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RESUMO

O cancer esta entre um dos maiores causadores de morte no mundo. Sabendo que
existem padrdes crescentes de incidéncia e mortalidade, e que hd uma deficiéncia do arsenal
quimioterapéutico, a sociedade cientifica procura novos compostos com atividade antitumoral
que apresentem maior eficacia no tratamento e alta seletividade. Tendo em vista 0 panorama,
esse trabalho consistiu na sintese e avaliacdo da atividade antitumoral de derivados 1,2,4-
oxadiazolicos substituidos nas posicdes 3 e 5. Foram obtidos vinte e dois compostos a partir da
sintese de trés diferentes nitrilas com hidroxilamina, gerando trés amidoximas. Em seguida a
reacdo das amidoximas com brometo de bromo acetila seguido de ciclizacéo, levou a obtencao
de trés intermediarios 5-(bromometil) -1,2,4-oxadiazol aromaticos. A reacdo desses
intermediarios com etilenodiamina, propanodiamina, butanodiamina e piperazina levou a
obtencdo de outros seis derivados oxadiazdlicos. Por fim os trés derivados contendo piperazina
sofreram reacdo de N-alquilagdo com haletos de alquila de cadeia longa levando a obtengéo de
dez compostos. Todos os compostos sintetizados tiveram suas estruturas elucidadas através de
espectros de infravermelho e de RMN de *H e *C. Todos os compostos foram avaliados com
relacdo a atividade antitumoral através do ensaio de citotoxicidade para determinacdo do Clsg
e indice de seletividade (IS) em linhagens de células animais e humanas. Os compostos
sintetizados apresentaram citotoxicidade e seletividade significativas frente as linhagens de
celulas tumorais animais B16F10 (6,0 £ 2,2 uM < Cl50< 27,6 £ 5,1 pM; 0,5 < ISrk-21<2,5) e
CT26-WT (2,5 £ 0,7 phM < Clso < 36,1 + 2,4 uM; 0,5 < ISgHk-21 < 4,9). Destacando-se 0s
resultados citotoxicos para trés intermediarios de sintese e os oxadiaz6is N-alquilados com 12
atomos de carbono na cadeia. Para a linhagem tumoral humana RKO-AS45-1 obteve-se valores
de Clso entre 29,2ug/mL e 672 pg/mL com indices de seletividade (1Swi-26 va4) menores que
2,0. Foi realizada a avaliacdo de morte celular por apoptose, para dois dos compostos mais
citotoxicos e seletivos (compostos 20 e 22), nas linhagens RKO-AS45-1 (carcinoma de célon
humano), e WI-26 VA4 (fibroblasto de pulmdo humano). Com esses dados foi possivel
observar que o composto 22 induziu morte por necrose, mecanismo de morte celular
indesejavel, uma vez que pode gerar processos inflamatdrios e outros efeitos colaterais. Por
outro lado, pode-se observar que o tratamento com o composto 20 induziu pouca morte celular,
Ou seja, espera-se que sua citotoxicidade inviabilize o funcionamento celular por outro

mecanismo.

Palavras-chave: 1,2,4-oxadiazois. Cancer. Atividade antitumoral.



ABSTRACT

Cancer is among one of the biggest causes of deaths in the world. It is well known that
incidence and mortality related with this disease are increasing, also there is a deficiency in
chemotherapeutic treatment; so, the scientific society still looking for new compounds that
show antitumor activity and have greater efficiency and high selectivity. Considering the
panorama, this work consists in the synthesis and evaluation of antitumor activity of 1,2,4-
oxadiazolic derivatives substituted in positions 3 and 5. Twenty-two compounds were
synthesized from three different nitriles with hydroxylamine, generating three amidoximes.
Then the reaction of amidoximes with bromo acetyl bromide followed by cyclization led to
three 5-(bromomethyl)-1,2,4-oxadiazole intermediates. Further, more six other oxadiazol
derivatives were obtained by action of these three intermediates with ethylenediamine,
propanediamine, butanediamine and piperazine. Finally, more ten compounds were synthesized
by reaction of three piperazine-containing derivatives with long chain alkyl halides. All
synthesized compounds had their structures elucidated by infrared and *H and *C NMR spectra.
All compounds were evaluated for antitumor activity by cytotoxicity assay for ICso and
selectivity index (SI) determination in animal and human cell lines. The synthesized compounds
showed significant cytotoxicity and selectivity against animal tumor cell lines B16F10 (6,0 =
2,2 UM <1C50<27,6 £5,1 uM; 0,5 < Slgrk-21<2,5) e CT26-WT (2,5 £ 0,7 pM < ICs0 < 36,1
* 24 uUM; 0,5 < Slguk21 < 4,9). Specially three 5-(bromomethyl)-1,2,4-oxadiazole
intermediates and N-alkylated oxadiazoles containing 12 carbon chain. Against human tumor
cell line RKO-AS45-1 were obtained 1Cso values between 29,2ug/mL and 672 pg/mL with
selective index (Slwi-26 vas) lower than 2,0. Cell death by apoptosis was evaluated for two of
the most cytotoxic and selective compounds (compounds 20 and 22) in RKO-AS45-1 (human
colon carcinoma) and WI-26 VA4 (human lung fibroblast) cell lines. With these data it was
possible to observe that compound 22 induced death by necrosis, undesirable mechanism of
cell death, since it can generate inflammatory processes and other side effects. On the other
hand, the treatment with compound 20 induced little cell death, so, its cytotoxicity may be
related with other mechanism that regulate cell function. Until now, preliminary results from
cellular cycle analysis by flow cytometry indicates that cells treated with compound 20 lead to
stay in G1 phase.

Keywords: 1,2,4-oxadiazoles. Cancer. Antitumor activity.
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1 INTRODUCAO

Nessa sec¢do serdo introduzidos aspectos gerais sobre o atual panorama do cancer como
um problema de salde publica, e também serdo apresentados relatos e perspectivas na

investigacdo da agdo antitumoral do heterociclo 1,2,4-oxadiazélico.

1.1 CANCER

A maior causa de Obitos no mundo € dada as doencas e agravos ndo transmissiveis
(DANT), dentre as quais encontra-se o cancer, responsavel pela morte de cerca de 9 milhGes de
pessoas por ano. Segundo dados divulgados na plataforma The Global Cancer Observatory
(GCO) da Agéncia Internacional de Pesquisas do Cancer (IARC) a estimativa de incidéncia vai
aumentar em 63% e taxa de mortalidade vai aumentar em 71%, chegando a causar mais de 16

milhdes de mortes no mundo por ano (Figura 1).

Figura 1 - Estimativa de mortes por cancer no mundo para cada ano.
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Fonte: Global cancer observatory — cancer tomorrow.

No Brasil, os tipos de cancer mais incidentes nos homens sdo: prostata (31,7%); traqueia,
brénquio e pulméo (8,7%); colon e reto (8,1%). E nas mulheres os tipos de cancer mais incidentes
sd0: mama (29,5%); colon e reto (9,4%); colo do utero (8,1%) (Figura 2). Além disso, a estimativa
de incidéncia para o biénio 2018-2019 se manteve se comparado ao biénio anterior, com 600 mil
novos casos para cada ano e a estimativa de mortalidade é cerca de 240 mil, deixando o pais na

sexta posi¢éo do ranking de incidéncia da doencga (INCA, 2017).
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Figura 2 — Distribuigéo proporcional dos 10 tipos de cancer mais incidentes estimados para
2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma”.

Prostata 68.220 3H.7% Homens Mulheres Mama Ferninina 59.700 29,5%
Traqueia, Brdnguio & Pulmao 18.740 8.7% Cdlon & Reto 18.980 0.4%
Calon e Reto 17.380 8.1% Colo do Utero 16.370 8.1%
Estimago 13.540 6.3% Traqueia, Bronquio e Pulmdo 12530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4.0%
Esdfago 8.240 3,8% Estémago 7.750 3,8%
Bexiga 6.600 31% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3.0% Ovario 6.150 3,0%
Leucemias 5940 2.8% Sistema Nervoso Central 5510 27%
Sisterma Nervoso Central 5810 27% Leucemias 4.860 24%

*Numeros arredondados para multiplos de 10.
Fonte: Estimativa 2018: Incidéncia de cancer no Brasil.

O céncer corresponde a um conjunto de mais de 100 doengas caracterizadas pelo
crescimento acelerado de células cancerigenas, ou seja, células que sofreram alguma modificagéo
maléfica devido a agentes carcinogénicos. Por se dividirem rapidamente, essas células podem
invadir tecidos e 6rgéos, além de serem capazes de se espalharem pelo restante do corpo, entrando
no processo de metastase, prejudicando a eficacia do tratamento (PECORINO, 2012).

Dependendo do tipo, da localizacdo e da extensdo do cancer, o tratamento pode ser feito
por uma ou pela combinacdo das quatro modalidades empregadas atualmente. A cirurgia, para
remocdo do tumor, costuma ser realizada em casos onde o cancer esta bem localizado. O
transplante de medula é utilizado em casos que as células do sangue sdo afetadas e € necessario
substituir as células doentes por células normais para reconstruir uma nova medula 6ssea. A
radioterapia é utilizada no intuito de destruir ou impedir que os tumores crescam. E a
quimioterapia utiliza-se de medicamentos que sdo ministrados por diversas vias, sendo a
intravenosa a mais usual. Estes medicamentos sdo distribuidos para diferentes areas do corpo
afim de alcancarem as células cancerigenas. A maior barreira que essa modalidade de
tratamento enfrenta é a falta de seletividade desses medicamentos. Uma vez que eles ndo sao
capazes de atuar exclusivamente na célula doente, eles acabam atingindo células normais e
gerando assim diversos efeitos colaterais (PECORINO, 2012). Além disso, esses tratamentos
ndo asseguram a cura para diversos tipos da doenca o que eleva a importancia pela pesquisa no
desenvolvimento de novos farmacos eficazes, que diminuam os efeitos colaterais e atuem sobre

forma resistentes da doenca.
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1.2 OXADIAZOIS

Os heterociclos representam uma classe de importancia na construcdo de novos
compostos bioativos. A literatura reporta diversos heterociclos contendo nitrogénio e/ou
oxigénio que estdo presentes em diversos farmacos ja aprovados para uma ampla gama de
patologias (VITAKU, et al., 2014; DELOST, et al., 2018). Os oxadiazéis sdo heterociclos
aromaticos de cinco membros contendo dois &tomos de nitrogénio e um &tomo de oxigénio e a
importancia da sua presenca em compostos biologicamente ativos vem sido reportada ao longo
do tempo na literatura. Seus regioisémeros estao apresentados na Figura 3 (BOSTROM, et al.
2012).

Figura 3 - Estrutura dos regioisdbmeros oxadiazolicos.

0 o o. 0
N N—N 7 N
124 1.3.4 125 123

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Os regioisémeros 1,2,4-oxadiazdlicos sdo geralmente substituidos nas posicdes 3e 5 e
na literatura é possivel encontrar diversas metodologias sintéticas para sua obtencdo. Exemplos
dessas metodologias podem ser vistos no Esquema 1 como a cicloadigéo 1,3,-dipolar de nitrilas
e N-Oxidos e nitrilas (BENLTIFA, et al. 2006). Outra estratégia consiste na reacdo de
amidoximas com aldeidos, descrita por Srivastava e colaboradores (SRIVASTAVA, et al.
2003), amidoximas com anidridos (KABOUDIN e MALEKZADEH, 2011) e amidoximas com
B-ceto ésteres (DU, et al. 2007). Também é possivel encontrar na literatura trabalhos que
utilizam de técnicas ndo-classicas de sintese, como irradiacdo por micro-ondas sem solvente
(FREITAS, et al. 2007) e irradiacdo por ultrassom (BRETANHA, et al. 2011). A metodologia
utilizando a reagdo entre amidoximas e acidos carboxilicos é amplamente descrita na literatura,
como exemplo podemos citar o trabalho de Sharanova e colaboradores que em 2018 divulgaram
um método one-pot para essa reacdo (SHARANOVA, et al. 2018). No mesmo ano, Li e
colaboradores publicaram a formacéo de ligagdo N-O para sintese do ndcleo 124-oxadiazélico
com auxilio de NBS e DBU (L1, et al, 2018) (Esquema 1).



Esquema 1 - Metodologias de obtencdo de 1,2,4-oxadiazdis 3,5-disubstituidos.
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Fonte: Elaborada pela propria autora.
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Além dos métodos descritos no Esquema 1 destaca-se também a formacéo de 1,2,4-

oxadiazois via formacdo de O-acilamidoximas seguida de ciclizacdo e desidratacdo (PACE, et

al., 2015) (Esquema 2), metodologia usada nesse trabalho.
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Esquema 2 - Estratégia de sintese para obtencédo de 1,2,4-oxadiazdis via formacao de O-

acilamidoximas.

Y

PIS HoN. Ry R4
¢ N Ry "O7 -HY  Rg Q’N
R4 HO'

Fonte: Adaptado de (PACE et al., 2015).

O nucleo oxadiazolico estd presente na estrutura quimica de diversos medicamentos,
podendo citar como exemplo a oxolamina (1), medicamento comercializado na década de 1960.
Pode-se destacar também o antirretroviral raltegravir (11) que foi langcado no mercado para o
tratamento de HIV, o ataluren (I11), indicado no tratamento da distrofia muscular de Duchenne
e o zibotentan (1) que esta em estagio clinico avancado para o tratamento do cancer de prostata
(BOSTROM et al., 2012) (Figura 4).

Figura 4 - Derivados oxadiazélicos com acéo bioldgica.

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

A atividade antitumoral de compostos contendo o nucleo 1,2,4-oxadiazélico é bem
descrita na literatura. Em 2012, Khatik e colaboradores sintetizaram uma série de derivados
1,2,4-oxadiazélicos e obtiveram resultados promissores (Clso=0,50+0,06uM) com o composto
(V) frente ao cancer de prostata (DU-145), quando comparado ao composto de referéncia

Doxorrubicina (Clse=5,80+0,58uM) (KHATIK, et al., 2012). No ano seguinte, Miralinaghi e
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colaboradores realizaram ensaios bioldgicos com derivados 1,2,4-oxadiazélicos e destacaram
o composto (V1) como promissor apds avaliacdo da atividade anticancerigena frente a células
de cancer de mama (MCF7) quando comparado com o composto de referéncia paclitaxel
(MIRALINAGHI, et al.,2013). E no ano de 2016, Maftei e colaboradores reportaram
compostos contendo o nucleo 1,2,4-oxadiazélico que foram avaliados frente a quarenta e duas
linhagens de células tumorais humanas, destacando o composto (V11) que apresentou Clsg entre
1,14uM a 9,27uM (MAFTEI, et al., 2016) (Figura 5).

Figura 5 - Derivados 1,2,4-oxadiazdlicos com atividade antitumoral.

J\r H,N
@N Q Lok,
)
H

v VI Vil

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Os relatos mais recentes na literatura que envolvam a sintese e a avaliacdo antitumoral
de compostos que contenham o nucleo 1,2,4-oxadiazolico e tiofeno datam de 2005 e 2009.
Nesses trabalhos foram obtidos oxadiazois (V111-X) que apresentaram valores de ECsg menor
que 3,0uM frente a células cancerigenas de mama e colon (ZHANG et al.,2005) (KEMNITZER
et al., 2009) (Figura 6).

Figura 6 - Derivados 1,2,4-oxadiaz6licos com tiofeno que apresentaram atividade antitumoral.

O\N

R=-CF3, -Cl, -OCF4 R=-Cl, -CF, R=-CHs -NH,, - (CH3)
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Fonte: Elaborado pela prdpria autora.

Nos trabalhos de Zhang e de Kemnitzer, os compostos VII1-X sdo reportados como

ativadores de caspase-3 (ZHANG et al.,2005) (KEMNITZER et al., 2009). Essa enzima tem
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um papel importante nas principais vias apoptéticas (via intrinseca e via extrinseca) uma vez
que induzem o processo apoptotico celular. Compostos bioativos e apoptéticos podem atuar na
via extrinseca, interagindo com proteinas ligantes ou seus receptores transmembranicos que,
por sua vez, iniciam cascatas de sinalizadores citoplasmaticos que levam a apoptose celular.
Outra opcéo é sua atuacao na via intrinseca, onde tais compostos podem atuar no ambiente
extracelular e induzir condi¢cBes que ativem mecanismos mitocondriais apoptdticos.

(ELMORE, 2007) (Figura 7).

Figura 7 — Representacdo esquematica simplificada de eventos apoptéticos.

Via extrinseca ! Via intrinseca

Proteina ligante
Radiagdo, toxinas,

/ hipdxia, etc. T
Receptor transmembrana / P ' % =
4 38
g o

=

<3

l l e

o

£

. - n a . E-]
Sinalizadores de Mudangas mitocondrias E
QU

=

indugdo apoptética

| |

Ativacio caspase-8 Ativagdo caspase-9

N/

Ativagdo caspase-3

l

Apoptose

Citoplasma

Fonte: Adaptado de Elmore, 2007.

Nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo ao longo dos anos, pesquisas voltadas para
a avaliacdo antitumoral de derivados oxadiazélicos e os resultados obtidos e divulgados até o
momento concordam com a literatura e destacam o potencial desses compostos na atividade
antitumoral (Figura 8) (CANESCHI, 2013; CANESCHI, 2015; CANESCHlI, et al. 2019).

Em 2013 nosso grupo de pesquisa sintetizou e avaliou a citotoxicidade de uma série de
1,3,4-oxadiazéis (Figura 8). Dos derivados testados, quatro deles foram ativos contra as

linhagens de células tumorais HeLa e RKO, e apresentaram baixa toxicidade com a linhagem
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WI-26 VA4, fibroblasto de pulméo que ndo € considerada uma linhagem tumoral. Um dos
compostos foi mais ativo que o fosfato de etoposideo, um agente anticancerigeno padréo, contra
a linhagem HelLa.

O indice de seletividade (IS) pode indicar a seletividade de um composto entre uma
linhagem neopléasica e uma normal, indicando o potencial uso deste composto em testes
clinicos. Comparando os valores de Clso na relacdo IS = Clsp WI-26 / Clsg HeLa ou RKO,
nossos compostos apresentaram altos indices de seletividade com valores de 54,5 e 78,9
comparados ao etoposideo (IS= 0,4). Sabe-se que um dos grandes desafios na pesquisa para a
busca de antitumorais eficientes é a atuacdo do farmaco de forma seletiva na célula tumoral
preservando assim a célula saudavel. Esse trabalho resultou em um depdsito de patente em
2013, sendo o pedido depositado no INPlI em 30/04/2013 (numero do pedido:
BR1020130106100) (CANESCHI, 2013).

Resultados publicados em 2019 por nosso grupo de pesquisas (Figura 6) demonstraram
que derivados 1,3,4-oxadiazélicos contendo piperazinas lipofilicas apresentaram citotoxicidade
promissora para as células testadas, com altos indices de seletividade, variando de 4,3 a 19,6,
maiores que o controle positivo. Além disso, os compostos demonstraram um perfil de atividade
interessante, no qual verificou um aumento da atividade biolégica com o aumento da
lipofilicidade dos mesmos. Dessa forma, altos indices citotoxicos e seletivos foram verificados
para aqueles compostos contendo a cadeia alquila de doze carbonos, resultados esses similares
ja encontrados na literatura (CANESCHI et al., 2019). Derivados 1,2,4-oxadiazélicos também
descritos no trabalho de Caneschi e colaboradores (2019) apresentaram resultados
significativos para as células testadas, os quais continham o grupo piperazina alquilado com
cadeias de dez e doze 4&tomos de carbono, com valores de Clso de 1,0+4,0 uM e 8,1+1,6 uM,
respectivamente. Além disso, os resultados mostraram alto valor de indice de seletividade (1S)
para os mesmos contra a linhagem celular 4T1(carcinoma murinho de mama), variando de 4,7
a 18,8. Foi possivel notar também nesse trabalho que, os melhores resultados de citotoxicidade
estdo relacionados aos derivados 1,2,4-oxadiazélicos e 1,3,4-oxadiazolicos contendo o grupo
fenil ligado aos heterociclos, verificando-se a importante influéncia do heterociclo na atividade
citotoxica contra a células tumorais, destacando as altas seletividades que os compostos

exibiram, principalmente aquelas estruturas alquiladas com cadeia de dez atomos de carbonos
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(CANESCHI et al., 2019) (CANESCHI, 2013) (CANESCHI, 2015) (CANESCHI, 2016)
(ENES, 2017).
Figura 8 - Derivados 1,2,4- e 1,3,4-oxadiazdlicos sintetizados pelo nosso grupo de pesquisa

que apresentaram relevante atividade antitumoral.

4 I
HelLa RKO
Compostos Clso umssp)  I1Swizevaa | Clsoumesp)  ISwi26 vaa
o>\' X=4F (59,7+1,7) 50 (5,5+0,3) 545
N X=4Br (70,8+4.,9) 4,2 (3,8+0,3) 78,9
i @R X=4CFs3 (43,0£2,4) 7,0 (65,9+2,4) 45
Y © ‘ X=40(CH,)13CH3 (27,1+2,9) 11,0 (43,3+2,9) 6,9
N~ Etoposideo (42,4+1,4) 0,2 (23,8+1,4) 0,4
4T1
Composto Clso (umzsp) ISHK-21
Ro=N; n=8 (3,5540,2) 6,4
/—»N\J/\N - R2=N; n=10 (2,5540,1) 6,4
l\f’N\F R,=N; n=12 (3,20%2,4) 19,6
W R,=CH; n=8 (1,90+0,1) 16,7
R, R.=CH; n=10 (1,600,3) 145
R,=CH; n=12 (3,1020,4) 4,3
Daunorrubicina (0,3£0,01) 0,3
CT26.WT
o~ Composto Clso umssp) | 1SsHk-21
e NN g (3,90+0,1) 5,6
| =g n=10 (1,60£0,7) 13,8
Q/L o n=12 (3,40£0,2) 6,2
o Daunorrubicina (0,42+0,04) 0,2
4T1
Composto Clso umssp) 1SeHK-21
Rs=H; n=6 (1,0£4,1) 56,3
Rs=H; n=8 (3,640,5) 18,4
N NN Re=H; n=10 (8,1£1,6) 8.8
NN Rs=H; n=12 (26,4+9,1) -
Ry~ Rs=CF3; n=8 (16,6+1,0) 1,0
R3=CFs3; n=10 (41,4£3,4) 0,5
Rs=CF3; n=12 (25,6+0,5) 0,9
\_ Daunorrubicina (0,3+0,01) 0,3 Y,

Fonte: Elaborada pela propria autora.

A especialidade oncoldgica tem despertado o interesse de muitos pesquisadores para o
desenvolvimento de novos farmacos, devido a deficiéncia de um arsenal terapéutico abrangente
e eficaz. Sabe-se que as classes dos heterociclos oxadiazdlicos apresentam potenciais
biolégicos, sendo assim, é importante a sintese de compostos que possuam ambos, para

investigacao da relagdo entre a estrutura dos compostos e a atividade antitumoral resultante.
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2 OBJETIVOS

Nessa secdo serdo apresentados os objetivos tracados para esse trabalho a partir das

perspectivas citadas na introducéo.
2.1 OBJETIVO GERAL

Como comentado anteriormente, trabalhos do nosso grupo de pesquisas demonstraram
que os derivados oxadiazolicos possuem um perfil de atividade interessante, no qual verifica-
se um aumento da atividade bioldgica com o aumento da lipofilicidade dos mesmos, e além
disso, apresentam altos indices de seletividade (CANESCHI, 2016) (CANESCHI et al, 2019).
Essa mesma constatacao € encontrada na literatura, fato esse que pode estar relacionado com a
farmacocinética e farmacodinamica do composto (TAVEIRA et al., 2007) (FERNANDES et
al., 2013).

Desse modo, esse trabalho visa a sintese e a caracterizacdo de novos derivados 1,2,4-
oxadiazolicos alquilados bem como a avaliacdo das possiveis citotoxicidades frente a variadas

linhagens de células tumorais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Sintetizar, purificar e caracterizar os derivados 1,2,4-oxadiazélicos alquilados 16-19
a partir da 2-tiofenocarbonitrila (Figura 9);

2) Sintetizar, purificar e caracterizar os derivados 1,2,4-oxadiaz6licos alquilados 20-23
a partir da 3-tiofenocarbonitrila (Figura 9);

3) Sintetizar, purificar e caracterizar os derivados 1,2,4-oxadiazélicos alquilados 24 e

25 a partir da 4-fluorbenzonitrila (Figura 9);
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Figura 9 - Produtos finais planejados para este trabalho.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

4) Avaliar o potencial citotoxico dos oxadiazois 16-25 e seus precursores por meio da
determinacdo do Clsp e da viabilidade celular em diferentes linhagens de células tumorais
humanas e animais e uma linhagem nédo tumoral. Pretende-se ainda realizar ensaio clonogénico,
analisar o ciclo celular e a inducdo de morte celular por apoptose por citometria de fluxo. O
ensaio clonogénico permite a avaliacdo das diferencas na viabilidade reprodutiva entre as
células controle ndo tratadas e as células submetidas a varios tipos de tratamentos, como
exposicdo a radiacdo ionizante ou componente quimico. Sendo assim, espera-se observar a
capacidade das células de produzir progénie, isto €, uma Unica célula formar uma coldnia. Ja a
analise do ciclo celular por citometria de fluxo permite discriminar a fase do ciclo celular em
que uma célula se encontra, medindo-se o contetido de DNA nuclear por meio da citometria de
fluxo. Os testes de Clso em linhagens de tumores animais serdo realizados em colaboragdo com
a Prof® Dr2 Heveline Silva do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas
Gerais. Ja os testes de Clso em linhagens de tumores humanos, o ensaio clonogénico, a analise
do ciclo celular por citometria de fluxo e a analise da inducdo de morte celular por apoptose
por citometria de fluxo serdo realizados em colaboragéo com a pesquisadora Dr? Luciana Maria

Silva da Fundacéo Ezequiel Dias, Belo Horizonte.
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A obtencdo dos derivados oxadiazolicos iniciara pela reacao entre a hidroxilamina e as

respectivas nitrilas, 2-tiofenocarbonitrila (1), 3-tiofenocarbonitrila (2) e 4-fluorbenzonitrila (3),

para formacdo das respectivas amidoximas (4, 5 e 6) (Esquema 3) (FLIPO et al., 2011).

Esquema 3 - Plano de sintese das amidoximas.

NH,OH.HCI, NaHCO;

L
’

R1_CN

(1) Ry: 2-Tiofenil
(2) R4: 3-Tiofenil
(3) Ry: 4-Fluorfenil

R—
N

(4) R4: 2-Tiofenil
(5) R4: 3-Tiofenil
(6) R4: 4-Fluorfenil

H,

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

As amidoximas (4, 5 e 6) obtidas serdo submetidas a reacdo com brometo de bromo

acetila, em meio basico. Em seguida, a mistura reacional ser tratada e levada a aquecimento

com tolueno para a obtencdo dos derivados 1,2,4-oxadiazélicos (7, 8 e 9) (Esquema 4)

(COTTRELL, et al., 2004).

Esquema 4 - Plano de sintese dos derivados 1,2,4-oxadiazolicos.

@)
_<N—OH 1)Br)b5r
R—< >
NH, 2) Tolueno, A

(4) R4: 2-Tiofenil
(5) R4: 3-Tiofenil
(6) R4: 4-Fluorfenil

(7) R4: 2-Tiofenil
(8) R4: 3-Tiofenil
(9) R4: 4-Fluorfenil

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Na sequéncia, os derivados 1,2,4-oxadiazoélicos (7, 8 e 9) serdo submetidos a reagdo com

diaminas para formacéo dos compostos 10 a 15 (Esquema 5) (OZCAN, et al., 2013).



Esquema 5 - Plano de sintese dos derivados 1,2,4-oxadiazélicos acoplados a diaminas.

N\ . .
@) Diamina, A
R— _ .
N Br
(7) R4: 2-Tiofenil (10) R4:
(8) Ry: 3-Tiofenil (11) Ry:
(9) R4: 4-Fluorfenil (12) Ry:
(13) R»]Z
(14) Ry:
(15) R4

N~
Ri— _
N

2-Tiofenil; Ry:
2-Tiofenil; Ry:
2-Tiofenil; Ry:
2-Tiofenil; Ry:
3-Tiofenil; Ry:
: 4-Fluorfenil; R,:

Etilenodiamina
Propanodiamina
Butanodiamina
Piperazina
Piperazina
Piperazina

Fonte: Elaborada pela propria autora.

28

Para enfim obter os derivados 1,2,4-oxadiazélicos alquilados (16-25), os intermediarios

13, 14 e 15 serdo submetidos a reacdo com diferentes cloretos de alquila na presenca de

quantidades cataliticas de brometo de potassio (Esquema 6) (ALABUGIN et al., 2002).

Esquema 6 - Plano de sintese dos derivados 1,2,4-oxadiazolicos alquilados.

C'\/HR n=6,8, 10,12

N~
(0]
R—< _ __/NH
NJ\/N\/ KBr cat., A.

(13) Ry: 2-Tiofenil;
(14) Ry: 3-Tiofenil,
(15) Ry: 4-Fluorfenil,

> 1_</ )\/N Nﬁ

(16) Ry: 2-Tiofenil; n=6
(17) R4: 2-Tiofenil; n=8
(18) R4: 2-Tiofenil; n=10
(19) R4: 2-Tiofenil; n=12
(20) Ry: 3-Tiofenil; n=6
(21) Ry: 3-Tiofenil; n=8
(22) Ry: 3-Tiofenil; n=10
(23) Ry: 3-Tiofenil; n=12
(24) R: 4-Fluorfenil; n=8
(25) Ry: 4-Fluorfenil; n=10

Fonte: Elaborada pela propria autora.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Nessa se¢do serdo apresentados os resultados obtidos e as discussdes a partir deles.

4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS OXADIAZOLICOS
PROPOSTOS

As reacOes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada (CCD),
utilizando luz UV e I como reveladores. Apos o término das reagdes, os produtos foram
purificados por extracdo liquido-liquido e/ou cromatografia em coluna de silica (CCS). Todos
0s compostos sintetizados foram caracterizados através de faixa de fusdo (FF), quando solidos,
espectros na regido do infravermelho (IV) e espectros de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de 'H e de 3C.

Devido as semelhancas estruturais entre os compostos, serdo discutidos apenas 0s

espectros de um dos derivados sintetizados em cada etapa.

4.1.1 Sintese e caracterizacao das amidoximas 4,5e 6

Esquema 7 - Sintese das amidoximas 4-6.

NH,OH.HCI,NaHCO4 N-OH
R,—CN > R1_</
MeOH, 65°C, 5h NH,
(1) Ry: 2-Tiofenil (4) Ry: 2-Tiofenil  (94%)
(2) Ry: 3-Tiofenil (5) Ry: 3-Tiofenil  (89%)
(3) Rq: 4-Fluorfenil (6) R4: 4-Fluorfenil (98%)

Fonte: Elaborada pela préopria autora.

As amidoximas 4, 5 e 6 foram obtidas como descrito por FLIPO e colaboradores em
2011. As tiofenocarbonitrilas e a 4-fluorfenilcarbonitrila, foram tratadas separadamente com
cloridrato de hidroxilamina e bicarbonato de sédio em metanol, sob agitacdo magnética e
refluxo (Esquema 7). O término das reacfes foi verificado apoés 5h com auxilio de CCD
(eluente: 100% CH2Cl>; revelador: luz ultravioleta). A mistura reacional foi extraida com
AcOEt e H;0, a fase organica foi separada, tratada com Na>SO4 anidro, filtrada e o solvente

removido por evaporagdo sob presséo reduzida. As amidoximas 4, 5 e 6 foram obtidas puras na
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forma de um o6leo levemente amarelado com rendimentos de 94%, 89% e 98%,

respectivamente. O esquema 8 propde um mecanismo para essa reagao.

Esquema 8 - Mecanismo proposto para formacao das amidoximas.

O\ N CNH NH- NH,
Ri—C=N + NH,OH — » R1—/< . R1—< . R1—§ —>R1—<
('NHOH (_NHOH CNOH NOH
H v H

Fonte: Baseado em Voros, et al., 2014,

A seguir seréo discutidos os espectros de 1V e RMN de *H e 3C para a amidoxima 5.

(2)-N'-hidroxitiofen-3-carboximidamida

s Formula molecular: CsHgN2OS

2 4 5 N~oH Massa molar: 142 gmol™*
S/O—( Estado fisico: Oleo amarelado
G) NH; Rendimento: 89%

No espectro de IV (Figura 10) observa-se uma banda de absorcdo referente ao
estiramento OH em 3411 cm™, outra banda em 3263 cm™ referente ao estiramento NH, e
também uma banda em 1635 cm™ referente ao estiramento C=N.

Pelo espectro de RMN de *H (DMSO-ds; 500 MHz) (Figura 11) pode-se observar um
simpleto em 6 9,46 referente ao hidrogénio da hidroxila; trés duplos dupletos centrados em o
7,80 (1H; 23 =1,0Hz;3)=2,8Hz), 5 7,49 (1H; *J=2,9Hz;3J=50Hz) e 6 7,32 (1H; 21 =1,0
Hz; 3] = 5,0 Hz) referentes ao hidrogénios H1, H3 e H2, respectivamente, e um simpleto em &
5,76 referente aos hidrogénios NHo.

A partir da analise do espectro de RMN de *C (DMSO-ds; 125 MHz) (Figura 12) pode-
se observar os sinais dos carbonos C1, C2, C3 e C4 do anel heterociclico entre & 135,4 ¢ &
122,3; e o carbono C5 em ¢ 148,0.



Figura 10 - Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (5).
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Figura 11 - Espectro de RMN de *H (DMSO-ds; 500 MHz) do composto (5).
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.
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Figura 12: Espectro de RMN de 3C (DMSO-ds; 125 MHz) do composto (5).
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

4.1.2 Sintese e caracterizacdo dos derivados 1,2,4 oxadiaz6licos 7,8 ¢ 9

Esquema 9 - Sintese dos derivados 1,2,4-oxadiaz6licos 7-9.

0]

N—-OH )K/Br N
=0
R, </ 1) Br , K2CO3 CHCIj3 t.a., 3h >~ R </ /J\/
NH» N Br

2) Tolueno, 110°C, 24h

(4) R4: 2-Tiofenil (7) Ry: 2-Tiofenil (67%)
(5) R4: 3-Tiofenil (8) Ry: 3-Tiofenil (79%)
(6) R4: 4-Fluorfenil (9) Ry: 4-Fluorfenil (73%)

Fonte: Elaborada pela propria autora.

Os oxadiazois 7, 8 e 9 foram obtidos como descrito por COTTRELL e colaboradores
em 2004, pela reacdo das amidoximas, previamente obtidas, com brometo de bromo acetila e
carbonato de potassio em cloroférmio (Esquema 9). As misturas de rea¢des foram mantidas sob

agitacdo magnetica e temperatura ambiente por 3h quando verificou-se o término das reacdes
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com auxilio de CCD (eluente: 100% CHCly; revelador: luz ultravioleta). As misturas
reacionais foram extraidas com AcOEt e H2O. As fases orgénicas foram separadas, tratadas
com NazSO4 anidro, filtradas e os solventes removidos por evaporagdo sob pressao reduzida.
Os residuos obtidos de cada uma das reacGes foram solubilizados em tolueno, e as reagdes
foram mantidas sob agitacdo magnética e refluxo por 24h. O término das mesmas foi verificado
por CCD (eluente: 100% CH2Cly; revelador: luz ultravioleta). Em seguida, para cada reagéo, o
solvente foi removido por evaporacdo sob pressdo reduzida e os produtos foram obtidos na
forma de sdlidos apos purificagdo por CCS (eluente: gradiente hexano/acetato de etila:
80%/20% v/v) com rendimentos de 67%, 79% e 73%, respectivamente. O esquema 10 propde

um mecanismo para essa reagao.

Esquema 10 - Mecanismo proposto para formacéo dos derivados 1,2,4-oxadiazélicos.

Em clorofémi R—§NH2 nO:) N2 2K* NHz
1) Em clorofomio 1 + Br)JVBr — R cH <P —> R—(  +KBr+KHCO;,
NQ&/ N“G* N\ COs N-0

(e} Br (0] Br

NH, . OH N\H
2) Em tol NH N =
) Em tolueno R1—<\N_O — R1‘<\ ﬁ/Br_> R1_<\\.4\(’)</Br_, R1_<\N ) +H,0

IS
)

Fonte: Elaborada pela propria autora, baseada em Katritzky, et al., 2008.
A seguir serdo discutidos os espectros de 1V e RMN de *H e 13C para o oxadiazol 7.

5-(bromometil)-3-(tiofen-2-il)-1,2,4-oxadiazol Formula molecular: C-HsBrN,OS

, 3N Massa molar: 245 gmol™*
E\>_</ \06 Estado fisico: Sélido branco
1~g 4" N/J\/Br Faixa de Fusdo: 47-48°C
7

(7) Rendimento: 67%
No espectro de IV (Figura 13) observa-se uma banda de absorcdo referente ao
estiramento CH de aromatico em 3049 cm™, outra banda em 2955 cm™ referente ao estiramento

CH de alifatico e também uma banda em 1571 cm™ referente ao estiramento C=N.
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Pelo espectro de RMN de H (CDCls; 500 MHz) (Figura 14) pode-se observar trés duplos
dupletos centrados em & 7,81 (1H; “J = 1,0 Hz; 3J=3,6 Hz), § 7,53 (1H; 1= 1,0 Hz; 3J = 5,0
Hz) e § 7,16 (1H; 3J = 3,8 Hz; 3] = 5,0 Hz) referentes ao hidrogénios H1, H3 e H2,
respectivamente, ¢ um simpleto em 6 4,53 referente aos hidrogénios metilénicos H7.

A partir da analise do espectro de RMN de *C (CDCls; 125 MHz) (Figura 15) pode-se
observar 0s sinais dos carbonos C6 e C5 em 6 174,7 e 6 165,1, respectivamente, evidenciando
a formacéo do ciclo. Além disso, o espectro mostra os sinais em 6 130,1, 6 129,9 e 6 128,2
referentes aos carbonos C1, C2 e C3; em & 127,7 referente ao carbono nao hidrogenado C4 e

em 6 16,3 referente ao carbono C7.

Figura 13 - Espectro de 1V (ATR; cm™) do composto (7).
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.



Figura 14 - Espectro de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) do composto (7).
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Figura 15 - Espectro de RMN de *C (CDCls; 125 MHz) do composto (7).
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4.1.3 Sintese e caracterizacdo dos derivados 1,2,4 oxadiazolicos acoplados a diaminas 10
als

Esquema 11 - Sintese dos derivados 1,2,4-oxadiazélicos acoplados a diaminas 10-15.

N~
R1—</ )\/ Diaminas, K,CO3 o R1—</ /o
Br  CH4CN, 75°C, 3h N Rz

(7) R1Z 2-Tiofenil (10) R4: 2-Tiofenil; R,: Etilenodiamina (65%)

(8) Ry: 3-Tiofenil (11) Ry: 2-Tiofenil; Rj: Propanodiamina (53%)

(9) Ry: 4-Fluorfenil (12) Rq: 2-Tiofenil; R,: Butanodiamina (68%)
(13) Ry: 2-Tiofenil; Ry: Piperazina (54%)
(14) Ry: 3-Tiofenil; R,: Piperazina (68%)
(15) Ry: 4-Fluorfenil; R,: Piperazina (56%)

Fonte: Elaborada pela propria autora

Os oxadiazois 10 a 15 foram obtidos como descrito por OZCAN e colaboradores (2013).
Os oxadiazois 7, 8 e 9, foram adicionados lentamente, com auxilio de um funil de adicdo, a
diamina comercial (etilenodiamina, propanodiamina, butanodiamina e piperazina) e carbonato
de potassio em acetonitrila, sob agitacdo magnética e refluxo (Esquema 11). O término das
reacOes foi verificado ap6s 3h com auxilio de CCD (eluente: 9:1 CH2Cl,/MeOH; revelador: luz
ultravioleta). A mistura reacional foi extraida com CH2Cl e H2O e a fase organica foi separada,
tratada com Na>SO4 anidro, filtrada e o solvente removido por evaporagéo sob presséo reduzida.
Os produtos foram obtidos na forma de 6leos apds purificacdo por CCS (eluente: gradiente de
CH2Cl2:MeOH), com rendimentos que variaram de 53% a 68%.

A seguir serdo discutidos os espectros de 1V e RMN de *H e 3C do oxadiazol 14.

5-(piperazin-1-ilmetil)-3-(tiofen-3-il)-1,2,4-

oxadiazol Formula molecular: C11H1aN4OS
N-o Massa molar: 250 gmol*
s / & Estado fisico: Oleo amarelo
N— Rendimento: 68%

(14)

No espectro de IV (Figura 16) observa-se uma banda de absor¢do em 3346 cm referente
ao estiramento NH; uma banda referente ao estiramento CH de aromatico em 3103 cm™*; outra
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banda em 2940 cm™ e 2820 cm™ referente ao estiramento CH de alifatico e também uma banda
em 1574 cm referente ao estiramento C=N.

Pelo espectro de RMN de 'H (CDCIls; 500 MHz) (Figura 17) pode-se observar trés
duplos dupletos centrados em & 8,09 (1H; *J = 1,0 Hz; 3J = 3,0 Hz), § 7,64 (1H; ) = 1,1 Hz; %J
=5,0 Hz) e § 7,42 (1H; *J = 3,0 Hz; 3J = 5,0 Hz) referentes ao hidrogénios H1, H3 e H2,
respectivamente, e um simpleto em 6 3,88 referente aos dois hidrogénios da porc¢éo alifatica.
Também é possivel observar um tripleto em & 2,94 (4H; 3J = 4,8 Hz) e um sinal largo em § 2,61
(4H) referentes aos hidrogénios da piperazina, além de um simpleto em 6 1,72 referente ao
hidrogénio de NH da piperazina.

A partir da analise do espectro de RMN de **C (CDClz; 125 MHz) (Figura 18) pode-se
observar os sinais dos carbonos C6 e C5 em & 176,1 e 6 164,9, respectivamente. O espectro
mostra também sinais em: & 128,2 referente ao carbono ndo hidrogenado C4 e em & 128,0, &
127,1 e 5 126,2 referentes aos carbonos C1, C2 e C3; em & 54,2 e § 53,6 referentes aos carbonos
C8 e C9 da piperazina e em & 45,9 referente ao carbono C7.

Figura 16 - Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (14).
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.



Figura 17 - Espectro de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) do composto (14).
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Figura 18 - Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (14).
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4.1.4 Sintese e caracterizacdo dos derivados 1,2,4 oxadiazolicos alquilados 16 a 25

Esquema 12 - Sintese dos derivados 1,2,4-oxadiazolicos alquilados.

4’\“0 Cl\/(/\)R _<N‘O ﬁ
R4 _ __/>NH > R—< N n
NJ\/N\/ KBr cat., K,CO3, CH3CN N/J\/N\//\

80°C, 50h.
(13) R4: 2-Tiofenil; (16) Ry: 2-Tiofenil; n=6 (50%)
(14) R4: 3-Tiofenil; (17) R4: 2-Tiofenil; n=8 (45%)
(15) R4: 4-Fluorfenil; (18) R4: 2-Tiofenil; n=10 (79%)

(19) R4: 2-Tiofenil; n=12 (51%)
(20) R4: 3-Tiofenil; n=6 (39%)
(21) R4: 3-Tiofenil; n=8 (47%)
(22) R4: 3-Tiofenil; n=10 (44%)
(23) R4: 3-Tiofenil; n=12 (50%)
(24) R4: 4-Fluorfenil; n=8  (52%)
(25) R4: 4-Fluorfenil; n=10 (63%)

Fonte: Elaborada pela propria autora.

Os oxadiazdis 16 a 25 foram obtidos pela reacdo dos oxadiazois 13, 14 e 15 com 0s
respectivos haletos de alquila, quantidades cataliticas de KBr e carbonato de potassio em
acetonitrila, sob agitacdo magnética e refluxo (Esquema 12). O término das reacdes foi
verificado ap6s 50h com auxilio de CCD (eluente: 9:1 CH.Cl,/MeOH; revelador: luz
ultravioleta). A mistura reacional foi extraida com CH2Cl, e H20. A fase orgénica foi separada,
tratada com Na>SO4 anidro, filtrada e o solvente removido por evaporagédo sob presséo reduzida.
Os produtos foram obtidos na forma de sélidos apés purificacdo por CCS (eluente: gradiente
CH2Cl2:MeOH: 95%/5% v/v) com rendimentos que variaram de 39% a 79%.

A seguir sero discutidos os espectros de 1V, RMN de H e 3C para o oxadiazol 19.

5-((4-tetradecilpiperazin-1-il)metil)-3-(tiofen-2-il)-1,2,4- Foérmula
molecular:
C2sH42N4OS
» 3N Massa molar: 447

1S N N\\//\\ M 13 15 17 19 21 »s Estado fisico:
T g g NS Solido amarelado
12 14 16 18 20 22 Faixa de Fusdo: 72-

(19) 73°C

Rendimento: 51%

oxadiazol
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No espectro de IV (Figura 19) observa-se bandas de absorgdo entre 2910 cm™ e 2768 cm
! referentes ao estiramento CH de alifatico e também uma banda em 1562 cm™ referente ao
estiramento C=N.

Pelo espectro de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) (Figura 20) pode-se observar dois
dupletos centrados em & 7,79 (1H; 3J=3,5 Hz) e § 7,48 (1H; 3] = 4,9 Hz) referentes ao hidrogénios
H1 e H3, respectivamente, e um tripleto em & 7,13 (1H; 3J = 4,4 Hz) referente ao hidrogénio H2;
um simpleto em o 3,88 referente aos hidrogénios metilénicos H7; dois simpletos largos em 6 2,67
(4H) e em & 2,51 (4H) referentes aos hidrogénios metilénicos da piperazina. Os sinais referentes
aos hidrogénios da cadeia alquil podem ser observados como um tripleto em § 2,31 (2H; 3 =76
Hz) referente ao hidrogénio H10; um simpleto largo em 61,45 (2H) e um multipleto entre & 1,25-
1,23 (22H) referentes aos hidrogénios H11-H22, e um tripleto em & 0,86 (3H; J=6,5 Hz) referente
aos hidrogénios H23.

A partir da anélise do espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) (Figura 21) pode-se
observar os sinais dos carbonos C6 ¢ C5 em 6 176,2 ¢ 6 164,5, respectivamente. O espectro mostra
sinais em 6 129,8, 6 129,4 e 5 128,0 referentes aos carbonos C1, C2 e C3 e em 6 128,3 referente
ao carbono ndo hidrogenado C4; em & 58,8 referente ao carbono C7 € em & 53,0 referentes aos
carbonos C8 e C9 da piperazina. Os carbonos da cadeia alquil se encontram na faixa entre 6 32,0-

22,8 do espectro, e em 6 14,2 ¢ possivel observar o carbono C23.

Figura 19 - Espectro de 1V (ATR; cm™) do composto (19).
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Figura 20 - Espectro de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) do composto (19).
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Figura 21: Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (19).
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4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DOS DERIVADOS
OXADIAZOLICOS

Essa secdo apresenta os resultados dos testes utilizados para avaliacdo do potencial

antitumoral dos compostos.

4.2.1 Ensaio de toxicidade e determinacéo do Clso em linhagens de células animais

A atividade citotdxica dos compostos foi avaliada através da concentragéo inibitoria de
50% da viabilidade celular — Clsp como descrita na literatura (CHAVES, 2017). Para
determinacdo da viabilidade celular foi feita a distribuicéo das células em meio de cultura RPMI
1640, adicionado de soro fetal bovino (FBS) 10% v/v, em densidades de 0,5 x 103 (BHK-21),
1,5 x 10%(B16-F10) e 2,0 x 10 (CT26.WT) células/poco/100 pL em placas de 96 pogos e foram
devidamente incubadas a 37 °C em atmosfera Umida a 5% de CO2 por 24 horas para total
aderéncia. Nos pocos das placas contendo as células aderidas, foram distribuidos 100 uL. de
concentragdes decrescentes (100 a 0,1 uM) do composto a ser testado (DMSO/RPMI <1% v/v),
em quadruplicata. Para controle negativo foi utilizado 100 pL de meio de cultura suplementado
com 10% de FBS. Apds exposicdo por 72h aos compostos em questdo, as células foram
incubadas com MTT (5 pg/10 puL/pogo) por 4 horas. Em seguida, o sobrenadante foi removido
por aspiragdo e 100 uL. de DMSO/pogo foram adicionados. A viabilidade celular é determinada
pela medida da absorbancia a 570 nm em espectrofotémetro de microplacas, sendo proporcional
a concentracdo de sais de formazan — produto da redugdo mitocondrial do MTT nas células
vidveis (MOSMANN, 1983).
Dessa forma, os derivados 1,2,4-oxadiazélicos 4-25 foram analisados in vitro pelo método
colorimétrico MTT quanto a sua atividade anticancerigena contra duas linhagens de células
tumorais B16F10 (melanoma murinho metastatico) e CT26.WT (carcinoma de c6lon murino)
e uma linhagem celular ndo tumoral BHK-21 (células de rim de hamster). Os resultados estdo

listados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Concentracdo inibitoria de 50% da viabilidade celular Clso (UM + SD).

N-o

N-OH N-o N-o R~ N/\Nﬁﬁ
R1_<;\IH2 R1_<N/J\/Br R1_<N’J\/R2 NJ\/ v
(4) Ry: 2-Tiofenil  (7) Ry: 2-Tiofenil (10) R4: 2-Tiofenil;  R,: Etilenodiamina
(5) Ry: 3-Tiofenil  (8) Ry: 3-Tiofenil (11) R4: 2-Tiofenil; R,: Propanodiamina
(6) Ry: 4-Fluorfenil (9) R4: 4-Fluorfenil (12) R4: 2-Tiofenil; R,: Butanodiamina

(13) Ry: 2-Tiofenil;  Ry: Piperazina

(14) Ry: 3-Tiofenil; Ry: Piperazina

(15) R4: 4-Fluorfenil; R,: Piperazina

(16) R4: 2-Tiofenil; n=6
(17) R4: 2-Tiofenil; n=8
(18) Ry: 2-Tiofenil; n=10
(19) R4: 2-Tiofenil; n=12
(20) R4: 3-Tiofenil; n=6
(21) R4: 3-Tiofenil; n=8
(22) R4: 3-Tiofenil; n=10
(23) R4: 3-Tiofenil; n=12
(24) R4: 4-Fluorfenil; n=8
(25) R4: 4-Fluorfenil; n=10

Células tumorais Célula normal
Clso (UM +SD) ™ Clso (UM +SD)”
Compostos B16F10 IS CT26.WT IS BHK-21
4 >100 - >100 - >100
5 >100 - >100 - >100
6 >100 - >100 - >100
7 75+0,5 11 41+1,2 1,9 8,0+04
8 78+0,8 0,5 79+15 0,5 36+1,3
9 6,0+2,2 2,0 25+0,7 49 12,1+2,8
10 >100 - >100 - >100
11 >100 - >100 - >100
12 >100 - >100 - 57,9+6,0
13 >100 - >100 - >100
14 >100 - >100 - >100
15 >100 - >100 - >100
16 17,1+5,0 1,8 179+1,7 18 31,7+0,3
17 20,0+ 4,0 1,6 148+0,2 21 31,9+0,1
18 12,1 +0,3 1,8 8,1+3,5 2,6 21,2 +0,7
19 15,4+1,3 1,6 >100 - 248 +0,6
20 25,0+6,1 1,6 36,1+24 11 40,7 £3,2
21 145+ 3,2 2,5 239+39 15 36,3+1,7
22 10,0+0,1 2,5 168+13 15 255+25
23 10,0+ 0,5 1,7 169+46 1,0 16,6 + 3,2
24 143+14 2,0 6,7+0,1 4,2 28,5+6,3
25 276 +5,1 19 119+3,1 45 538+1,2
Daunorrubicina 25+0,1 04 042+004 0,2 0,09 £0,01

“Desvio padrao da triplicata de dois experimentos independentes.
Fonte: Elaborada pela propria autora.
E possivel notar que os intermediérios oxadiazolicos 7, 8 e 9 estdo entre 0s compostos
mais citotoxicos, com valores de Clsg entre 6,0 e 7,8 uM para a linhagem celular B16F10 e

valores de Clso entre 2,5 e 7,9 uM para a linhagem celular CT26.WT, com destaque para o



44

composto 9 que além de ser mais ativo que o controle positivo, a Daunorrubicina, foi cerca de
dez vezes mais seletivo para a linhagem CT26.WT em relacdo a linhagem celular ndo tumoral
BHK-21 (Tabela 1).

Pela anélise dos resultados dispostos na Tabela 1 foi possivel observar que a substituicdo
do brometo por diaminas (10 a 15) ndo favoreceu a atividade citotdxica para nenhuma linhagem
celular. Porém os derivados de piperazina quando N-alquilados com cadeias de 8, 10, 12 e 14
atomos de carbono recuperaram parte da atividade com destaque para 0s compostos 18, 24 e
25. E possivel observar que os compostos sintetizados nesse trabalho, em geral, apresentaram
melhor atividade para a linhagem CT26.WT, e que, com exce¢do dos compostos 10 a 15, foram
mais seletivos para a linhagem tumoral em relacdo linhagem celular ndo tumoral (BHK-21)
guando comparados com a Daunorrubicina. Os compostos contendo o substituinte 4-fluorfenil
(9, 24 e 25) foram mais seletivos para acédo antitumoral na linhagem CT26.WT. O composto 9,
por exemplo, foi tdo ativo quanto o composto de referéncia, porém dez vezes mais seletivo.
Entre os compostos contendo um grupo tiofeno como substituinte, o derivado alquilado mais
ativo de cada série é o oxadiazol com cadeia alquila de 12 aomos de carbono (18 e 22),
constatacao essa que corrobora com resultados ja obtidos em outro trabalho desenvolvido pelo
nosso grupo de pesquisa (CANESCHI, et al. 2019).

A linhagem CT26.WT ja foi utilizada em trabalhos do nosso grupo de pesquisa para
avaliacdo do potencial antitumoral de outros derivados 1,2,4-oxadiazélicos (CANESCHI, et al.
2019). Observa-se que, os oxadiazOis, planejados e sintetizados nesse trabalho, com os
substituintes tiofenil e 4-fluorfenil, apresentaram uma melhora na atividade citotoxica quando
comparado com o derivado contendo o substituinte fenil descrito no trabalho de CANESCHI e
colaboradores (2019). Isso pode ser visto com os dados resumidos na Tabela 2 que mostram
uma diminuicédo dos valores de Clso, e um aumento do indice de seletividade para os oxadiazois

contendo tiofeno ou fluorfenil em sua estrutura (Tabela 2).
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Tabela 2 - Comparacgdo da atividade citotdxica, para a linhagem celular CT26.WT, entre

derivados 1,2,4-oxadiazolicos alquilados.

M-
N-g
R

N =

W=
N
By, N

Tamanho da cadeia N-alquil

0 carbonos 10 carbonos 12 carbonos 14 carbonos
Clso(uM+SD) * Clso (uM£SD) * Clso(uM+SD) * Clso (uM£SD) *
Grupo R
CT26.WT [ ISBHk21 | CT26.WT | ISBHk21| CT26.WT |ISBHk21| CT26.WT | IS BHk-21
Ly | 100 - | 148+02 | 21 | 81+35 | 26 >100 :
Q/ >100 - 23,9+3,9 15 16,8+ 1,3 15 16,9+ 4,6 1,0
/©/ >100 - 67401 | 42 | 119+31 | 45 o *
F
©/ >100 - | s9s+11 | 11 | 777442 | 09 >100 i

“Desvio padrdo da triplicata de dois experimentos independentes.
**Derivado ndo sintetizado

Fonte: Elaborada pela propria autora.

A linhagem B16F10 também ja foi utilizada pelo nosso grupo para avaliacdo do
potencial antitumoral de outros derivados 1,2,4-oxadiazolicos (ENES, 2017). Observa-se que,
assim como na linhagem CT26.WT, a presenca os substituintes planejados nesse trabalho na
porcdo R do oxadiazol melhorou a atividade citotoxica com uma diminuicdo dos valores de
ICs0, quando comparado, por exemplo, com o derivado trifluorometilbenzil com um aumento
do indice de seletividade (Tabela 3).



Tabela 3 - Comparagdo da atividade citotdxica para a linhagem celular B16F10, entre

derivados 1,2,4-oxadiazolicos alquilados.

M-
N0
R _

N

N
Yy, N

W

Tamanho da cadeia N-alquil

46

0 carbonos 10 carbonos 12 carbonos 14 carbonos
Grupo R Clso(uM+SD) * Clso (uM£SD) * Clso(uM+SD) * Clso (uM£SD) *
B16F10 | IS BHk-21 B16F10 IS BHk21| B16F10 IS BHk21| B16F10 IS BHK-21
e
g >100 - 20,0+ 4,0 1,6 12,1+0,3 1,8 154+13 1,6
=
Q/ >100 - 145+3,2 2,5 10,0+ 0,1 2,5 10,0+ 0,5 1,7
F/©/ >100 - 143+14 2,0 276+51 19 ol ol
F30/©/ >100 - 299+ 35 0,5 63,8+1,0 0,3 61,3+3,2 0,4

*Desvio padrdo da triplicata de dois experimentos independentes.

**Derivado ndo sintetizado

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

A partir dos resultados de citotoxicidade obtidos para as linhagens B16F10 e CT26.WT

também foi possivel notar que dentre os intermediérios 1,2,4-oxadiazdlicos contendo brometo,

sintetizados nesse trabalho, houve uma melhora na atividade citotéxica com uma diminuicéo

dos valores de Clsg, quando comparado com os intermedidrios contendo fenil e

trifluorometilfenil como substituintes descritos nos trabalhos de CANESCHI e colaboradores

(2019) e ENES (2017), respectivamente (Tabela 4). Além disso, é possivel notar também um

aumento no indice de seletividade para o intermediario contendo o substituinte 4-fluorfenil.
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Tabela 4 - Comparacgéo da atividade citotdxica entre derivados 1,2,4-oxadiazélicos com

brometo.
-0 Br
N
| )
( :7 ~N
Clso(uM+SD) * Clso (uM£SD) *

Grupo R
B16F10 IS BHk21 | CT26.WT | IS BHK-21

7,505 11 41+1.2 1,9

C)— | 78%08 | 05 | 79+15 | 05
©/ 6,0+2,2 2,0 25+0,7 49

2

w

14,6 £ 5,6 1,6 98+1,0 2,4

F
/@( >100 . >100

*Desvio padrdo da triplicata de dois experimentos independentes.

Fonte: Elaborada pela propria autora.

4.2.2 Ensaio de toxicidade e determinacdo do Clso em linhagens de células humanas

Para determinacdo do Clso foi feita a distribuicdo das células em meio de cultura DMEM,
com 10% de soro fetal bovino (FBS), em densidades de 1,25 x 10° para WI-26 VA4(fibroblasto de
pulm&o humano) e 2,5 x 10° para RKO-AS45-1(carcinoma de clon humano) células/pogo/100 pL
em placas de 96 pocos e foram devidamente incubadas a 37 °C em atmosfera Umida a 5% de CO»
por 24 horas para total aderéncia. Para aplicacdo dos compostos sintetizados, primeiramente foi
preparado uma solugéo de meio suplementado com 1% FBS e 1% antibidtico (Pen Strep — Gibco®).
Em seguida esse meio suplementado foi utilizado para preparar as solugdes com 0s compostos em
concentragdes decrescentes (1000 a 1 pg/mL) do composto a ser testado (DMSO/DMEM <1% Vv/v)

e essas solucdes foram expostaa a luz UV por 30 minutos. Ao final desse tempo de exposicao as
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solugBes foram distribuidas nas placas (100 uL/pogo), em triplicata. Para controle negativo foi
utilizado 100 pL de meio de cultura suplementado com 1% de FBS e 1% antibidtico (Pen Strep —
Gibco®). Apds exposicao por 24h aos compostos em questdo, as células foram incubadas com MTT
(5 ng/10 ul/pogo) por 3 horas. Entdo, o sobrenadante foi removido por aspiragéo, 100 uL. PBS 1x
foi adicionado e as placas foram centrifugadas. O sobrenadante foi aspirado e 100 uL de
DMSO/poco foram adicionados. A viabilidade celular é determinada pela medida da absorbancia a
550 nm em espectrofotdmetro de microplacas, sendo proporcional a concentracdo de sais de
formazan — produto da reducdo mitocondrial do MTT nas células viaveis (MOSMANN, 1983).

Em posse dos valores de Clsodos compostos 7, 8, 13, 14 16-23 determinados pelo software
Dr. Fit, foi possivel calcular o indice de seletividade dos compostos, dados esses apresentados na
tabela 5.

Tabela 5 - Concentracdo inibitdria de 50% da viabilidade celular ICso (ug/mL).

N~O N~o N"O

R—~ _ Ri— _ Ri—< _ Nﬁ
Ao NJ\/N\_//—\NH NJ\/N\//\ "

(7) Ry: 2-Tiofenil (13) Ry: 2-Tiofenil;  (16) Ry: 2-Tiofenil; n=6 (20) Ry: 3-Tiofenil; n=6
(8) Ry: 3-Tiofenil (14) Ry: 3-Tiofenil; (17) R4: 2-Tiofenil; n=8 (21) Ry: 3-Tiofenil; n=8

(18) Ry: 2-Tiofenil; n=10 (22) R,: 3-Tiofenil; n=10
(19) Ry: 2-Tiofenil;  n=12 (23) R,: 3-Tiofenil; n=12

Células tumorais Célula normal
Clso (ug/mL) Clso (pg/mL)
Compostos RKO-AS45-1 IS WI1-26-VA4
7 587 0,7 443
8 523 0,9 491
13 672 0,9 619
14 471 0,8 360
16 160 0,7 112
17 80,7 0,5 36,9
18 >1000 - 772
19 >1000 - >1000
20 29,2 3,8 111
21 45,1 0,5 24,4
22 237 2,0 478
23 >1000 - >1000

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Pelos dados dispostos na Tabela 5 é possivel notar que, para a linhagem tumoral humana
RKO-AS45-1, os derivados 1,2,4-oxadiazolicos contendo piperazinas N-alquiladas 17, 20 e 21
sd0 0s mais ativos, porém com relacdo a seletividade, os compostos 20 e 22 se destacam. Sendo

assim, apds a triagem dos resultados, 0s compostos mais seletivos 20 e 22 foram selecionados
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para realizacdo dos ensaios de apoptose, ciclo celular e clonogenicidade a fim de obter indicios

sobre 0 mecanismo de acdo dos derivados oxadiazolicos.
4.2.3 Avaliacdo de morte celular por apoptose em linhagens de células humanas

Foi realizada a avaliagdo de morte celular por apoptose nas linhagens RKO-AS45-1
(carcinoma de célon humano), e WI-26 VA4 (fibroblasto de pulmdo humano) pds-tratamento
por 24h com os compostos 20 e 22 nos seus respectivos valores de Clso previamente
determinados. Também foi realizada a analise sobre um controle de vida (CV), que consistia
em meio DMEM suplementado com 10% FBS (Figura 22). As células utilizadas nesse ensaio
foram cultivadas em placas de 24 pocos nas mesmas condicdes utilizadas para o teste citotdxico.

Figura 22 - Dotplots obtidos a partir da analise de morte celular por citometria de fluxo.

(CV) RKOAS45-1 (20) RKOAS45-1 (22) RKOAS45-1
. g o] 1w | e
= = ar E—; o E—; L
o] [ = [ =
oo ] ]
102‘”“:“33””:34‘”“:25_'— mﬂz'””ﬂa'”“ﬂa'”“ﬂ? i I”“:g:]‘”“:gd.l””:gs_r
PerCpP-2 FerCP-A PerCP-A
(CV) WI-26-VA4 (20) WI-26-VA4 (22) WI-26-VA4
~=:¢":'—_; ={CV‘G‘
. :
1['2 T ”“:r:l:] T ”“:T:ld. T Illl:ﬂlls_r _'I'I'IT:rgz T II“T:]].'J T IIII:TE‘ T IIII:IES_F 1D2 1 ||||:"g|:| TT II:TEA T IIII:I'Igls_r
PerCR-A PerCR-A PerCP-A
Legenda:
Q1: Apoptose Q2: Apoptose Tardia
(+) Anexina V (-) lodeto de propideo. | (+) Anexina V (+) lodeto de propideo
Q3: Células viaveis Q4: Necrose
(-) Anexina V (-) Iodeto de propideo | (-) Anexina V (+) Iodeto de propideo

Fonte: Elaborada pela propria autora.
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Tabela 6 - Percentual das quatro populacdes de células observadas apds cada tratamento.

Células Apoptose
Linhagem Tratamento Apoptose (%) . Necrose (%)

viaveis (%0) tardia (%)

cVv 96,5 15 0,9 1,2

RKO-AS45-1 Composto 20 96,6 1,4 0,9 11

Composto 22 31,9 0,0 0,1 68,0

Ccv 86,2 0,2 8,4 5,2

WI-26-VA4 Composto 20 92,8 0,3 3,7 3,2

Composto 22 12,7 0,0 0,0 82,7

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Com esses dados foi possivel observar que o composto 22 induziu morte por necrose
em 68% das células RKO-AS45-1, mecanismo de morte celular indesejavel, uma vez que pode
gerar processos inflamatdrios e outros efeitos colaterais. Para 0 composto 20, pode-se observar
gue o tratamento com esse composto induz pouca morte celular com 96,6% das células viaveis
(Tabela 6). Dessa forma, espera-se que a citotoxicidade apresentada para o composto 20
(Clsorko-aAsss-1) = 29,9 ng/mL) inviabilize o funcionamento celular por outro mecanismo.

Esse ensaio ainda ndo foi replicado para obtencéo de dados estatisticos e/ou confirmacéo

da anélise.

4.2.4 Avaliacdo de ciclo celular por citometria de fluxo em linhagens de células humanas

Uma vez realizado o ensaio de analise de morte celular por apoptose, foi determinado
gue o composto 22 induz alta taxa de necrose nas células tratadas, o que ndo é desejavel para
um prototipo quimioterapico devido & respostas inflamatdrias diversas. Sendo assim, as analises
para elucidacdo do mecanismo de acdo, seguiram apenas para 0 composto 20. A cinética do
ciclo celular da linhagem RKO-AS45-1 (carcinoma de c6lon humano) foi avaliada apds 24h de
tratamento com o composto 20 no valor do Clso previamente determinado para a linhagem
tumoral, e um controle de vida (CV) que consistia em meio DMEM suplementado com
10%FBS. As células utilizadas nesse ensaio foram cultivadas em placas de 24 pocos nas

mesmas condi¢des utilizadas para o teste citotoxico.
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Figura 23 - Histogramas obtidos a partir da analise do ciclo celular por citometria de fluxo.

(CV) RKOAS45-1 (20) RKOAS45-1
8%_ G1 "‘Sfezxm Sg_ G1 \g’?ﬁ
}E‘) T I1D:] T T T T LI I1D|-l }i‘) T I1D| T T T 1 T T I1DI.1
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Fonte: Elaborada pela propria autora.

Comparando os histogramas, pode-se observar que as células de RKO-AS45-1 apds
serem tratadas com o composto 20 por 24h, tendem a permanecer em G1 (Figura 23). Ou seja,
o0 tratamento das células com o composto 20 pode resultar em perturbacées dos mecanismos
celulares que estdo relacionados a multiplicacdo celular. Este fato pode corroborar com a baixa
taxa de morte celular via apoptose (1,4%) (Tabela 6), visto que o composto 20 apresenta baixo
valor de Clso (29,9 pg/mL) para a RKO-AS45-1. Ou seja, esse resultado preliminar da indicios
gue o tratamento com o composto 20 deve inibir a multiplicacdo celular, o que pode estar
relacionado a baixa taxa metabdlica mitocondrial avaliada pela determinacéo do valor de Clso.

Esse ensaio ainda ndo foi replicado para obtencédo de dados estatisticos e/ou confirmacao
da anélise.
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5 PARTE EXPERIMENTAL
Nessa se¢do serdo descritos os procedimentos seguidos nesse trabalho.

5.1 MATERIAIS E METODOS

Nessa secao serdo apresentados 0s materias e 0s protocolos utilizado para obtencéos dos

resultados apresentados anteriormente.

5.1.1 Sintese e caracterizagdo dos derivados oxadiazolicos alquilados e seus precursores.

Os reagentes e solventes utilizados para a sintese e purificacdo dos compostos sdo das
marcas Merck, Vetec e Sigma Aldrich, sem pré-purificacéo.

Para o andamento das reacdes e verificacdo da pureza dos compostos foi utilizada a
técnica de cromatografia em camada delgada, usando para tal silica gel 60G (254 nm) em
laminas de vidro, e para a revelacado foi utilizada luz ultravioleta e vapores de iodo.

Os espectros no infravermelho de todos os compostos foram obtidos em um
espectrometro Bruker ALPHAFT-IR MB102, utilizando a técnica de ATR (Attenuated Total
Reflectance).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de *H e de *3C foram obtidos em um
equipamento BRUKER AVANCE I11 500 MHz com frequéncia de 500MHz para 'H e 125MHz
para 13C. Como referéncia interna foi utilizado o TMS (tetrametilsilano).

Todos 0s compostos sintetizados e todas as anélises foram realizadas no Departamento
de Quimica da UFJF.

5.1.2 Avaliacdo da atividade antitumoral dos compostos sintetizados em linhagens de

células animais

Neste trabalho foram utilizadas linhagens de células tumorais B16-F10 - célula de
melanoma murino metastatico, CT26.WT- célula de carcinoma col6n murino e BHK-21- célula
ndo tumoral de rim de hamster. As diferentes linhagens celulares utilizadas foram devidamente
propagadas em meio de cultura RPMI 1640, pH 7,4, suplementado com soro fetal bovino (FBS-
Fetal Bovine Serum) 10% v/v, Hepes (4,0 mmol/L), NaHCOs3 (14,0 mmol/L), ampicilina (0,27
mmol/L) e estreptomicina (0,06 mmol/L) em atmosfera Umida e 5% (v/v) de CO..
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A viabilidade celular foi determinada pela medida da absorbancia a 570 nm em
espectrofotbmetro de microplacas, e os dados foram tratados utilizando o software GraphPad
Prism 6.

Todos os procedimentos foram realizados no Laboratorio de Substancias Antitumorais
(LSAT), ICB-UFMG, sob supervisdo da Profa Heveline do Departamento de Quimica da
UFMG.

5.1.3 Avaliacdo da atividade antitumoral dos compostos sintetizados em linhagens de

células humanas.

As linhagens celulares utilizadas para o estudo, RKO-AS45-1 (carcinoma de célon
humano), e WI-26 VA4 (fibroblasto de pulmdo humano), foram adquiridas do American Type
Culture Collection (ATCC) e pertencem ao banco de células do Servico de Biologia Celular
(SBC) da Fundacéo Ezequiel Dias (FUNED). Para realizacdo dos experimentos, as linhagens
mencionadas foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
(SIGMA®, cat.) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS). As células foram
incubadas em estufa umidificada & 37°C e 5% CO». Estas células foram utilizadas para a
realizacdo dos ensaios de citotoxicidade, clonogénico e citometria de fluxo.

Para os ensaios de citotoxicidade as leituras das absorbancias foram realizadas no leitor
de microplacas SpectraMax M5E (Molecular Devices) a 550nm, e por fim, os valores de 1Cso,
foram obtidos utilizando o software Dr Fit, desenvolvido pela Universidade de Cambridge.

Para as analises de inducdo apoptética dos compostos foram realizados 0s
procedimentos conforme o protocolo do ApoTarget™ Annexin-V FITC Apoptosis Kit e as
células foram adquiridas no equipamento BD FACScanto™ II. A analise dos resultados foi
realizada utilizando o software FACSDiva™ 6.1.3.

Para as anélises de ciclo celular foi realizado o procedimento de acordo com o Current
Protocols in Cytometry, 1997 e as células foram adquiridas no equipamento BD FACScanto™
Il (BD BIOSCIENCES®). A analise dos resultados foi realizada utilizando o software
FACSDiva™ 6.1.3 (BD BIOSCIENCES®).

Todos Fundacdo Ezequiel Dias - Belo Horizonte, sob a supervisdo da Dra. Luciana
Maria da Silva.
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5.2 PROCEDIMENTO GERAL PARA PREPARACAO DAS AMIDOXIMAS 4,5E 6

Em um bal&o de fundo redondo foram adicionados 4,37 g da respectiva carbonitrila (40
mmol; 1,0 eq.), 1,15 g de hidroxilamina (60 mmol; 1,5 eq.) e 5,31 g de bicarbonato de sodio
(64 mmol; 1,6 eq.) em 80 mL de metanol. A mistura reacional foi deixada sob agitacéo
magnética e refluxo por cinco horas. A reacdo foi acompanhada por CCD (eluente: 100%
CH:ClIy; revelador: luz ultravioleta). Ap6s o término da reacdo, fez-se sucessivas extracGes
liquido-liquido utilizando acetato de etila e agua destilada. A fase organica foi tratada com
sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente removido por evaporacao sob pressao reduzida. Os
produtos (4, 5 e 6) foram obtidos na forma de 6leos amarelados (4 e 5) ou so6lido branco (6)
com rendimentos que variaram de 89 a 98%. Os dados fisico-quimicos e espectroscopicos das
amidoximas estdo descritos a seguir.

(2)-N'-hidroxitiofen-2-carboximidamida
Formula molecular: CsHgN2OS

3 Massa molar: 142 gmol™

2 N- -
@4_5( o Estado fisico: Oleo amarelado
@' S NH Rendimento: 94%

IV (ATR) v (cm™): 3470 cm™ (-OH); 3109 cm™ (-NH2); 1635 cm™ (C=N).

RMN de t*H (DMSO-ds; 500 MHZz) & (ppm): 9,58 (1H; s; OH); 7,45 (1H; d; J = 3,6 Hz; H1);
7,42 (1H; d; J=4,9 Hz; H3); 7,03 (1H; t; J = 3,7 Hz; H2); 5,90 (2H; s; NH>).

RMN de 3C (DMSO-ds; 125 MHZz) & (ppm): 147,5 (C5); 136,6 (C4); 126,9, 126,2, 125,0 (C1,
C2e C3).

(2)-N'-hidroxitiofen-3-carboximidamida

s Formula molecular: CsHgN2OS

2 4 5 N~oH Massa molar: 142 gmol™
S/O—( Estado fisico: Oleo amarelado
G) NH, Rendimento: 89%

IV (ATR) v (cm™): 3411 cm™ (-OH); 3263 cm™ (-NH2); 1635 cm™ (C=N).

RMN de *H (DMSO-dg; 500 MHz) & (ppm): 9,46 (1H; s; OH); 7,80 (1H; dd; J=1,0 Hz; J =
2,8 Hz; H1); 7,49 (1H; dd; J = 2,9 Hz; J = 5,0 Hz; H2); 7,32 (1H; dd; J = 1,0 Hz; J = 5,0 Hz;
H3); 5,76 (2H; s; NH>).

RMN de 3C (DMSO-de; 125 MHz) 6 (ppm): 148,0 (C5); 135,4 (C4); 126,0, 125,3, 122,3 (C1,
C2e C3).
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(2)-4-fluor-N'-hidroxibenzimidamida  Férmula molecular: C7H7N.OF

2 2 Massa molar: 154 gmol*
FJQH( OH Estado fisico: Sélido branco
NH, Faixa de Fuséo: 85-86 °C

(6) . _
Rendimento: 98%

IV (ATR) v (cm™): 3441 cm™ (-OH); 3358 cm™ (-NHy); 1651 cm™ (C=N).

RMN de tH (DMSO-ds; 500 MHz) & (ppm): 9,63 (1H: s; OH); 7,72-7,69 (2H; m; H2): 7,21-
7,18 (2H; m H2); 5,83 (2H; s; NH>).

RMN de 2C (DMSO-ds; 125 MHz) & (ppm): 162,5 (d; J = 243,9 Hz; C1): 150,1 (C5); 129,8
(d; J = 3,0 Hz; C4): 127,5 (d; J = 12,0 Hz; C3): 115,0 (d: J = 21,3 Hz; C2).

5.3 PROCEDIMENTO GERAL PARA PREPARACAO DOS DERIVADOS
OXADIAZOLICOS 7,8 E 9

Em um bal&o de fundo redondo foram adicionados 3,82 g da respectiva amidoxima (35
mmol; 1,0 eq.) e 4,83 g de carbonato de potéssio (35 mmol; 1,0 eq.) em 30 mL de cloroférmio.
Em seguida adicionou-se lentamente 8,62 g de brometo de bromo acetila (47,2 mmol; 1,35 eq.)
solubilizado em 30 mL de cloroférmio. A mistura reacional foi deixada sob agitacdo magnética
a temperatura ambiente por trés horas. A reacdo foi acompanhada por CCD (eluente: 100%
CH.ClIy; revelador: luz ultravioleta). Ap6s o término da reacdo, fez-se sucessivas extraces
liquido-liquido utilizando acetato de etila e agua destilada. A fase organica foi tratada com
sulfato de sddio anidro, filtrada e o solvente removido por evaporagédo sob pressao reduzida. A
mistura resultante foi solubilizada em 50 mL de tolueno e deixada sob agitacdo magnética e
aquecimento (110°C) por 24h. A reacdo foi acompanhada por CCD (eluente: 100% CHCly;
revelador: luz ultravioleta) e ap6s o término da mesma, o solvente da reacdo foi removido por
evaporacdo em evaporador rotatério e o residuo obtido foi purificado por CCS (eluente:
gradiente hexano/acetato de etila: 80%/20% v/v). Os produtos (7, 8 e 9) foram obtidos na forma
de sélidos com rendimentos que variaram de 67 a 79%. Os dados fisico-quimicos e

espectroscopicos dos oxadiazois estdo descritos seguir.
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5-(bromometil)-3-(tiofen-2-il)-1,2,4-oxadiazol Férmula molecular: CoHsBrN,OS

Massa molar: 245 gmol*

3
2 N~ ;. .
I /0 Estado fisico: Sélido branco
1 QﬁNJ{/Br Faixa de Fusdo: 47-48°C
(7) ! Rendimento: 67%

IV (ATR) v (cm™): 3049 cm™ (CH aromatico); 2955 cm™ (CH alifatico); 1571 cm™ (C=N).
RMN de H (CDCls; 500 MHz) & (ppm): 7,81 (1H; dd; J =1,0 Hz; J = 3,6 Hz; H1); 7,53 (1H;
dd; J=1,0Hz; J =5,0 Hz; H3); 7,16 (1H; dd; J = 3,8 Hz; J = 5,0 Hz; H2); 4,53 (2H; s; H7).
RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) & (ppm): 174,7 (C6); 165,1 (C5); 130,1, 129,9, 128,2 (C1,
C2 e C3); 127,7 (C4); 16,3 (C7).

5-(bromometil)-3-(tiofen-3-il)-1,2,4-oxadiazol  Fgrmula molecular:

5 C7HsBrN20S
2 ®4_</N\o Massa molar: 245 gmol™
s/ 5= g Estado fisico: Solido amarelo
8 NJY ' Faixa de Fusdo: 70 - 71 °C

Rendimento: 79%

IV (ATR) v (cm™): 3107 cm™ (CH aromatico); 2922 cm™* (CH alifatico); 1528 cm™ (C=N).
RMN de H (CDCls; 500 MHz) & (ppm): 8,08 (1H; dd; J =1,2 Hz; J = 3,0 Hz; H1); 7,64 (1H;
dd; J=1,0 Hz; J =5,0 Hz; H3); 7,16 (1H; dd; J = 3,8 Hz; J = 5,0 Hz; H2); 4,53 (2H; s; H7).
RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) 6 (ppm): 174,5 (C6); 165,5 (C5); 128,3, 127,4, 126,1 (C1,
C2e C3); 127,8 (C4); 16,5 (C7).

5-(bromometil)-3-(4-fluorfenil)-1,2,4-
oxadiazol Formula molecular: CoHsBrN2OF
Massa molar: 257 gmol™*
2_3 Estado fisico: Sélido amarelo

FJ©4_5</N \06 Faixa de Fusdo: 35 -36 °C

(9) N/JwBr Rendimento: 73%

IV (ATR) v (cm™): 3045 cm™ (CH aromatico); 2915 cm™ (CH alifatico); 1570 cm™ (C=N).
RMN de *H (CDCls; 500 MHz) & (ppm): 8,09-8,07 (2H:; m; H2): 7,26-7,16 (2H; m; H3): 4,55
(2H; s; HY).

RMN de 2C (DMSO-ds; 125 MHz)  (ppm): 174,8 (C5); 168,3 (C6); 164,9 (d; J = 250,6 Hz;
C1); 129,8 (d; J = 8,8 Hz; C3); 122,6 (d: J = 3,2 Hz; C4): 116,3 (d; J = 22,0 Hz; C2).
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5.4 PROCEDIMENTO GERAL PARA PREPARACAO DOS DERIVADOS 1,2,4
OXADIAZOLICOS ACOPLADOS A DIAMINAS 10 A 15

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 0,86 g da diamina comercial (10
mmol; 2,0 eq.), 1,73 g de carbonato de potassio (12,5 mmol; 2,5 eq.) em 25 mL de acetonitrila.
Em seguida adicionou-se lentamente 1,23 g do respectivo oxadiazol (5 mmol; 1,0 eq.)
solubilizado em 25 mL de acetonitrila. A mistura reacional foi deixada sob agitacdo magnética
e aquecimento (75°C) por uma hora. A reacdo foi acompanhada por CCD (eluente: 9:1/
CHCl2:MeOH); revelador: luz ultravioleta). Apds o término da reacdo, fez-se sucessivas
extracOes liquido-liquido utilizando diclorometano e agua destilada. A fase organica foi tratada
com sulfato de sddio anidro, filtrada e o solvente removido por evaporacdo sob pressdo
reduzida. O residuo obtido da fase organica foi entdo purificado por CCS (eluente: gradiente de
CH2CI2:MeOH). Os produtos (10 e 15) foram obtidos na forma de 6leos amarelos com
rendimentos que variaram de 53 a 68%. Os dados fisico-quimicos e espectroscépicos dos

oxadiazois acoplados a diaminas estdo descritos a seguir.

N-((3-(thiofen-2-il)-1,2,4-oxadiazol-5-
il)metil)etano-1,2-diamina
Formula molecular: CoH12N4OS

N Massa molar: 224 gmol™
E\>_</ 06 H o Estado fisico: Oleo amarelo
1~g 4o N/JVN\/\NH2 Rendimento: 65%
(10) 7 8

IV (ATR) v (cm™): 3310 (NH/NH2); 1546 (C=N).

RMN de *H (CDCls; 500 MHz) & (ppm): ): 7,79 (1H; d; J= 3,1 Hz; H1); 7,49 (1H; d; J =49
Hz; H3); 7,14 (1H; d; J = 4,0 Hz; H2); 4,10 (2H; s; H7); 2,83 € 2,26 7,79 (2H; t; J=5,0Hz e
2H; t; J=5,5Hz; H8 e H9); 1,71 (3H; sl; -NH e -NH>).

RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) 6 (ppm): 178,6 (C6); 164,5 (C5); 129,8, 129,5, 128,1 (C1,
C2eC3);128,3(C4);51,9,44,8,41,5 (C7,C8 e C9).
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N-((3-(thiofen-2-il)-1,2,4-oxadiazol-5-

il)metil)propano-1,3-diamina
Formula molecular: C1oH1aN4OS
Massa molar: 238 gmol*

2 N~ ”
E\>_</ 06 H Estado fisico: Oleo amarelo
1~g 40 N/JVN Rendimento: 53%

8
(ll) 7 \/9\1/0NH2

IV (ATR) v (cm™): 3371 (NH/NHy); 1544 (C=N)

RMN de *H (CDCls; 500 MHz) 6 (ppm): 7,79 (1H; d; J = 2,6 Hz; H1); 7,49 (1H; d; J=5,0
Hz; H3); 7,14 (1H; t; J = 3,8 Hz; H2); 4,09 (2H; s; H7); 2,80-2,76 (4H; m; H8 e H10) e 1,70-
1,64 (5H; m; H9 -NH e -NH>).

RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) & (ppm): 178,5 (C6); 164,5 (C5); 129,7, 129,5, 128,1 (C1,
C2 e C3); 128,3 (C4); 47,4, 45,0, 40,3, 33,4 (C7, C8, C9 e C10).

N-((3-(thiofen-2-il)-1,2,4-oxadiazol-5-

il)metil)butano-1,4-diamina
Formula molecular: C11H1sN4OS
Massa molar: 252 gmol*

2 N~ Z
D—( JOV Estado fisico: Oleo amarelo
N N\/\/\NH2 i

Rendimento: 68%
(12)

3

IV (ATR) v (cm™): 3323 (NH/NH>); 3100 (CH aromatico); 2940, 2852 (CH alifatico);

RMN de tH (CDCls; 500 MHz) & (ppm): 7,79 (1H; dd; J = 0,95 Hz; J = 3,6 Hz; H1); 7,50
(1H, dd; J =0,89 Hz; J = 4,9 Hz; H3); 7,14 (1H; dd; J = 3,6 Hz; J = 4,8 Hz; H2); 4,09 (2H; s;
H7); 2,72-2,68 (3H; m; -NH e -NH2) e 1,59-1,46 (5H; m; H8, H9, H10, H11).

RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) 6 (ppm): 178,5 (C6); 164,5 (C5); 129,7, 129,5, 128,1 (C1,
C2e (C3);128,3(C4); 49,3,44,9,42,1, 31,4, 27,4 (C7, C8, C9, C10 e C11).

5-(piperazin-1-ilmetil)-3-(tiofen-2-il)-1,2,4-

oxadiazol
Formula molecular: C11H14N4OS
Massa molar: 250 gmol*

2 N\ Z
O—( ? Estado fisico: Oleo amarelo

\/\NH Rendimento: 54%
(13)

3
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IV (ATR) v (cm™): 3354 (NH); 3094 (CH aromatico); 2935, 2808 (CH alifatico); 1574 (C=N).
RMN de *H (CDCls; 500 MHz) é (ppm): 7,80 (1H; dd; J=1,2 Hz; J=3,6 Hz; H1); 7,49 (1H;
dd; J=1,0 Hz; J=5,0 Hz; H3); 7,14 (1H; dd; J=3,8 Hz; J=5,0 Hz; H2); 3,87 (2H; s; H7); 2,93
(4H; t; J=4,8Hz; H8); 2,60 (4H; s; H9); 1,87 (3H; s; NH).

RMN de 33C (CDCls; 125 MHz) & (ppm): 176,2 (C5); 164,5 (C6); 129,9, 129,5, 128,1 (C1,
C2, C3); 128,2 (C4); 54,1, 53,5 (C8, C9); 45,8 (C7).

5-(piperazin-1-ilmetil)-3-(tiofen-3-il)-1,2,4-
oxadiazol
Formula molecular: C11H1aN4OS
N Massa molar: 250 gmol™

2 N\ P
s//®4_5</ j{/ Estado fisico: Oleo amarelo
N N\\//\\ Rendimento: 68%
1 7 NH

(14) 8 o

IV (ATR) v (cm™): 3346 (NH); 3103 (CH aromatico); 2940, 2820 (CH alifatico); 1574 (C=N).
RMN de H (CDCls; 500 MHz) 8 (ppm): 8,09 (1H; dd; J=1,0 Hz; J=3,0 Hz; H1); 7,64 (1H;
dd; J=1,1 Hz; J=5,0 Hz; H3); 7,42 (1H; dd; J=3,0 Hz; J=5,0 Hz; H2); 3,88 (2H; s; H7); 2,94
(4H; t; J=4,8 Hz; H8); 2,61 (4H; s; H9); 1,72 (3H; s; NH).

RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) & (ppm): 176,1 (C5); 164,9 (C6); 128,2 (C4); 128,0, 127,1,
126,2 (C1, C2, C3); 54,2, 53,6 (C8, C9); 45,9 (C7).

3-(4-fluorfenil)-5-(piperazin-1-il)-1,2,4-

oxadiazol
Foérmula molecular: C12H13N4OF
2 3 Massa molar: 248 gmol*
F— " 4 /)an Estado fisico: Oleo amarelo
N N\\//\\ Rendimento: 56%
7 NH
(15) 8 9

IV (ATR) v (cm™): 3374 (NH); 2946 (CH aromatico); 2831 (CH alifético); 1570 (C=N).
RMN de *H (CDCls; 500 MHz) é (ppm): 8,09-8,07 (2H; m; H2); 7,17-7,14 (2H; m; H2); 3,89
(2H; s; H7); 2,95 (4H; t; J=4,9Hz; H8); 2,64-2,62 (4H; m; H9); 2,03 (2H; s; NH).

RMN de 3C (DMSO-de; 125 MHz) 6 (ppm): 176,4 (C5); 167,7 (C6); 164,7 (d; J = 250,1 Hz;
C1); 129,8 (d; J = 8,7 Hz; C3); 123,0 (d; J = 3,3 Hz; C4); 116,2 (d; J = 21,9 Hz; C2).
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5.5 PROCEDIMENTO GERAL PARA PREPARACAO DOS DERIVADOS 1,2,4
OXADIAZOLICOS ALQUILADOS 16 A 25

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 0,50 g do respectivo oxadiazol
acoplado a piperazina (2 mmol; 1,0 eq.), 1,40 g do haleto de alquila (6 mmol; 3,0 eq.) € 0,83 g
de bicarbonato de sédio (6 mmol; 3,0 eq.) em 20 mL de acetonitrila. A mistura reacional foi
deixada sob agitacdo magnética e aquecimento por cinquenta horas. A reacdo foi acompanhada
por CCD (eluente: 9:1/ CH2Cl>:MeOH; revelador: luz ultravioleta). Apds o término da reacao,
o solvente foi rotaevaporado e em seguida fez-se sucessivas extrac¢oes liquido-liquido utilizando
diclorometano e agua destilada. A fase organica foi tratada com sulfato de sodio anidro, filtrada
e o solvente removido por evaporacdo sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi entdo
purificado por CCS (eluente: gradiente CH2Cl:MeOH: 95%/5% v/v). Os produtos (16 a 25)
foram obtidos na forma de sélido com rendimentos que variaram de 39 a 79%. Os dados fisico-
quimicos e espectroscopicos dos oxadiazois acoplados a piperazina N-alquilada estdo descritos

a sequir.

5-((4-octilpiperazin-1-il)metil)-3-(tiofen-2-il)-1,2,4-

oxadiazol Formula molecular:
, 3 N C19H30N4OS
O_< L Massa molar: 362 gmol™
N—— Estado fisico: Sélido amarelo
7 \/Q\N\/ﬂ\/m\/ﬁ\/ Faixa de Fusdo: 49-50 °C
(16) 0 12 14 16 Rendimento: 50%

IV (ATR) v (cm™): 2922-2761 (CH alifatico); 1571 (C=N).

RMN de *H (CDCls; 500 MHz) 8 (ppm): 7,81 (1H; d; J=3,5 Hz; H1); 7,50 (1H; d; J=5,0 Hz;
H2); 7,15 (1H; t; J=3,7 Hz; H3); 3,90 (2H; s; H7); 2,69 € 2,53 (4H e 4H; sl e sl; H8 e H9); 2,33
(2H; t; J=7,5 Hz; H10); 1,46 (2H; sl; CH>); 1,27 (10H; sl; CH2); 0,87 (3H; t; J=6,8 Hz; H17).
RMN de ©C (CDCls; 125 MHz) & (ppm): 176,3 (C5); 164,5 (C6); 129,9, 129,5, 128,1 (C1,
C2, C3); 128,3 (C4); 58,8 (C7) 53,1 e 53,0 (C8 e C9); 32,0 — 22,8 (CH>); 14,2 (C17).
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5-((4-decilpiperazin-1-il)metil)-3-(tiofen-2-il)-1,2,4-

oxadiazol
Férmula molecular:
2 3 N-g C21H3sN4sOS
m /J{/ Massa molar: 391 gmol™
s N N\\//\\N M 13 15 17 Estado fisico: Sélido laranja

19
8 9 NN Faixa de Fusdo: 52-53°C

1 12 14 16 18 Rendimento: 45%
(17)

IV (ATR) v (cm™): 2913-2756 (CH alifatico); 1563 (C=N).

RMN de *H (CDCls; 500 MHz) & (ppm): 7,80 (1H; d; J=3,6 Hz; H1); 7,49 (1H; d; J=5,0 Hz;
H2); 7,14 (1H; dd; J=3,8 Hz; J=4,7 Hz; H3); 3,89 (2H; s; H7); 2,66 e 2,52 (4H e 4H; sl sl; H8
e H9); 2,32 (3H; t; J=7,6 Hz; H10); 1,46 (2H; sl; CH.); 1,26 — 1,24 (14H; m; CH>); 0,87 (3H;
t; J=6,5Hz; H19).

RMN de 3C (CDCls;125 MHz) o (ppm): 176,2 (C5); 164,5 (C6); 129,9, 129,5, 128,1 (C1,
C2, C3); 128,3 (C4); 58,8 (C7); 53,1-53,0 (C8 e C9); 53,0 — 22,8 (CH2); 14,2 (C19).

5-((4-dodecilpiperazin-1-il)metil)-3-(tiofen-2-il)-1,2,4-

- Formula molecular:
oxadiazol

C23H42N40OS
Massa molar: 419 gmol*

DS
| { Estado fisico: Solido
g4 N/){/N\/\

1

3

7 NN M 135 1719 5y amarelo
\/\/\/\/\/\/ - ~
v Faixa de Fusdo: 68-69°C
(18) Rendimento: 79%

IV (ATR) v (cm™): 2904-2691(CH alifético); 1572 (C=N).

RMN de *H (CDCls; 500 MHz) & (ppm): 7,80 (1H; d; J=3,6 Hz; H1); 7,49 (1H; d; J=5,0 Hz;
H3); 7,14 (1H; t; J=4,9 Hz; H2); 3,89 (2H; s; H7); 2,68 € 2,51 (4H e 4H; sl e sl; H8 e H9); 2,32
(3H; t; J=7,6 Hz; H10); 1,48 — 1,43 (2H; m; CHy); 1,26 — 1,24 (18H; m; CH>); 0,86 (3H; t;
J=6,5 Hz; H21).

RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) 8 (ppm): 176,3 (C5); 164,4 (C6); 129,8, 129,4, 128,1 (C1,
C2, C3); 128,3 (C4); 58,8 (C7); 53,0 (C8 e C9); 32,0 — 22,8 (CH>) 14,2 (C21).
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5-((4-tetradecilpiperazin-1-il)metil)-3-(tiofen-2-il)-1,2,4- Formula molecular:
oxadiazol CasHs2N4OS

s Massa molar: 447

2z~ N0 gmol* N -
| e Estado fisico: Solido
1~g"4°N N
> \\//\\N M 13 15 17 19 21 ,; amarelo
8 9 N TSN TN ; XA 79
10 12 14 16 18 20 22 Fa:xa de Fusao: 72
73°C

(19) .
Rendimento: 51%

IV (ATR) v (cm+): 2910-2768 (CH alifatico); 1562 (C=N).

RMN de *H (CDCls; 500 MHz) & (ppm): 7,79 (1H; d; J=3,5 Hz; H1); 7,48 (1H; d; J=4,9 Hz;
H3); 7,13 (1H; t; J=4,4 Hz; H2); 3,88 (2H; s; H7); 2,67 € 2,51 (4H e 4H; sl e sl; H8 e H9); 2,31
(2H; t; J=7,6 Hz; H10); 1,45 (2H; sl; CH2); 1,25 — 1,23 (22H; m; CH2); 0,86 (3H; t; J=6,5 Hz;
H23).

RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) o (ppm): 176,2 (C5); 164,5 (C6); 129,8, 129,4, 128,0 (C1,
C2, C3); 128,3 (C4); 58,8 (C7); 53,0 (C8 e C9); 32,0 — 22,8 (CH>); 14,2 (C23).

5-((4-octilpiperazin-1-il)metil)-3-(tiofen-3-il)-1,2,4-

oxadiazol Formula molecular:
, 3 N C19H30N4OS
@4_( 0 Massa molar: 362 gmol™*
s/ s N/J{/N\/\ W os s Estado fisico: Sélido amarelo
1 7 TN AR R " Faixade Fusdo: 30-31°C
(20) 10 12 14 16 Rendimento: 39%

IV (ATR) v (cm+): 2923-2761 (CH alifatico); 1574 (C=N).

RMN de *H (CDCls; 500 MHz) 6 (ppm): 8,04 - 8,03 (1H; m; H1); 7,59 (1H; dd; J=1,2 Hz;
J=5,0 Hz; H3); 7,37 — 7,35 (1H; m; H2); 3,84 (2H; s; H7); 2,64 € 2,48 (4H e 4H; sl e sl; H8 e
H9); 2,30 - 2,26 (2H; m; H10); 1,42 (2H; sl; CH); 1,23 - 1,23 (10H; s; CH2); 0,82 (3H; t; J=6,6
Hz; H17).

RMN de *C (CDCI3; 125 MHz) 6 (ppm): 176,0 (C5); 164,8 (C6); 128,2 (C4); 127,8, 127,0,
126,1 (C1, C2, C3); 58,7 (C7); 52,9 (C8 e C9); 31,8 — 22,7 (CH>); 14,1 (C23).
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5-((4-decilpiperazin-1-il)metil)-3-(tiofen-3-il)-1,2,4-

oxadiazol
Formula molecular:
2 /3 N~ C21H34N4OS
4 70 . 1
/ 6 Massa molar: 391 gmol
S 5 N/)\/N , = ra- -
] N 1 1 1517 o Estado fisico: Solido laranja

1
8 9 NN Faixa de Fusdo: 45-46 °C
o 12 1416 18 Rendimento: 44%
(21)

IV (ATR) v (cm+): 2922-2750 (CH alifético); 1568 (C=N).

RMN de *H (CDCls; 500 MHz) & (ppm): 8,07 (1H; dd; J=1,1 Hz; J=3,0 Hz; H1); 7,63 (1H;
dd; J=1,0 Hz; J=5,0 Hz; H3); 7,40 (1H; dd; J=3,0 Hz; J=5,0 Hz; H2); 3,88 (2H; s; H7); 2,68 ¢
2,53 (4H e 4H; sl e sl; H8 e H9); 2,33 (2H; t; J=7,8 Hz; H10); 1,46 (2H; t; J=7,2 Hz; CH>); 1,26
—1,24 (14H; m; CH2); 0,86 (3H; t; J=6,8 Hz; H19).

RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) 6 (ppm): 176,0 (C5); 164,9 (C6); 128,2 (C4); 127,9, 127,0,
126,2 (C1, C2, C3); 58,8 (C7); 53,0 - 52,9 (C8 e C9); 32,0 — 22,8 (CHy); 14,2 (C19).

5-((4-dodecilpiperazin-1-il)metil)-3-(tiofen-3-il)-1,2,4-  Férmula molecular:
oxadiazol C23H42N4OS
, Massa molar: 419

1
o groi*
s/ s N/J{/N Estado fisico: Solido
1 > \\//\\N 1113 15 17 19 amarelo

21
8 9 \/\/\/\/\/\/ . ~ . )
hE Faixa de Fuséo: 55

(22) o8¢
Rendimento: 44%

IV (ATR) v (cm™): 2922-2787 (CH alifatico); 1562 (C=N).

RMN de *H (CDCls; 500 MHz) é (ppm): 8,08 (1H; dd; J=1,2 Hz; J=3,0 Hz; H1); 7,64 (1H;
dd; J=1,2 Hz; J=5,0 Hz; H3); 7,41 (1H; dd; J=3,0 Hz; J=6,6 Hz; H2); 3,89 (2H; s; H7); 2,68 ¢
2,53 (4H e 4H; sl e sl; H8 e H9); 2,33 (2H; t; J=7,7 Hz; H10); 1,47 (2H; t; J=7,4 Hz; CH>); 1,27
—1,24 (18H; m; CHy); 0,87 (3H; t; J=6,8 Hz; H21).

RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) 6 (ppm): 176,1 (C5); 164,9 (C6); 128,2 (C4); 128,0, 127,1,
126,2 (C1, C2, C3); 58,8 (C7); 53,1 - 53,0 (C8 e C9); 32,0 — 22,8 (CHy); 14,3 (C21).
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5-((4-tetradecilpiperazin-1-il)metil)-3-(tiofen-3-il)-1,2,4- Formula molecular:
oxadiazol CasH12N4OS
Massa molar: 447

3
_le Estado fisico: Solido
57 * N)\/N\/\ 1 13 15 17 19 21 I
1 7 VN 23 amarelo
8 9 NN ; 30- R5-
0 12 14 16 18 20 29 Faixa de Fusao: 65-66

23) Rcéndimento: 50%

IV (ATR) v (cm+): 2922-2781 (CH aliféticlo); 1574 (C=N).
RMN de tH (CDCls3; 500 MHz) & (ppm): 8,08 (1H; dd; J=1,1 Hz; 3J=3,0 Hz; H1); 7,64 (1H;
dd; 4J=1,0 Hz; 3J=5,0 Hz; H3); 7,41 (1H; dd; 3J=3,0 Hz; 3J=5,1 Hz; H2); 3,89 (2H; s; H7); 2,69
e 2,53 (4H e 4H; sl e sl; H8 e H9); 2,34-2,31 (2H; m; H10); 1,47 (2H; m; CH»); 1,26 — 1,24
(22H; m; CH>); 0,88-0,86 (3H; m; H23).
RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) 6 (ppm): 176,1 e 164,9 (C5 e C6); 128,2 (C4); 128,0, 127,1,
126,2 (C1, C2, C3); 58,8 (C7); 53,1 — 53,0 (C8 e C9); 32,0 — 22,8 (CH>); 14,2 (C23).

5-((4-decilpiperazin-1-il)metil)-3-(4-fluorfenil)-1,2,4-
oxadiazol

2 3 Férmula molecular:

N-
1 0 C23H3sN4OF
45N = Massa molar: 402 gmol™
NJ\/N\/\ g
7 ;/Q\N\/”\/m\/ﬁ\/w\/ 9 Estado fisico: Solido branco
10 12 14 16 18 Rendimento: 52%

(24)

IV (ATR) v (em™): 2955-2855 (CH alifaticlo); 15784 (C=N).

RMN de tH (CDCls; 500 MHz) é (ppm): 8,10-8,07 (2H; m; H2); 7,16-7,14 (2H; m; H3); 3,91
(2H; s; H7); 2,70 e 2,53 (4H e 4H; sl e sl; H8 e H9); 2,35-2,32 (2H; m; H10); 1,46-1,45 (2H,;
m; CHy); 1,26 — 1,24 (22H; m; CH>); 0,88-0,85 (3H; m; H23).

RMN de 13C (CDCls; 125 MHz) & (ppm): 176,4 e 167,7 (C5 e C6); 164,7 (d; J = 250,1 Hz;
C1); 129,8 (d; J=8,7 Hz; C3); 123,0 (d; J = 3,2 Hz; C4); 116,2 (d; J = 21,9 Hz; C2) 58,8 (C7);
53,1 -53,0 (C8 e C9); 32,0 - 22,8 (CHy); 14,2 (C19).
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5-((4-dodecilpiperazin-1-il)metil)-3-(4-fluorfenil)-1,2,4- Formula

oxadiazol molecular:
CasHasN4OF
Massa molar: 430

E — /){/ gmol*
N N\\//\\ M 13 15 17 19 E§tgdo fisico:
Solido branco
10 12 14 16 18 20 Faixa de Fusao:
(25) 53-54 °C
Rendimento: 63%

IV (ATR) v (cm™): 2915-2854 (CH alifaticlo); 1566 (C=N).

RMN de tH (CDCls; 500 MHz) é (ppm): 8,10-8,08 (2H; m; H2); 7,18-7,14 (2H; m; H3); 3,91
(2H; s; H7); 2,70 e 2,53 (4H e 4H; sl e sl; H8 e H9); 2,34-2,31 (2H; m; H10); 1,48-1,45 (2H;
m; CHy); 1,27 — 1,24 (22H; m; CH>); 0,88-0,86 (3H; m; H23).

RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) 6 (ppm): 176,4 e 167,7 (C5 e C6); 164,7 (d; J = 250,1 Hz;
C1); 129,8 (d; J=8,6 Hz; C3); 123,0 (d; J = 3,2 Hz; C4); 116,2 (d; J = 21,9 Hz; C2) 58,8 (C7);
53,1-53,0 (C8 e C9); 32,0 — 22,8 (CH>); 14,2 (C21).
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Nesse trabalho foram sintetizados vinte e dois compostos, dentre esses dez sdo inéditos

(Figura 24).

Figura 24 - Derivados 1,2,4-oxadiazélicos inéditos sintetizados nesse trabalho.
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Fonte: Elaborada pela propria autora.

Todos os compostos foram avaliados com relacdo a atividade antitumoral através do

ensaio de citotoxicidade e determinacdo do Clsp em linhagens de células animais em

colaboracdo com a Prof® Dr2 Heveline Silva do Departamento de Quimica da Universidade

Federal de Minas Gerais. Além disso, os compostos 7, 8, 13, 14, 16-23 foram avaliados com

relacdo a atividade antitumoral atraves do ensaio de citotoxicidade e determinagdo do Clso em

linhagens de células humanas em colaboragdo com o grupo de pesquisa da Dr? Luciana Maria

Silva da Fundacéo Ezequiel Dias, Belo Horizonte.
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Os compostos sintetizados nesse trabalho apresentaram melhora na atividade e
seletividade frente as linhagens de células animais, se comparado com resultados obtidos
anteriormente no nosso grupo de pesquisa. Destacando-se os resultados obtidos para os
precursores 7, 8 e 9, além dos resultados obtidos para os derivados oxadiazolicos contendo em
sua estrutura unidades de piperazina N-alquiladas com 12 atomos de carbono e substituinte
tiofenil (18 e 21). Para os derivados contendo o substituinte 4-fluorfenil, é possivel observar
atividade antitumoral promissora e boa seletividade frente a linhagem CT26.WT.

Apesar dos compostos apresentarem atividade antitumoral frente a linhagem humana
testada, apenas os compostos 20 e 22 se mostraram seletivos. Pela analise do ensaio de indugéo
de morte por apoptose pode-se afirmar que o composto 22 induz alta taxa de necrose. Com 0s
resultados obtidos até o momento ndo € possivel afirmar que o composto 20 induz morte celular,
porém pelo ensaio de ciclo celular é possivel perceber que as células apds serem tratadas com
0 composto 20, tendem a parar seu ciclo celular em G1, inibindo a multiplicagéo celular. Tal
fato pode estar relacionado a baixa taxa metabdlica mitocondrial avaliada pela determinacéo do
valor de Clso.

Os resultados dos testes de apoptose e de ciclo celular s&o preliminares e, portanto,
precisam ser replicados para obtencéo de dados estatisticos e/ou confirmagéo da analise.

Esta sendo realizado o ensaio de clonogenicidade, com o intuito de investigar a
capacidade de uma Unica célula crescer e se tornar uma colénia, quando tratada com o composto
20. Esse composto foi selecionado para o ensaio clonogénico visto que 0 mesmo possui baixa

taxa de morte celular por necrose e possui 0 maior indice de seletividade.
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APENDICE A - Lista de estruturas dos compostos sintetizados neste trabalho
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APENDICE B — Espectros

Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (4).
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Fonte: Elaborada pela propria autora.

Espectro de RMN de *H (DMSO-ds; 500 MHz) do composto (4)
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Fonte: Elaborada pela propria autora.
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Espectro de RMN de *C (DMSO-ds; 125 MHz) do composto (4)
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Fonte: Elaborada pela propria autora.

Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (5).
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Espectro de RMN de *H (DMSO-ds; 500 MHz) do composto (5)
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Fonte: Elaborada pela propria autora.

Espectro de RMN de 3C (DMSO-dg; 125 MHZz) do composto (5)
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Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (6).
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Espectro de RMN de *C (DMSO-ds; 125 MHz) do composto (6)

—163.4907
~—~161.5398
150.0584
1208541
+-129.8304
127 5631
127 4973
115.0540
114.8832

T
<

mmmmmmm

2 3

F 1< >4 5/TN\OH
NH,

T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110

T T T T T T T T T T T
100 90 80 70 60 50
1 (ppm)

Fonte: Elaborada pela propria autora.

Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (7).
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Espectro de RMN de *H (CDClz; 500 MHz) do composto (7)
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Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (7)
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Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (8)
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Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (8)
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Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (9).
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Espectro de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) do composto (9)
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Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (9)
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Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (10).
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Fonte: Elaborada pela propria autora.

Espectro de RMN de *H (CDClz; 500 MHz) do composto (10)
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Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (10)
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Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (11).
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Espectro de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) do composto (11)
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Espectro de RMN de 3C (CDClIs; 125 MHz) do composto (11)
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Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (12).
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Espectro de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) do composto (12)
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Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (12)
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tro de IV (ATR; cm™) do composto (13).
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Espectro de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) do composto (13)
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Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (13)
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Transmitancia

Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (14).
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Espectro de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) do composto (14)
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Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (14)
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Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (15).
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Espectro de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) do composto (15)
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Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (16).
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Espectro de RMN de *H (CDCl3; 500 MHz) do composto (16)
TN ﬁ WS W
(
J'/ /f [ / [
! / // J / /) ;J
2 N N
-0
‘ N__¢ T
1QE<NJ\7/N\\//\\N 1 13 15 17
NN S
& 10 12 14 16
|| 1
‘ A | |l
| | VA A UL
wal ) JYALL_ AV L
¥ L] i T = T :l_" s
T |EI 2 '§| T L — | E— T T T —T \g‘i' T T T '§§§‘ \E iré: \§' T — T T
34 3.0 25 20 15 1.0 [\E 00 -0.5

85 8.0 75 70 65 6.0 55 50 45 40
1 (ppm)

Fonte: Elaborada pela propria autora.

90



Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (16)
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Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (17).
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Espectro de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) do composto (17)
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Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (17)
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Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (18).
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Espectro de RMN de *H (CDClz; 500 MHz) do composto (18)
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Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (18)
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Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (19).
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Espectro de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) do composto (19)
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Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (19)
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Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (20).
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Espectro de RMN de *H (CDCl3; 500 MHz) do composto (20)
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Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (20)

2 =4 }q =0
S(/>_5<N¢Q/
1

3

g e Byge sos - P
- 858¢ I8 =2  @esgta 3
g8 ErEE 328 5 8 BLOBEE &
N oEsT 388 28 B5HBBE
gz GuRE A = e e
gz anEg REE & RRARKEN I
gy R ENpE
o\, 113 15
7 N 17
8 9 A P e
10 12 14 16

— T
210 200

—
190

T
180

L A T S T T S

T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40
1 (ppm)
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Transmitancia

Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (21).
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Espectro de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) do composto (21)
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Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (21)
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Transmitancia

1,02

Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (22).
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Fonte: Elaborada pela propria autora.

T T
1000 500

Espectro de RMN de *H (CDClz; 500 MHz) do composto (22)

mmmmmmmmmmmmm

mmmmm

3.8922

Fﬂ’ / [
’ i | !
3
=
7 s 4
S N= N
—\
1 \/-‘N 11 13 15 17 19 21
8 9 NN NN
10 12 14 16 18 20
|
| I |
|
I 1 I NAJ
i L ¥ e
2 & R ] BRE
T N S e S LI A i — T T T LA e
8 5 X

50 45
1 (ppm)

mmmmmmmm

Fonte: Elaborada pela propria autora.

99



Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (22)
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Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (23).
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Espectro de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) do composto (23)
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Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (23)
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Transmitancia

Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (24).
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500

Espectro de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) do composto (24)
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Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (24)
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Espectro de IV (ATR; cm™) do composto (25).
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104

Espectro de RMN de *H (CDCls; 500 MHz) do composto (25)
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Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (25)
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