16 (m, 2H: Hy): 7,87 (d, J 15 Hz, 1H: Hy); 7,51-7,54
(M, 3H: Hy, He); 7,145 (d, J 2Hz,1H: Hy); 7,12 (dd, J; 8 Hz, J, 2 Hz, 1H: He); 6,91 (d, J
15 Hz, 1H: Hs); 6,885 (d, J 8 Hz, 1H: Hs); 6,06 (s, 2H, Hyy).

RMN **C (CDCls), {ppm): 175,44 (C1o); 164,63 (Cs); 149,88 (C,); 148,56 (Cs); 142,37
(Cy); 131,13 (C4); 128,91 (Cy1') 128,85 (Cyz); 127,44 (C3); 127,01 (Cy); 124,53 (Cs);
108,74 (C,); 108,20 (Cs); 106,22 (Cg); 101,70 (Cy1).
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Tabela 16. Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN*H e RMN*C
para o oxadiazol 71.

2 .
O..-—N 3

Oxadiazol 71 (CDCI3) 400 MHz

Posigac SH(ppm); J(Hz) C(ppm)
1 - 127,06 (C)
2 7,595 (d, J 5 Hz, 2H) 129,65 (CH)
3 6,985 (d, J 5 Hz, 2H) 114,54 (CH)
4 ; 161,60 (C)
5 7,87 (d, J 15 Hz, 1H) 142,37 (CH)
6 6,96 (d, J 15 Hz, 1H) 107,75 (CH)
7 - 164,63 (C)
8 - 175,64 (C)
9 3,89 (s, 3H) 55,46 (CH,)
1 ) 127,19 (C)
0" 8,14-8,16 (M, 2H) 128,86 (CH)
3" 7,52-7,54 (m, 2H) 127,44 (CH)
4 7,52-7,54 (m, 1H) 131,11 (CH)

4.5.4. Derivado 72 (5-[(E)-2-(1,3-benzodioxan-5-il)vinil]-3-fenil-1,2,4-oxadiazol)
Produto isolado como um sélido branco, com 64% de rendimento e P.F. = 157-159°C.
EMBR (IE, 70eV) (m/z): 103(10%); 117(10%); 117(25%); 145(35%); 172(45%):
292(M™, 100%).

EMAR (ES+) (m/z): 293,0926 ([Ci7H12N,O3+1H]™, m/z calculado = 293,09207,
variagdo = 0,0002%)

IV (KBr) cm™: 3021,14-3066,46 cm™ : vc. (deformagdo axial ligacdo C-H, Caromético);
2850,46-2950,74 cm™: vc. (deformacdo axial ligacdo C-H, Csp®); ve=c = 1635,45 cm™
(deformacdo axial da ligacdo dupla vinilica, Csp?); vc-n = 1553,48 cm™ (vibracéo
caracteristica de componente C=N do ndcleo oxadiazélico, Csp?); ve-c = 1441,62-
1596,87 cm™ (vibracdo do esqueleto aromatico, Csp?); vc.o = 1349,05 cm™ (vibragéo
caracteristica de componente C-O do ntcleo oxadiazélico, Csp?); varocr, = 1245,87
cm? (vibracdo da ligacdo C-O do ciclo dioxano com anel aromatico, Caromatico); Uc-o =
1032,76 cm™ (vibragdo da ligagdo C-O do ciclo dioxano, Csp®); vn.o = 967,19 cm™
(vibragdo caracteristica de componente N-O do nlcleo oxadiazélico, Nsp?); 685,61-
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921,87 cm™: 6cp (dobramentos de ligacbes C-H no anel aromatico, Caromatico); Oc-H
921,87 cm™ (dobramento de C-H no anel aromatico, 1H isolado, Caomaico); Oc-H =
816,76 cm™ (dobramento de C-H no anel aromatico, 2H vizinhos, Caomatico); ScH =
737,69 cm™ e 685,61 cm™ (dobramento de C-H no anel aromético, 5H vizinhos,

Caromético) .

RMN H (CDCls), Sppm): 8,13-8,15 (M, 2H: Hy); 7,815 (d, J 15 Hz, 1H: Hy); 7,51-
7,54 (M, 3H: Hy, Ha); 7,145 (d, J 2Hz,1H: Hy); 7,12 (dd, J; 8 Hz, J, 2 Hz, 1H: H); 6,91
(d, J 15 Hz, 1H: Hg); 6,885 (d, J 8 Hz, 1H: Hs); 6,06 (s, 2H, Hy1).

RMN 3C (CDCls),&(ppm): 175,44 (Cio); 164,63 (Co); 149,88 (Ca); 148,56 (Cs); 142,37
(C7); 131,13 (Cy); 128,91 (Cy) 128,85 (Cy); 127,44 (C3); 127,01 (Cy); 124,53 (Cy);
108,74 (C,); 108,20 (Cs); 106,22 (Cs); 101,70 (C1y).

Tabela 17. Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN'H e RMN*C
para o oxadiazol 72.

2
O,N

3
10
4

Oxadiazol 72 (CDCI3) 400 MHz

SH(ppm); J(Hz) &C(ppm)
1 - 127,01 (C)
2 7,145 (d, J 2Hz,1H) 108,74 (CH)
3 - 148,56 (C)
4 - 149,88 (C)
5 6,885 (d, J 8 Hz, 1H) 108,20 (CH)
6 7,12 (dd, J; 8 Hz, J, 2 Hz, 1H) 124,53 (CH)
7 7,815 (d, J 15 Hz, 1H) 142,37 (CH)
8 6,91 (d, J 15 Hz, 1H) 106,22 (CH)
9 - 164,63 (C)
10 - 175,44 (C)
11 6,06 (s, 2H) 101,70 (CH,)
1 - 128,91 (C)
2! 8,13-8,15 (m, 2H) 128,85 (CH)
3' 7,51-7,54 (m, 2H) 127,44 (CH)
4 7,51-7,54 (m, 1H) 131,13 (CH)
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4.5.5. Derivado 73 (5-[(E)-2-(2,3-benzodioxin-6-il)vinil]-3-fenil-1,2,4-oxadiazol):
Produto isolado como um sélido branco, com 68% de rendimento e P.F. = 143-145°C.
EMBR (IE, 70eV) (m/z): 103(45%); 117(25%); 119(35%); 161(45%); 187(50%);
189(60%); 306(M ™", 100%).

EMAR (ES+) (m/z): 307,1083 ([CigH1N,O3+1H]™, m/z calculado = 307,10772,
variacdo = 0,0002%)

IV (KBr) cm™: ve.s (Csp?) = 3040,52-3058,75 cm™: ve.y (deformagdo axial ligagdo C-
H, Caromatico); 2876,49-2978,71 cm™: ven (deformacéo axial ligagdo C-H, Csp3); Uc=c =
1644,12 cm™ (deformacdo axial da ligacéo dupla vinilica, Csp?); uvc=n = 1538,05 cm™
(vibragdo caracteristica de componente C=N do nucleo oxadiazélico, Csp?); 1443,55-
1604,59 cm™ : ve=c (vibracdo do esqueleto aromatico); vc.o = 1360,62 cm? (vibragéo
caracteristica de componente C-O do nucleo oxadiazélico, Csp?); varocr, = 1284,44
cm™ e 1244,91 cm™ (vibracdo das ligacdes C-O do ciclo dioxano com anel aromatico,
Caromatico); Uc-o = 1057,83 cm™ (vibracéo de ligagdo C-O do ciclo dioxano, Csp®); uno =
980,69 cm™ (vibragéo caracteristica de componente N-O do nucleo oxadiazélico, Nsp?);
691,4-918,01 cm™: oc.y (dobramentos de ligages C-H no anel aromatico, Caromatico);

oo = 918,01 cmt (dobramento de C-H no anel aromatico, 1H isolado, Caromatico);

oo = 809,04 cmt (dobramento de C-H no anel aromatico, 2H vizinhos, Caromatico);

ocn = 738,65 cm™ e 691,4 cm™ (dobramento de C-H no anel aromético, 5H vizinhos,

Caroméuico) .

RMN 'H (CDCl3), &ppm): 8,14-8,15 (m, 2H: Hy); 7,795 (d, J 15 Hz, 1H: H;); 7,51-
7,54 (m, 3H: Hg, Hy); 7,17 (d, J 2Hz,1H: H,); 7,15 (dd, J1 8 Hz, J, 2 Hz, 1H: Hg); 6,925
(d, J 15 Hz, 1H: Hg); 6,92 (d, J; 8 Hz, 1H: Hs); 4,32 (m, 4H: Hi1, Hio).

RMN 3C (CDCls),&(ppm): 175,50 (Cio); 168,63 (Co); 145,92 (Ca); 143,85 (Cs); 142,29
(C7); 131,12 (C4); 128,85 (Cz); 128,12 (Cy); 127,44 (C3): 127,03 (Cy); 121,99 (Cy);
117,90 (C,); 116,55 (Cs); 108,36 (Cs); 64,60 (C11): 64,24 (Cyo).
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Tabela 18. Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN*H e RMN*C
para o oxadiazol 73.

Oxadiazol 73 (CDCI;3) 400 MHz

Posigac 3H(ppm); J(Hz) 5C(ppm)
1 - 127,03 ()
2 7,17 (d, J 2Hz,1H) 117,90 (CH)
3 - 143,85 (C)
4 ; 145,92 (C)
5 6,92 (d, J 8 Hz, 1H) 116,55 (CH)
6 7,15 (dd, J, 8 Hz, J, 2 Hz, 1H) 121,99 (CH)
7 7,795 (d, J 15 Hz, 1H) 142,29 (CH)
8 6,925 (d, J 15 Hz, 1H) 108,36 (CH)
9 ] 168,63 (C)
10 - 175,50 (C)
11 4,32 (m, 2H) 64,60 (CHy)
12 4,32 (m, 2H) 64,24 (CHy)
1 - 128,12 (C)
2" 8,14-8,15 (m, 2H) 128,85 (CH)
3" 7,51-7,54 (m, 2H) 127,44 (CH)
4 7,51-7,54 (m, LH) 131,12 (CH)

4.5.6. Derivado 74 (5-[(E)-2(furan-2-il)-vinil]-3-fenil-1,2,4-oxadiazol)
Produto isolado como um sélido marrom, com 61% de rendimento e P.F. = 83-85°C.
EMBR (IE, 70eV) (m/z): 103(15%); 119 (100%); 121(40%); 135(5%); 238(M"", 75%).

EMAR (ES+) (m/z): 239,0820 ([C14H1oN,0»+1H]™, m/z calculado = 239,08150,
variacdo = 0,0002%)

IV (KBr) cm™: 3066,72-3124,59 cm™: ve.y (deformacdo axial ligacdo C-H, Caromético);
ve=c (Csp?) = 1641,37 cm™ (deformagdo axial da ligacdo dupla vinilica, Csp?); ve=n =
1527,58 cm™ (vibracdo caracteristica de componente C=N do nucleo oxadiazélico,
Csp?); 1442,71-1583,51 cm™: ve=c (vibragdo do esqueleto aromatico); ve.o = 1359,77
cm™ (vibracio caracteristica de componente C-O do n(icleo oxadiazélico, Csp?); vc.o =
1261,41 cm™ e 1290,34 cm™ (vibracdo caracteristica de ligacdo C-O do ciclo furano,
Csp®); ono = 958,59 cm™ (vibragdo caracteristica de componente do nucleo

oxadiazolico); oc.H (Cspz) = 694,35-925,80 cm™ (dobramentos de ligacdes C-H em anel
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aromatico, Caromético); oc-H (CSp?) = 694,35 cm™ e 738,71 cm™ (dobramento de C-H no

anel aromatico, 5H vizinhos, Caromatico)-

RMN ‘H (CDCls), Sppm): 8,13-8,15 (m, 2H: H,); 7,65 (d, J 15 Hz, 1H: He); 7,575 (d,
J 5Hz, 1H: Hg); 7,49,-7,53 (m, 3H: Hy, Ha); 6,97 (d, J 15 Hz, 1H: Hy); 6,725 (d, J 5 Hz,
1H: Hs); 6,55 (t, J 5Hz, 1H: Hy).

RMN *3C (CDCl5), &ppm): 175,28 (C,); 168,63 (Cg); 150,80 (Cy); 145,14 (Cs); 131,15
(Cs); 128,86 (Cy); 128,82 (Cy); 127,44 (C3); 126,97 (Cy); 115,22 (Cs); 112,59 (Cy);
107,85 (C).

Tabela 19. Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN*H e RMN*3C
para o oxadiazol 74.

Oxadiazol 74 (CDCI3) 400 MHz

Posicac SH(ppm); I(Hz) C(ppm)
1 - 150,80 (C)
3 7,575 (d, J 5Hz, 1H) 131,15 (CH)
4 6,55 (t, J 5Hz, 1H) 112,59 (CH)
5 6,725 (d, J 5 Hz, 1H) 115,22 (CH)
6 7,65 (d, J 15 Hz, 1H) 145,14 (CH)
7 6,97 (d, J 15 Hz, 1H) 107,85 (CH)
8 - 168,63 (C)
9 ; 175,28 (C)
1 ; 126,97 (C)
o 8,13-8,15 (M, 2H) 128,86 (CH)
3" 7,49,7,53 (m, 2H) 127,44 (CH)
4 7,49,-7,53 (M, 1H) 128,82 (CH)

4.5.7. Derivado 75 (5-[(E)-2(tiofen-2-il)-vinil]-3-fenil-1,2,4-oxadiazol)

Produto isolado como um sélido amarelo, com 57% de rendimento e P.F. = 93-95°C.
EMBR (IE, 70eV) (m/z): 103(10%); 109(50%); 119(15%); 135(90%); 137(50%);
151(20%); 254(M ™", 90%)).

EMAR (ES+) (m/z): 255,0592 ([C14H10N,OS+1H]™, m/z calculado = 255,05866,
variagdo = 0,0002%)
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IV (KBr) cm™: 3059,01-3097,58 cm™: e (deformacéo axial ligagdo C-H, Caromético);
ve-c = 1635,59 cm™ (deformacéo axial da ligagdo dupla vinilica, Csp?); vc-n = 1552,65
cm™ (vibragdo caracteristica de componente C=N do nlcleo oxadiazélico, Csp?);
1444,64-1502,5 cm™: vc—c (vibracdo do esqueleto aromatico); vc.o = 1359,77 cm™
(vibragdo caracteristica de componente C-O do nicleo oxadiazélico, Csp%); un-o =
956,66 cm™ (vibragéo caracteristica de componente N-O do nucleo oxadiazélico, Nsp?);
690,49-856,37 cm™: oc.n (dobramentos de ligacdes C-H no anel aromatico, Caromatico);
ocn (Csp®) = 690,49 cm™ e 711,71 cm™ (dobramento de C-H no anel aromético, 5H

vizinhos, Caromatico)-

RMN C (CDCls), Sppm): 175,02 (Cs); 168,70 (Cs): 139,07 (C1); 135,12 (Ce); 131,16
(Cs): 131,03 (C4); 128,86 (Cs); 128,86 (C»); 128,82 (Ca): 127,44 (C3): 126,97 (Cy):
108,99 (C»).

Tabela 20. Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN'H e RMN*C
para o oxadiazol 75.

Oxadiazol 75 (CDCI3) 400 MHz

Posigac 3H(ppm); J(Hz) C(ppm)
1 - 139,07 (C)
3 7,465 (d, J 5 Hz, 1H) 131,16 (CH)
4 7,13 (t, J 5Hz, 1H) 128,82 (CH)
5 7,375 (d, J 5 Hz, 1H) 128,86 (CH)
6 8,015 (d, J 15 Hz, 1H) 135,12 (CH)
7 6,885 (d, J 15 Hz, 1H) 108,99 (CH)
8 ] 168,70 (C)
9 . 175,02 (C)
1 - 126,97 (C)
o 8,14-8,16 (m, 2H) 128,86 (CH)
3" 7,51-7,54 (m, 2H) 127,44 (CH)
4 7,51-7,54 (m, 1H) 131,03 (CH)
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4.5.8. Derivado 76 (5-[(E)-2-(4-fluorfenil)vinil]-3-fenil-1,2,4-oxadiazol)

Produto isolado como um sélido branco, com 55% de rendimento e P.F. = 105-107°C.
EMBR (IE, 70eV) (m/z): 119(50%); 121(25%); 147(60%); 149(20%); 163(5%);
266(M™, 50%).

EMAR (ES+) (m/z): 267,0934 ([CisH1:FN,O+1H]™, m/z calculado = 267,09282,
variacdo = 0,0002%)

IV (KBr) cm™: veny = 3049,36 cm™(deformacéo axial ligacdo C-H, Caomatico); Uc=c =
1643,3 cm™ (deformacdo axial da ligagdo dupla vinilica, Csp®); ve-n = 1544,93 cm™
(vibragdo caracteristica de componente C=N do nucleo oxadiazdlico, Csp?); 1442,71-
1595,08 cm™: ve-c (vibragdo do esqueleto aromatico); ve.o = 1359,77 cm™ (vibragéo
caracteristica de componente C-O do nucleo oxadiazélico, Csp®); vc.r = 1224,76 cm™
(vibrago axial da ligacdo C-F, Caromatico); Un-o = 974,02 cm™ (vibragéo caracteristica de
componente N-O do nicleo oxadiazélico, Nsp?); 688,57-823,58 cm™ och
(dobramentos de ligacbes C-H no anel aromatico, Cjomatico); oc-H = 823,58 cm?
(dobramento de C-H no anel aromatico, 2H Vizinhos, Caomético); octi (Csp?) = 688,57
cm™ e 702,07 cm™ (dobramento de C-H no anel aromatico, 5H vizinhos, Caromético)-

RMN *H (CDCls), &ppm): 8,14-8,16 (m, 2H: Hy); 7,88 (d, J 15 Hz, 1H: Hs); 7,62-7,65
(dd, 3" oo 8Hz, 3 5Hz, 2H: H,); 7,52-7,54 (m, 3H: H3, Hs); 7,16 (dd, 3™ Feta 5Hz,
J7H 5Hz, 2H: H3); 7,02 (d, J 15 Hz, 1H: He).

RMN C (CDCl3),&ppm): 175,10 (Cs); 168,72 (C;); 164,03 (d, J°F 275Hz ,C,);
141,39 (Cs); 131,22 (C4); 130,685 (d, J°F 3Hz ,C,); 129,845 (d, J°F 12Hz ,C,); 128,89
(C2); 127,45 (C3); 126,87 (C1); 116,29 (d, I°F 22Hz, C3); 107,75 (Ce).
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Tabela 21. Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN*H e RMN*C
para o oxadiazol 76.
O-——N 2 3

Oxadiazol 76 (CDCI3) 400 MHz

Posigao 31(ppm); J(H2) &C(ppm)

1 - 130,69 (d, J“" 3Hz, C)
2 7,595 (d, J 5 Hz, 2H) 129,85 (d, J°F 9Hz, CH)
3 6,985 (d, J 5 Hz, 2H) 116,29 (d, J°F 22Hz, CH)
4 - 164,03 (d, J°F 250Hz ,C)
5 7,87 (d, J 15 Hz, 1H) 141,39 (CH)

6 6,96 (d, J 15 Hz, 1H) 107,75 (CH)

7 - 168,72 (C)

8 - 175,10 (C)

1" - 126,87 (C)

2" 8,14-8,16 (m, 2H) 128,89 (CH)

3" 7,52-7,54 (m, 2H) 127,45 (CH)

4" 7,52-7,54 (m, 1H) 131,22 (CH)

4.5.9. Derivado 77 (5-[(E)-2-(4-clorofenil)vinil]-3-fenil-1,2,4-oxadiazol)

Produto isolado como um sélido branco, com 50% de rendimento e P.F. = 151-153°C.
EMBR (IE, 70eV) (m/z): 103(15%); 119(50%); 163(40%); 165(30%); 167(5%);
282/284(M™, 60%/20%).

EMAR (ES+) (m/z): 283,0638 ([CisH1:CIN,O+1H]™, m/z calculado = 283,06327,
variacdo = 0,0002%)

IV (KBr) cm™: 3037,79-3060,94cm™ (deformacéo axial ligacdo C-H, Caromético); Uc=c =
1645,23 cm™ (deformacdo axial da ligacdo dupla vinilica, Csp?); ve=n = 1543,01 cm™
(vibragéo caracteristica de componente do nlcleo oxadiazélico); 1444,64-1571,94 cm™:
ve=c (vibragdo do esqueleto aromatico); vc.o = 1361,7 cm™ (vibracio caracteristica de
componente C-O do nicleo oxadiazélico, Csp?); wvno = 975,95cm™ (vibragdo
caracteristica de componente N-O do n(cleo oxadiazélico, Nsp?); oc.ci = 815,86 cm™
(vibragdo axial da ligagdo C-Cl, Caomaico); 692,42-912,3 cm™: oc.i (dobramentos de
ligagBes C-H no anel aromatico, Caomtico); oc-H (Csp?) = 692,42 cm™ e 705,92 cm™
(dobramento de C-H no anel aromético, 5H vizinhos, Caromatico)-
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RMN ‘H (CDCls), Sppm): 8,14-8,15 (m, 2H: Hy): 7,86 (d, J 15 Hz, 1H: H); 7,52-7,58
(M, 5H: Hs, Hy, Ha); 7,44 (d, J 8 Hz, 2H: H,); 7,07 (d, J 15 Hz, 1H: H,).

RMN 3C (CDCls),&ppm): 174,96 (Cg); 168,77 (C;); 141,23 (Cs); 136,49 (C,); 132,90
(Cy1); 131,24 (Cy); 129,39 (Cy); 129,08 (Cy); 128,90 (Cs); 127,45 (Cg); 126,84 (Cy);
110,77 (Cs).

Tabela 22. Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN*H e RMN*3C

para o oxadiazol 77.
o—N 2

3
8
4

Oxadiazol 77 (CDCI3) 400 MHz

Posigac SH(ppm); I(H2) C(ppm)
1 i 126,34(C)
2 7,44 (d, J 8 Hz, 2H) 129,39 (CH)
3 7,52-7,58 (M, 2H) 128,90 (CH)
4 i 136,49 (C)
5 7,86 (d, J 15 Hz, 1H) 141,23 (CH)
6 7,07 (d, J 15 Hz, 1H) 110,77(CH)
7 i 168,77 (C)
8 i 174,96 (C)
1 i 132,90 (C)
> 8,14-8,15 (m, 2H) 129,08 (CH)
3" 7,52-7,58 (M, 2H) 127,45 (CH)
4 7,52-7,58 (m, 1H) 131,24 (CH)

4.5.10. Derivado 78 (5-[(E)-2-(4-nitrofenil)vinil]-3-fenil-1,2,4-oxadiazol)
Produto isolado como um sélido amarelo, com 79% de rendimento e P.F. = 205-208°C.
EMBR (IE, 70eV) (m/z): 91(60%); 119(100%); 173(40%); 246(30%); 293(M ", 80%).

EMAR (ES+) (m/z): 294,0879 ([C1sH1:N3O3+1H]", m/z calculado = 294,08732,
variagdo = 0,0002%)

IV (KBr) cm™: = 3034,64-3108,89 cm™: vc. (deformagcdo axial ligagdo C-H, Caromético);
ve-c = 1645,09 cm™ (deformacéo axial da ligagdo dupla vinilica, Csp?); vc-n = 1548,66
cm™ (vibragdo caracteristica de componente C=N do nucleo oxadiazélico, Csp?);
1445,48-1595,91 cm™: vc-c (vibragdo do esqueleto aromatico); vn.o = 1340,37 cm™ e

1512,98 cm™ (deformacdes axiais caracteristicas de grupo -NO,); vn.o = 975,87cm™
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(vibragdo caracteristica de componente N-O do nucleo oxadiazolico, Nsp?); 692,36-
916,08 cm™: 6c.n (dobramentos de ligacbes C-H no anel aromatico, Caromatico); Oc-H =
835,08 cm™ (dobramento de 2Haom. Vizinhos); oc. (Csp?) = 751,19 cm™ e 692,36 cm™

(padréo de substituicdo do anél aromatico, 5Harom Vizinhos).

RMN ‘H (CDCls), &ppm): 8,33 (d, J 8 Hz, 2H: Hy); 8,14-8,16 (m, 2H: Ha); 7,955 (d, J
15 Hz, 1H: HJ); 7,80 (d, J 8Hz, 1H: Hy); 7,52-7,58 (m, 3H: Hz, Ha); 7,325 (d, J 15 Hz,
1H: Hy).

RMN 3C (CDCls),8(ppm): 174,25 (Cs); 168,99 (C;); 148,59 (Cu); 140,41 (Cy); 139,69
(Cs): 131,42 (Cy); 128,96 (Cy); 128,52 (Cy); 127,47 (C3); 126,59 (Cy); 124,39 (C3):
114,34 (Cq).

Tabela 23. Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN*H e RMN*C

para o oxadiazol 78.

Oxadiazol 78 (CDCI3) 400 MHz

Posigac SH(ppm); J(Hz) C(ppm)
1 : 140,41 (C)
2 8,33 (d, J 8 Hz, 2H) 128,96 (CH)
3 7,80 (d, J 8Hz, 1H) 127,47 (CH)
4 i 148,59 (C)
5 7,955 (d, J 15 Hz, 1H) 139,69 (CH)
6 7,325 (d, J 15 Hz, 1H) 114,34 (CH)
7 i 168,99 (C)
8 ; 174,25 (C)
1 i 126,59 (C)
> 8,14-8,16 (M, 2H) 128,52 (CH)
3" 7,52-7,58 (m, 2H) 124,39 (CH)
4 7,52-7,58 (M, 1H) 131,42 (CH)
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4.5.11. Derivado 79 (5-[(E)-2-fenilvinil]-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1,2,4-oxadiazol)
Produto isolado como um sélido branco, com 73% de rendimento e P.F. = 138-140°C.
EMBR (IE, 70eV) (m/z): 103(45%); 131 (80%); 193(5%); 209(5%); 338 (M™", 100%).

EMAR (ES+) (m/z): 339,1345 ([C1gH1gN,O4+1H]™, m/z calculado = 339,13393,
variacdo = 0,0002%)

IV (KBr) cm™: 3037,79-3060,94cm™: vc.y (deformacéo axial ligagdo C-H, Caromético);
2832,14-2962,32cm™: vy (deformacdo axial ligagdo C-H, Csp®); ve-c = 1636,41 cm™
(deformagdo axial da ligacdo dupla vinilica, Csp?); vc-n = 1557,34 cm™ (vibracdo
caracteristica de componente C=N do nucleo oxadiazélico, Csp?); 1413,66-1595,95 cm’
' ve=c (vibragdo do esqueleto aromético); vc.o = 1363,51cm™ (vibracdo caracteristica
de componente C-O do nucleo oxadiazolico, Cspz); Uar-ochs = 1229,48 cm™ (vibracéo
da ligagdo C-O do grupo metoxila com anel aromético, Caromatico); Uc.o = 1129,19 cm™
(vibracdo da ligagdo C-O do grupo metoxila, Csp®); ono = 995,15cm™ (vibragcéo
caracteristica de componente N-O do nlicleo oxadiazélico, Nsp?); 698,15-914,15 cm™:
oc.1 (dobramentos de ligagdes C-H no anel aromatico, Caromatico); 0c-+ = 694,35 cm™ e

738,71 cm™ (dobramento de C-H no anel aromatico, 5H vizinhos, Cromatico)-

RMN ‘H (CDCls), Sppm): 7,92 (d, J 16 Hz, 1H: Hs); 7,63-7,66 (M, 2H: H,); 7,46-7,48
(M, 3H: Hs, Ha); 7,40 (s, 2H: Hy): 7,10 (d, J 16 Hz, 1H: Hy); 3,99 (s, 6H, Hs): 3,95 (s,
3H, Hg).

RMN C (CDCls), &ppm): 175,20 (Cs); 168,56 (C7); 153,37 (C3); 142,86 (Cs); 140,49
(Ca); 134,39 (Cy); 130,61 (Ca); 129,11 (Cy); 127,95 (Cs); 122,14 (Cy); 110,15 (Co);
104,52 (C»); 60,99 (Cg); 56,30 (Cs).
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Tabela 24. Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN*H e RMN*C
para o oxadiazol 79.

Oxadiazol 79 (CDCI3) 400 MHz

Posigac SH(ppm); I(Hz) C(ppm)
1 i 134,39 (C)
2 7,63-7,66 (m, 2H) 129,11 (CH)
3 7,46-7,48 (m, 2H) 127,95 (CH)
4 7,46-7,48 (m, 1H) 130,61 (CH)
5 7,92 (d, J 16 Hz, 1H) 142,86 (CH)
6 7,10 (d, J 16 Hz, 1H) 110,15 (CH)
7 i 168,56 (C)
8 i 175,20 (C)
1 i 122,14 (C)
o 7,40 (s, 2H) 104,52 (CH)
3" i 153,37 (C)
4 i 140,49 (C)
5" 3,99 (s, 6H) 56,30 (CHa)
6" 3,95 (s, 3H) 60,99 (CH,)

45.12. Derivado 80 (5-[(E)-2-(3-metoxifenil)vinil]-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1,2,4-
oxadiazol)
Produto isolado como um sélido branco, com 60% de rendimento e P.F. = 117-119°C.

EMBR (IE, 70eV) (m/z): 118 (20%); 133(20%); 159(10%); 161(60%); 175(15%):;
193(15%); 209(10%); 368 (M"", 100%).

EMAR (ES+) (m/z): 369,1451 ([CooH2N,Os+1H]™, m/z calculado = 369,14450,
varia¢do = 0,0001%)

IV (KBr) cm™: 3033,93-3062,86 cm™: vc. (deformacio axial ligagdo C-H, Caromético);
2831,41-2925,92 cm™: vy (deformacéo axial ligagdo C-H, Csp®); ve-c = 1641,37 cm™
(deformacdo axial da ligacdo dupla vinilica, Csp®); ovec-n = 1554,58 cm™ (vibracdo
caracteristica de componente C=N do nicleo oxadiazélico, Csp?); 1417,64-1602,08
cm™: uve—c (vibracdo do esqueleto aromético); uvco = 1361,70cm™ (vibracdo

caracteristica de componente C-O do nicleo oxadiazélico, Csp®); var.ocns = 1230,55 e
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1261,41 cm™ (vibracdes de ligagdes C-O de grupo metoxila com anel aromatico,

Caromatico); Uc-o = 1128,32 cm™ (vibracédo da ligagédo C-O do grupo metoxila, Csp3); UN-O

= 1006,81 cm™ (vibragdo caracteristica de componente N-O do nicleo oxadiazélico,

Nsp?®); 675,06-862,15 cm™: oc.py (dobramentos de ligagdes C-H no anel aromatico,

Caromatico); Oc-H = 7715 cm? (dobramento de C-H no anel aromatico, 3H vizinhos,

Caromético) ;-

RMN *H (CDCl3), Sppm): 7,88 (d, J 16 Hz, 1H: H); 7,40 (s, 2H: Hy); 7,38 (t, J 8Hz,
1H: Hs); 7,235 (dd, J; 8Hz, J, 2Hz, 1H: Hg); 7,15 (t, J 2Hz, 1H: H,*); 7,08 (d, J 16 Hz,
1H: Hy); 7,005 (dd, J; 8Hz, J, 2Hz, 1H: Hy); 3,99 (s, 6H: Hs) ; 3,95 (s, 3H: Hg); 3,89 (s,

3H: H11).

RMN C (CDCls),&ppm): 175,12 (C10); 168,55 (Cs); 160,03 (Cs); 153,56 (Cg.); 142,86
(C); 140,49 (Cs); 135,73 (C1); 130,11 (Cs); 122,12 (C1): 120,62 (Ce); 116,41 (Cy);

112,85 (C4) 110,42 (Cs); 104,51 (C»); 60,99 (Ce): 56,30 (Cs); 55,35 (C1).

Tabela 25. Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN'H e RMN*C

para o oxadiazol 80.

Oxadiazol 80 (CDCI3) 400 MHz

Posigac SH(ppm); J(Hz) C(ppm)
1 2 135,73 (C)
2 7,15 (t, J 2Hz, 1H) 116,41 (CH)
3 i 160,03 (C)
4 7,005 (dd, J; 8Hz, J, 2Hz, 1H) 112,85 (CH)
5 7,38 (t, J 8Hz,1H) 130,11 (CH)
6  7,235(dd, Ji 8Hz, J, 2Hz, 1H) 120,62 (CH)
7 7,88 (d, J 16 Hz, 1H) 142,86 (CH)
8 7,08 (d, J 16Hz, 1H) 110,42 (CH)
9 i 168,55 (C)
10 - 175,12 (C)
11 3,89 (s, 3H) 55,35 (CHs)
1 i 122,12 (C)
> 7,40 (s, 2H) 104,51 (CH)
3" i 153,56 (C)
4 i 140,49 (C)
5" 3,99 (s, 6H) 56,30 (CHy)
6" 3,95 (s, 3H) 60,99 (CHs)
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4.5.13. Derivado 81 (5-[(E)-2-(1,3-benzodioxin-5-il)vinil]-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-
1,2,4-oxadiazol)
Produto isolado como um sélido branco, com 60% de rendimento e P.F. = 177-180°C.

EMBR (IE, 70eV) (m/z): 166 (20%), 175(50%); 367(40%); 382 (M"", 100%).

EMAR (ES+) (m/z): 383,1243 ([CH1sN206+1H]", m/z calculado = 383,12376,
variagdo = 0,0001%)

IV (KBr) ecm™: 3009,57-3103,1 cm™: vc.4 (deformacdo axial ligagdo C-H, Caromético);
2836,96-2983,53 cm™: vc.y (deformagcdo axial ligagdo C-H, Csp®); ve-c = 1647,02 cm™
(deformacéo axial da ligacdo dupla vinilica, Csp®); vc-n = 1539,98 cm™ (vibracdo
caracteristica de componente C=N do nlcleo oxadiazélico, Csp?); 1414,62-1597,84
cm™ ue-c (vibragdo do esqueleto aromatico); vc.o = 1354,84 cm™ (vibracdo
caracteristica de componente C-O do nlicleo oxadiazélico, Csp?); wvc.o (Csp?) =
1255,51 cm™e 1230,44 cm™ (vibracdes de ligacdo C-O de grupos metoxila e anel
dioxano com anel aromatico, Cgromatico); Uc-o (Csp3) = 1130,15 cm (vibracbes de
ligagBes C-O de grupos metoxila e anel dioxano, Csp®); vn.o = 996,12 cm™ (vibragéo
caracteristica de componente N-O do niicleo oxadiazélico, Nsp?); 717,44-929,58 cm™:
cm™: oc. (dobramentos de ligacBes C-H no anel aromatico, Caromético); Scn = 929,58
cm™ (dobramento de C-H no anel aromético, 1H isolado, Caromatico)-

RMN 'H (CDCls), &ppm): 7,81 (d, J 16 Hz, 1H: H;); 7,38 (s, 2H: Hy); 7,10-7,13 (m,
2H: H,, He); 6,89 (d, J 16Hz, 1H: Hg); 6,88 (d, J 8Hz, 1H: Hs) ; 6,06 (s, 2H, Hi1) ; 3,98
(s, 6H, Hs) ; 3,94 (s, 3H, He).

RMN C (CDCls), &(ppm): 175,39 (C1o); 168,47 (Cs); 153,55 (C3); 149,92 (Cs); 148,56
(Ca); 142,37 (C;); 140,42 (Cy); 128,85 (Cy) 124,57 (Ce): 122,22 (Cy): 108,74 (Cy);
108,07 (Cs); 106,18 (Cs); 104,47 (C»); 101,70 (Cy1); 60,95 (Cg.); 56,30 (Cs).
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Tabela 26. Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN*H e RMN*C
para o oxadiazol 81.

Oxadiazol 81 (CDCI;3) 400 MHz

Posigac SH(ppm); J(Hz) C(ppm)
1 i 122,22 (C)
2 7,10-7,13 (m, 1H) 108,74 (CH)
3 i 149,92 (C)
4 i 148,56 (C)
5 6,88 (d, J 8Hz, 1H) 108,07 (CH)
6 7,10-7,13 (M, 1H) 124,57 (CH)
7 7,81 (d, J 16 Hz, 1H) 142,37 (CH)
8 6,89 (d, J 16Hz, 1H) 106,18 (CH)
9 i 168,47 (C)
10 i 175,39 (C)
11 6,06 (s, 2H) 101,70 (CH,)
1 i 128,85 (C)
o 7,38 (s, 2H) 104,47 (CH)
3" i 153,55 (C)
4 i 140,42 (C)
5" 3,98 (s, 6H) 56,30 (CHs)
6" 3,94 (s, 3H) 60,95 (CH,)

4.5.14. Derivado 82 (5-[(E)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)vinil]-3-fenil)-1,2,4-oxadiazol)
Produto isolado como um sélido marrom, com 70% de rendimento e P.F. = 132-135°C.

EM (IE, 70eV) (m/z): 77(15%); 176(20%); 221(25%); 323(30%): 338 (M*", 100%).

EMAR (ES+) (m/z): 339,1358 ([C1oH1sN,04+1H]™, m/z calculado = 339,13393,
varia¢do = 0,0006%)

IV (KBr) cm™: ey (Csp?) = 3066,46 cm™ (deformaco axial ligagdo C-H, Caromético);
2833,10-2991,25 cm™: ve. (deformacdo axial ligagdo C-H, Csp®); ve=c = 1625,80 cm™
(deformacdo axial da ligacdo dupla vinilica, Csp®); vc-n = 1548,66 cm™ (vibracdo
caracteristica de componente C=N do nicleo oxadiazélico, Csp?); 1417,51-1581,44
cm™: ve-c (vibracdo do esqueleto aromatico); uc.o (Csp?) = 1336,51 cm™ (vibragdo

caracteristica de componente C-O do n(cleo oxadiazélico, Csp?); wvc.o = 1240,08 cm™
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(vibracdo da ligacdo C-O do grupo metoxila com anel aromatico, Caromatico); Uc-o0 =
1128,23 cm™ (vibragdo da ligacdo C-O do grupo metoxila, Csp®); un.o = 995,15 cm™
(vibracdo caracteristica de componente N-O do ncleo oxadiazélico, Nsp?); 694,29 -
819,65 cm™: 6c.p (dobramentos de ligacbes C-H no anel aromatico, Caromatico); Oc-H =
694,29 cm™ e 740,58 cm™ (dobramento de C-H no anel aromético, 5H vizinhos,

Caromético) .

RMN *H (CDCls), &ppm): 8,15 (m, 2H: Hy): 7,83 (d, J 16Hz, 1H: Hs); 7,53 (m, 3H:
Ha, Ha); 7,01 (d, J 16Hz, 1H: Hg); 6,87 (5, 1H: H,); 3,95 (s, 6H, Ho) ; 3,93 (s, 3H, Hio).

RMN *¥C (CDCls), &ppm): 175,22 (C, Cg); 168,70 (C, C;); 153,58 (C, Cs); 142,64
(CH, C3); 140,30 (C, C4); 131,21 (CH, C4); 129,93 (C, Cy); 128,90 (CH, C3) 127,43
(CH, Cy); 126,93 (C, Cy); 109,49 (CH, Ce); 105,04 (CH, C,); 61,06 (CHs, C1o); 56,21
(CHs, Cy).

Tabela 27. Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN*H e RMN*3C
para o oxadiazol 82.

Oxadiazol 82 (CDCI;3) 400 MHz

SH(ppm); J(Hz) &C(ppm)
1 - 126,93 (C)
2 6,87 (s, 2H) 105,04 (CH)
3 - 153,58 (C)
4 - 140,30 (C)
5 7,83 (d, J 16Hz, 1H) 142,64 (CH)
6 7,01 (d, J 16Hz, 1H) 109,49 (CH)
7 - 168,70 (C)
8 - 175,22 (C)
9 3,95 (s, 6H) 56,21 (CHa)
10 3,93 (s, 3H) 61,06 (CHa)
1 - 129,93 (C)
2" 8,15 (m, 2H) 127,43 (CH)
3" 7,53 (m, 2H) 128,90 (CH)
4 7,53 (m, 2H) 131,21 (CH)
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4.6. Protocolo experimental para ensaio de atividade bioldgica frente a
epimastigotas de T. cruzi (Tulahuen C2C4)

Os parasitos (epimastigotas de T. cruzi, cepa Tulahuen C2C4) foram incubados
por 7 dias em placas de 96 pocos de fundo chato e material transparente na
concentracdo da 3x10° parasitos/mL em meio LIT suplementado com hemina (25 mg/L)
e 10% de soro fetal bovino e volume final de 100 pL/poco. Foi realizado o tratamento
com os compostos teste 69-82 e com o farmaco de referéncia 1 (benzonidazol) nas
concentragbes de 100, 60, 24, 9,6, 3,8 e 1,5 UM em triplicata, pré-solubilizados em
DMSO. Triplicatas de parasitos sem tratamento (controle Vivo), tratadas com 0,3% v/v
de DMSO (veiculo) e sem parasitos (controle branco) serviram como controle do
experimento.

Apos o periodo de incubacgdo foram adicionados aos pogos de cultura 50 pL de
solucdo de CPRG (96, 0,3 g/L) + Igepal (0,8% v/v) em PBS. Apdés incubacdo por 60
minutos as placas foram lidas em leitor de Elisa com filtro de luz de 4 = 595nm. Os
valores de absorbancia obtidos foram descontados da média das medidas do controle
branco e tratados estatisticamente no programa GraphPad Prism 4 utilizando o teste T

de Student, sendo consideradas estatisticamente relevantes quando P < 0,05.

4.7. Protocolo experimental para ensaio de atividade bioldgica frente a
epimastigotas de T. cruzi (Dm28c)

Os parasitos (epimastigotas de T. cruzi, cepa Dm28c) foram incubados por 7
dias em placas de 96 pocos de fundo chato e material transparente na concentracdo da
3x10° parasitos/mL em meio BHI suplementado com hemina (25 mg/L) e 10% de soro
fetal bovino e volume final de 100 pL/poco. Foi realizado o tratamento com o0s
compostos teste 69-82 e com o farmaco de referéncia 1 (benzonidazol) nas
concentragfes de 100, 60, 24, 9,6, 3,8 e 1,5 UM em triplicata, pré-solubilizados em
DMSO. Triplicatas de parasitos sem tratamento (controle Vivo), tratadas com 0,3% v/v
de DMSO (veiculo) e sem parasitos (controle branco) serviram como controle do
experimento.

Apobs o periodo de incubacgdo as placas foram centrifugadas a 1500 rpm e 4°C
por 10' e o meio de cultura vertido. Os parasitos foram entdo ressuspendidos em 80
uL/poco de PBS supletmentado com 2 mg/mL de glicose e 10% SFB e tratados com 20
pL/pogo de solucdo de sal de MTT (1,25 mg/mL) com PMS (0,11 mg/mL) em PBS.
Apo6s incubacdo por 4 horas ao abrigo da luz o meio foi vertido apds centrifugacéo
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(1500 rpm, 4°C por 10" e os cristais de formazana solubilizados em 150 uL/pogo de
DMSO. As placas foram entdo submetidas a agitacdo ao abrigo da luz por 15" e a
absorbancia medida em leitor de placas com filtro de luz de 4 = 570 nm. Os valores de
absorbéncia obtidos foram descontados da média das medidas do controle branco e
tratados estatisticamente no programa GraphPad Prism 4 utilizando o teste T de

Student, sendo consideradas estatisticamente relevantes quando P < 0,05.

4.8. Protocolo experimental para ensaio de inibigdo da protease cruzaina
(Experimento realizado pela aluna de Doutorado do Instituto de Fisica da
Universidade de Sdo Paulo Mariana Laureano de Souza, sob supervisao do Prof.
Dr. Adriano Define Andricopoulo)

Uma suspensdo contendo 0,5-1,5nM da protease cruzaina em tampédo de de
acetato de sodio (100mM, pH = 5,5) em presenca de 5 mM ditiotritol (DTT) e 0,01%
v/v Triton X-100 foi distribuida em uma placa de preta de 96 pocos. Foi realizado
tratamento com os compostos 69-82 em 6 replicata nas concentracfes de 100 e 200 uM.
A adigéo do substrato Z-Phe-Zrg-AMC (5,0 uM) ocorreu concomitante ao tratamento
em 3 das respectivas replicatas e apds um periodo de incubagdo de 10 minutos nas
demais. Triplicatas de controles sem tratamento foram realizados a fim de comparacao
dos resultados para ambas as situacdes, com e sem incubacéo.

O monitoramento da fluorescéncia foi realizado em fluorimetro de placas
VICTOR3™ (Perkin Elmer) ajustado em 4 = 355 nm para excitacdo e A = 460 nm para
emissdo. A partir dos valores de fluorescéncia lidos nas situagGes tratadas foram
calculadas as porcentagens de inibicdo em relacdo os valores lidos para os controles sem

tratamento.

4.9. Analise do ciclo celular por meio de citometria de fluxo

(Experimento realizado pela aluna de Doutorado do Instituto de Fisica da

Universidade de S&o Paulo Luma Godoy Magalhées, sob supervisdo do Prof.

Dr. Adriano Define Andricopoulo)

Formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Tulahuen C2C4) foram cultivadas em
meio LIT a 28°C na concentracdo de 2 x 10%/mL em placas de cultura de 24 pocos
(TPPt™, Suica). Os compostos 70 e 74 foram adicionadas em triplicadas nas
concentragfes de 10, 50 e 100 uM. Os controles utilizados foram o veiculo (DMSO
0,03% v/v) e taxol (20 puM). Apds 48h de incubacdo, os parasitos foram fixados em
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etanol 70% por 30 min a -20° C. Em seguida, as células foram centrifugadas a 200g por
8 minutos e lavadas com PBS. Entao as amostras foram incubadas por 10 minutos com
um tampédo de permeabilizacéo (0,2M de Na,HPO,4 e 0,005% de Triton-X, pH 7,8). As
células novamente foram centrifugadas a 200g por 8 minutos e ressuspensas em uma
solucéo contendo o marcador iodeto de propidio (PI, 50 pug/mL) e 0,2 pg/mL de RNAse
por 30 minutos a temperatura ambiente. O contetdo genético foi analisado medindo a
fluorescéncia do Pl em um citémetro BD Accuri C5 (Becton Dickinson Company,

EUA) a 488 nm de comprimento de onda excitatério e filtro de emissdo de 585/40nm.

4.10. Extracdo dos lipideos de membrana

6x10° epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) foram cultivadas por 7 dias em
tubos de fundo conico contendo 25 mL de meio BHI a 26° C. Foi realizado o tratamento
com 0s compostos 74 e 82 nas respectivas concentracbes de 10 e 8 puM. Controles
negativo (sem tratamento), de wveiculo (0,03% v/v DMSO) e positivo (1,0uM
cetoconazol) foram realizados a fim de comparacdo. Ap6s o periodo de cultivo, as
culturas foram submetidas a centrifugacdo a 2500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante
foi descartado e os pellets contendo T. cruzi foram submetidos a extracdo de lipidios de
membrana. 100 mg do contetdo dos pellets foram suspensos em uma solugéo alcodlica
de hidréxido de potassio (25% m/v) seguindo-se vigorosa agitacdo por 1 minuto. Apos a
homogeneizacao, as suspensdes foram mantidas a 80° C e agitacdo por 1h. Os sistemas
foram resfriados e a cada um foi adicionado 1 mL de agua destilada gelada. A extragdo
foi realizada adicionando-se 2x1,5 mL de n-hexano, seguindo-se agitacdo vigorosa
durante 3 minutos. Apds separacdo das fases, a fase organica foi transferida para um
frasco previamente tarado e o n-hexano removido por fluxo de nitrogénio ultrasseco. Os
esterdis foram entdo redissolvidos em n-hexano de grau espectroscopico para analise
por CLAE (PINTO et al, 2011).

4.11.Analise dos lipidios de membrana por CLAE

(Experimento realizado pela Prof® Dra. Rosane Nora Castro, do Departamento

de Quimica da UFRRJ)

A andlise da fracdo lipidica isolada de epimastigotas de T. cruzi foi realizada em
aparelho de cromatografia liquida de alta eficiéncia da marca Shimadzu, modelo LC-
20AT, forno CTO 20A, detector PDA (SPD-M20A), autoinjetor Sil-10AF e controlador
CBM 20A. A separagdo ocorreu em uma coluna de fase reversa (C18 Waters Nova Pak,

85



15cm x 43,9 mm x 5 pm) em modo isocratico utilizando metanol (60%) e acetonitrila
(40%) como eluentes, em uma vazdo de 1,0 mL/min e pressio de 48kgf/cm?. A
deteccdo ocorreu a 280 nm (ergosterol) e 240 nm (lanosterol). O volume de injecéo foi
de 20 pL e a temperatura do forno, 35° C. A identificagdo dos esteroides ocorreu por
comparagdo com os tempos de retencdo e curvas de ultravioleta dos padrbes

comercialmente disponiveis (Sigma-Aldrich)

4.12. Protocolo experimental para ensaio de citotoxicidade frente a
macrdfagos peritoneais e esplendcitos totais de camundongo

Macrdéfagos peritoneais foram obtidos por lavagem peritoneal com RPMI de
camundongos BALB/c machos com 8-10 semanas de vida criados com alimento e agua
ad libitum e os esplendcitos totais obtidos dos bacos extraidos dos animais. As células
foram cultivadas por 48h em placas de 96 pocos de fundo chato e material transparente
na concentracdo da 5x10° parasitos/mL em meio RMPI e 10% de soro fetal bovino no
volume final de 100 pL/poco. Foi realizado o tratamento com 0s compostos teste 69-82
e com o farmaco de referéncia 1 (benzonidazol) nas concentragdes de 150, 100, 50 e 10
UM em triplicata, pré-solubilizados em DMSO. Triplicatas de células sem tratamento
(controle Vivo), tratadas com 0,3% de DMSO (veiculo) e sem células (controle branco)
serviram como controle do experimento.

Apos o periodo de incubacdo foram adicionados aos pocos de cultura 50 pL de
solucdo de sal monossodico de XTT (99, 1,2 mg/mL) + PMS (101, 0,077 mg/mL) em
PBS. Apds incubagdo por 4h as placas foram lidas em leitor de Elisa com filtro de luz
de 4 =490 nm. Os valores de absorbancia obtidos foram descontados da media das
medidas do controle branco e tratados estatisticamente no programa GraphPad Prism 4
utilizando o teste T de Student, sendo consideradas estatisticamente relevantes quando P
<0,05.

5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A metodologia desenvolvida neste trabalho permitiu a preparacdo dos 14
derivados oxadiazélicos 69-82 em rendimentos entre 40 e 79%. A utilizacdo de
irradiacdo de micro-ondas para a realizacdo de reacdo de ciclizacdo suportada em silica,
se mostrou eficiente e permitiu um ganho significativo em tempo de reacdo, com

diminuicdo da formacéo de rejeitos e da utilizacdo de solventes toxicos. Nesse contexto,
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consideramos como uma perspectiva desse trabalho a ampliacdo da série de moléculas,
variando-se a natureza e a posicao relativa dos substituintes nos valendo de ferramentas
de quimica computacional de modo a levantar dados visando a determinacao da relagao
estrutura atividade para essa familia de compostos.

Os ensaios para avaliacdo da atividade biolégica em T. cruzi na forma
epimastigota foram realizados evidenciando os compostos 74, com valores de Clsg
iguais a 19,6+1,3 uM (Tulahuen C2C4) e 7,8+1,1 uM (Dm28c), e 82, com valores de
Clso iguais a 33,4+1,1 uM (Tulahuen C2C4) e 9,4+1,1 puM (Dm28c), como 0s mais
ativos da série. J& os ensaios de citotoxicidade frente a células priméarias mamiferas
(macrofagos peritoneais e esplendcitos totais) revelaram que todos 0s compostos
apresentam de moderada a baixa toxicidade. Esses resultados nos permitiram determinar
os valores dos indices de seletividade para os compostos de nossa série, cabendo
destaque para os valores de IS das moléculas com maior atividade frente aos parasitos
em comparacdo aos macrdfagos: 74, com IS >7,7 e (Tulahuen C2C4) e IS > 19,2
(Dm28c), e 82, com IS > 4,5 (Tulahuen C2C4) e IS > 16,0 (Dm28c).

A investigacdo quanto a possiveis mecanismos de agdo da familia de compostos
sintetizados indicou que o ciclo celular do parasito ndo € afetado pelo tratamento. A
biossintese de esterdis de membrana ndo foi alterada pelo em presenga dos 1,2,4-
oxadiazois 74 e 82, o que é um indicativo de que 0s compostos ndo apresentam acao
inibitdria sobre a enzima CYP51. Ja os estudos de inibi¢do frente a protease cruzaina
revelou resultados promissores, uma vez que o tratamentos com os compostos 73 e 80
refletiu em percentuais de inibicdo considerdveis, levando-nos a inferir quanto a
possivel atividade antiparasitaria frente a outras formas evolutivas do T. cruzi
(tripomastigota e amastigota). Além disso, a partir de um estudo mais minucioso do
perfil de inibicdo enzimética associado a um trabalho de modelagem molecular, é
possivel conduzir um trabalho de otimizagdo estrutural visando & sintese de inibidores
de cruzaina mais potentes a partir das moléculas 73 e 80.

As perspectivas para este trabalho envolvem ainda o aprofundamento na
investigacdo quanto aos possiveis mecanismos de acdo dos derivados e a avaliacdo in
vitro da atividade inibitéria dos oxadiazdis 69-82 frente ao T. cruzi nas formas
tripomastigota e amastigota (célula infectada), podendo-se avancar para 0s ensaio in

vivo em camundongos infectados se os resultados das avaliacdes in vitro o justificarem.
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7. ANEXOS

7.1. Caderno de Espectros

Derivado 69: 3-fenil-5-[(Z)-2-fenilvinil]-1,2,4-oxadiazol
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Derivado 70: 5-[(Z)-2-(3-metoxifenil)vinil]-3-fenil-1,2,4-oxadiazol
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Derivado 71: 5-[(Z)-2-(4-metdxifenil)vinil]-3-fenil-1,2,4-oxadiazol
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Derivado 72: 5-[(E)-2-(1,3-benzodioxan-5-il)vinil]-3-fenil-1,2,4-oxadiazol
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Derivado 73: 5-[(E)-2-(1,3-benzodioxan-5-il)vinil]-3-fenil-1,2,4-oxadiazol
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Derivado 74: 5-[(E)-2(furan-2-il)-vinil]-3-fenil-1,2,4-oxadiazol
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Derivado 75: 5-[(E)-2(tiofen-2-il)-vinil]-3-fenil-1,2,4-oxadiazol
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Derivado 76: 5-[(E)-2-(4-fluorfenil)vinil]-3-fenil-1,2,4-oxadiazol
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Derivado 77: 5-[(E)-2-(4-clorofenil)vinil]-3-fenil-1,2,4-oxadiazol
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Derivado 78: 5-[(E)-2-(4-nitrofenil)vinil]-3-fenil-1,2,4-oxadiazol
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Derivado 79: 5-[(E)-2-fenilvinil]-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1,2,4-oxadiazol
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Derivado 80: 5-[(E)-2-(3-metoxifenil)vinil]-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1,2,4-oxadiazol
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Derivado 81: 5-[(E)-2-(1,3-benzodioxin-5-il)vinil]-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1,2,4-
oxadiazol
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Derivado 82: 5-[(E)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)vinil]-3-fenil)-1,2,4-oxadiazol
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Intermediario 84: Acido (2E)-3-(3-metdxifenil)prop-2-endico
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Intermediario 94: N'-hidroxibenzenocarboximidamida
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Intermediario 95: N'-hidroxi-3,4,5-trimetdxibenzenocarboximidamida
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