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RESUMO

Em 2020 o cancer ainda continua sendo uma das maiores causas de mortes
no mundo. Visto que os tratamentos e os medicamentos utilizados ainda possuem
uma baixa seletividade e causam diversos efeitos colaterais nos pacientes, é
importante a continuidade de estudos cientificos para propor novos medicamentos
quimioterapéuticos que sejam mais ativos e mais seletivos causando menos efeitos
adversos. Com déficit de farmacos eficazes, este trabalho visou a sintese e
caracterizagao de derivados 1,3,4-oxadiazoélicos acoplados a piperazinas alquiladas
e avaliacao de suas atividades citotdxicas. Foram obtidos 8 compostos inéditos em
uma sintese de 5 etapas partindo-se de dois diferentes acidos carboxilicos, que
apos esterificagcao e hidrazindlise dos ésteres possibilitou a obtencao das hidrazidas,
que apos reacao com brometo de bromoacetila formou os intermediarios N,N'-diacil-
hidrazina que foram ciclizados, para obtencdo dos derivados 1,3,4-oxadiazdlicos.
Esses derivados foram acopladoas a piperazinas alquiladas de cadeias de 8, 10, 12
e 14 atomos de carbono. Todos os compostos sintetizados foram caracterizados por
espectros de RMN de 'H, 3C e IV. Caracterizados os compostos foram avaliadas
suas atividades antitumorais frente a linhagens de células tumorais animais através
da citotoxicidade para determinacdo do Clso e IS. Todos os compostos testados
obtiveram citotoxicidade frente as linhagens de células 4T1 e CT26.WT, com valores
de ICso que variaram de 2,6 yM a 72,2 uM com IS de 0,4 a 4,0 para linhagem celular
4T1 e 2,6 ypM a 35,2 yM com IS de 1,1 a 2,5 para linhagem celular CT26.WT.
Destaque para os compostos (7) e (17) sintetizados no presente projeto que foram

mais citotéxicos que o controle positivo utilizado, a cisplatina.

Palavras-chave: 1,3,4-oxadiazois. Cancer. Atividade antitumoral.



ABSTRACT

In 2020 cancer still remains one of the leading causes of death in the world.
Since the treatments and drugs used still have a low selectivity and cause various
side effects in patients, it is important to continue scientific studies to propose new
chemotherapeutic drugs that are more active and more selective that cause fewer
adverse effects. With a deficit of effective drugs, this work aimed at the synthesis and
characterization of 1,3,4-oxadiazolic derivatives coupled to alkylated piperazines and
the evaluation of their cytotoxic activities. Eight new compounds were obtained in a
five-step synthesis starting from two different carboxylic acids, which after
esterefication and hydrazinolysis of the esters made it possible to obtain hydrazides,
which after reaction with bromoacetyl bromide formed the N,N-diacylhydrazine
intermediates that were cyclized to obtain 1,3,4-oxadiazole derivatives. These
derivatives were coupled with alkylated piperazines with chains of 8, 10, 12 and 14
carbon atoms. All synthesized compounds were characterized by 'H, *C and IR
NMR spectra. Once the compounds were characterized, their antitumor activities
against animal tumor cell lines were evaluated by cytotoxicity to determine 1Cs0 and
IS. All the tested compounds obtained cytotoxicity against 4T1 and CT26.WT caell
lines, where were obtained Clso values that varied from 2.6 yM to 72.2 yM with IS
from 0.4 to 4.0 for cell line 4T1 and 2.6 uyM to 35.2 uyM with IS from 1.1 to 2.5 for cell
line CT26.WT. Notably, the compounds (7) and (17) synthesized in the present

project were more cytotoxic than cisplatin, the positive control used

Keywords: 1,3,4-oxadiazoles. Cancer. Antitumor activity.
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1 INTRODUGAO

O cancer é uma das maiores causas de mortes no mundo e a tendéncia sera
de um aumento de casos, podendo chegar ao numero de 34 milhées de casos por
ano até 2070. De acordo com os cientistas da IARC (International Agency for
Research on Cancer), o numero de casos dessa anomalia podera dobrar comparado
aos numeros divulgados em 2020, sendo que este aumento podera ocorrer em
maior escala em paises menos desenvolvidos (IARC, 2020).

Um estudo realizado pela GLOBOCAN (The Global Cancer Observatory)
relata que aproximadamente 19,3 milhdes de novos casos foram diagnosticados em
2020 e 10 milhdes de o6bitos foram registrados neste mesmo ano. A Figura 1
demonstra os numeros de casos incidentes e de mortalidade por tipo de cancer no
ano de 2020 (IARC, 2020).

Figura 1: Numero estimado de casos incidentes e morte em todo o mundo, de

ambos os sexos e em todas as faixas etarias em 2020.

s Pulmdo
2261415 [11.7%) 1795 144 (185}
Pulmao Outros
208 T [11.4%) cdnceres Colorika
Qutros Colorretal 3932 768 {39.5%) 935 173 (0.4
cidnceres 1531 590 {10%] Figado
B 79 843 (45%) Prostata B30180 (4.5
§ 414 150 (7 3] Pincreas Estomago
Estdmago 46 003 (4.7} 768 793 (7.7%)
1 089 103 (5,65}
Esdfago Mama
. == 544 076 (5 5%) 524 906 {5.08)
Colo do utero Figado
604127 {3 1%] 05677 (4.7%)
Total : 19292 789 Total 1 9958 133

Fonte: Adaptado de (IARC, 2020).

Cancer é o termo utilizado para abranger os mais de 100 diferentes tipos de
doengas malignas, na qual sd&o em comum o crescimento desordenado de células,
que por caracteristicas podem invadir tecidos adjacentes ou 6rgaos a distancia.
Estas células dividem-se rapidamente e geralmente de maneira muito agressiva e
com crescimento incontrolavel, determinando-se a formacao dos tumores.

Esses podem comecar em tecidos epiteliais, como pele ou mucosas, 0s
denominados carcinomas. Ja quando sua formacao se da em tecidos conjuntivos,

como 0sso0s, musculos ou cartilagens, estes sdo conhecidos como sarcomas. A
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velocidade que essas células se multiplicam e criam a capacidade de invadir tecidos
e orgaos vizinhos ou distantes é a caracteristica que diferenciam a variedade de
tipos de cancer, sendo este processo de replicagdo denominado metastase (INCA,
2020).

A maior diferenga entre as células normais e as células cancerosas, € que
estas tém um crescimento desordenado e persistente mesmo na falta de fatores que
influenciem seu crescimento, adquirindo a capacidade de se espalhar para outros
tecidos, diferentemente de uma célula normal, como mostrado na Figura 2
(BELIZARIO, 2002).

Figura 2: Comparacéao das células normais com as células cancerigenas.

& }ngf

6=
E“{g:}- = Agente
g Orgéc = __ cancerigeno
()] i Tecido o e
II\\*:/I,.-' Tecido pireo, Ll&;y
Celula normal Ceélula cancerosa

Fonte: Adaptado de (INCA 2020).

Para combater o crescimento desordenado de células causadoras de céancer,
sdo utilizados como wuma das formas de tratamento medicamentos
quimioterapéuticos que agem sobre as células cancerigenas inibindo o seu
crescimento. No entanto, esses medicamentos possuem uma baixa seletividade, isto
€, interagem em maior propor¢do com as ceélulas normais do que com as células
cancerosas causando diversos efeitos colaterais nos pacientes. Nesse sentido,
torna-se necessario o desenvolvimento de novos farmacos mais eficazes, seletivos e
que causem menos efeitos adversos nos pacientes (NARELLA et al., 2019).

Os heterociclos sdo compostos de grande importancia para a Quimica
Medicinal, e trata-se de estruturas ciclicas constituida de carbono e pelo menos um
heteroatomo, sendo comumente o oxigénio, o nitrogénio, o enxofre e o fésforo, como
os azéis, tiazois, oxadiazois, purinas, etc. Os heterociclos estdo presentes em
moléculas com diversas aplicagdes como em produtos farmacéuticos, agroquimicos,
cosméticos, dentre outras aplicagdes (LAKSHMITHENDRAL et al., 2019).
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O grande interesse da industria farmacéutica nos heterociclos é resultado das
diversas atividades biolégicas em diversos alvos terapéuticos apresentada por essa
classe de compostos, como por exemplo agao antibacteriana, antitumoral, antiviral,
antifungica, antidiabética dentre outras (LAKSHMITHENDRAL et al., 2019).

Dentro da classe dos heterociclos de cinco membros destacam-se os
oxadiazodis que sdo compostos que contém dois atomos de nitrogénio e um atomo
de oxigénio em sua estrutura, formando um anel heteroaromatico de cinco membros.
Os atomos de nitrogénio podem se dispor em diferentes posi¢des no anel em
relagcdo ao oxigénio originando quatro estruturas isoméricas (Figura 3) (KAPOOR et
al., 2021).

Figura 3: Isbmeros oxadiazoélicos

1 1

R ] 1
R1 o 1 O 5 N/O R‘] O
N 5 \ \
N 4 3 R 4 3 ~N
RS 4 1 4 3
2 3 R, R,
1,2,3-oxadiazol 1,2,4-oxadiazol 1,2,5-oxadiazol 1,3,4-oxadiazol

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Diferentes metodologias podem ser usadas para a preparagédo de 1,3,4-
oxadiazdis como desidratacdo de diacil hidrazidas, oxidacdo de acil hidrazonas,
reacao entre acil hidrazidas e ortoésteres, rearranjo de diaril tetrazinas e reagao
entre tetrazol e cloreto de acila (reacdo de Huisgen) (Esquema 1) (VINDYA et al.,
2020; KASHID et al., 2020; KUDELKO; ZIELINSKI, 2012; PARDESHI; PATIL;
BOBADE, 2010; TOKUMARU; JOHNSTON, 2017; ARAUJO et al., 2018).
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Esquema 1: Metodologias sintéticas para obtencao de 1,3,4-oxadiazodis

_______________

Q 12, K,CO5 | PR | R'-C(OEt), i
R' . ' _NH
H DMSO . ' H

- . iazol' G
Acil hidrazona 1,3,4-oxadiazol; Acil hidrazida

Tetrazol Diaril-tetrazinas

Fonte: Adaptado de ARAUJO et al., 2018.

Compostos contendo os nucleos 1,2,4 e 1,3,4-oxadiazoélicos sao os isbmeros
constitucionais mais comumente reportados na literatura, e tém seu potencial
antitumoral descrito em varios trabalhos na literatura (BAJAJ, et al. 2015; ALTINTOP
et al. 2018; LAKSHMITHENDRAL et al., 2019; NARELLA et al., 2019). Dentre as
duas formas isoméricas destaca-se o regioisdbmero 1,3,4-oxadiazol, que exibe uma
acao seletiva e potente inibicdo sobre atividade de varias linhagens de células
cancerigenas (ALTINTOP, et al. 2018, LAKSHMITHENDRAL et al., 2019; NARELLA
etal., 2019).

Dentre os medicamentos comercializados que contém o nucleo 1,2,4-
oxadiazdlico em suas estruturas podemos citar a oxolamina e libexina usados como
antitussigenos, ataluren recomendado para o tratamento de distrofia muscular de
Duchenne, o fasiplon, que possui agdo sedativa e relaxante muscular e o pleconaril,
usado no tratamento da asma (Figura 4) (SOMANI et al., 2009) (FREIRE
REGUEIRA; DE FREITAS; DE FREITAS FILHO, 2016). Ja para o regioisdbmero
1,3,4-oxadiazol, podemos citar o raltegravir um antirretroviral utilizado no tratamento

do HIV, o nesapidil, com acdo antiarritimia cardiaca, o furamizol, com acao
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antibacteriana e a tiodazosina, usada como anti-hipertensivo (Figura 4) (SOMANI et
al., 2009) (FREIRE REGUEIRA; DE FREITAS; DE FREITAS FILHO, 2016).

Figura 4: Estrutura dos farmacos comercias com nucleo oxadiazélico.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Nosso grupo de pesquisa tem investido na sintese de compostos derivados
do nucleo oxadiazolico. Podemos citar o trabalho de Caneschi e colaboradores
(2019), onde foram sintetizados uma série de novos derivados 1,24 e 1,3,4-
oxadiazélicos possuindo em suas estruturas cadeias lipofilicas variando de 8 a 14
atomos de carbono. Esses compostos foram avaliados quanto a sua atividade

citotoxica frente a duas linhagens de células tumorais de animais (4T1 e CT26.WT) e



uma linhagem de célula animal n&o-tumoral (BHK-21) (CANESCHI et al, 2019). Os

resultados obtidos estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Oxadiazdis com atividade citotoxica sintetizados pelo nosso grupo de
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pesquisa.
4T1 CT26.WT BHK-21
Entrada Compostos Clso IS Clso IS Clso
(uM£SD) (UM£SD) (LM£SD)
N-O
| N—
1 ©/4N/)\/ \/NVHE 12+ 4 4,7 70+2 0,8 56+2
N—-O
| N—
2 ©/4N/)\/ \/NVV\)E 3,6+0,5 18,4 60 £ 1 1,1 66 = 1
AN
3 (j/k,()V \/N\)(/*m 8+2 8,8 78+4 0,9 71+2
/N
NN NN
4 N [ O/&s 8 3,6+0,2 6,4 29+2 0,8 23+1
N~
/\
N— NJ\ \/H\
5 A ’O s 2,6+0,1 6,4 22+1 0,7 16+3
N~
/\
NN NN
6 N ’o s 342 19,6 382408 | 1,6 | 63+3
N~
/I~
NN NN
7 ’Oks 8 1,9+0,1 16,7 154+0,4 | 2,0 | 31,8402
N_N/\N\J/\N\/H\
8 ’O%s 10 1,6+0,3 14,5 63+01 | 37 23+4
NN NN
9 ’O/&s 12 3,104 43 77+02 | 1,7 13+8
/\
'>‘ N%N\/Pﬁg
10 O\A\s 35+2 0,6 39+0,1 | 56 2243
o
) NN \i/\ho
11 @/koks 2442 0,9 1,6+£0,7 | 13,8 | 22,1+0,2
o
/SN
NN N,
12 O/&s 2242 0,9 34+02 | 6.2 2142
~o
N\
N-N NN
BN 8
o S
13 @ 21,1 £0,4 1,1 25113 | 1,0 2442
O,N
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/N
/oks 10
14 8,2+0,1 0,7 2542 0,2 6,1+0,2
O5N
/S~
/O\/QS 12
15 6,7+0,9 0,1 2342 0 0,9+0,1
O,N

Daunorrubicina 0,30 + 0,01 0.3 0,42+0,04 | 02 | 0,09+0,01

Fonte: Adaptado de (CANESCHI et al., 2019).

Os resultados obtidos por Caneschi e colaboradores sao promissores
comparados ao farmaco de referéncia utilizado no teste, a daunorrubicina. Percebe-
se que os compostos oxadiazolicos sao menos ativos que a daunorrubicina, mas
possuem um maior indice de seletividade (IS), chegando a ser cerca de 60% mais
seletivos. Ou seja, os compostos descritos no trabalho foram mais citotoxicos para
as células tumorais preservando assim em uma maior proporgao as células normais,
uma caracteristica importante a ser considerada ja que pode levar a um tratamento

eficiente com menos efeitos colaterais aos pacientes.

Neste trabalho foi possivel notar também que para os derivados 1,2,4-
oxadiazolicos (entradas 1, 2 e 3, Tabela 1), o oxadiazol mais ativo foi aquele
contendo a piperazina alquilada com 10 atomos de carbono (entrada 2, Tabela 1),
destacando um Clso de 3,6 + 0,5 uM para a célula 4T1 com indice de seletividade de
18,4. Para a série 1,3,4 (entradas 4-15, Tabela 1) podemos notar um perfil diferente
ja que, em geral, os oxadiazois mais ativos foram aqueles contendo a piperazina

alquilada com 12 atomos de carbono.

Foram estudados quatro padrdes de substituicdo para a série 1,3,4 na
posicao 5 do anel oxadiazolico, a saber: piridil, fenil, 4-metoxifenil e 4-nitrofenil. Com
excecao dos derivados do 4-metdxi (entradas 10-12, tabela 1) todos os demais
1,3,4-oxadiazéis foram mais ativos para a linhagem 4T1. Destaque para os
oxadiazdis com os substituintes fenil e 4-metdxi alquilados com 12 atomos de
carbono (entradas 8 e 11, respectivamente) que apresentaram Clso de 1,6 uM com

indices de seletividade de 14,5 e 13,8, respectivamente. Além disso, esses
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compostos mostraram-se capazes de induzir a morte celular por apoptose nas

linhagens 4T1 e CT26, um processo celular crucial na quimioterapia do cancer.

Diante dos resultados expressivos e promissores que nosso grupo de
pesquisa tem alcangado com os derivados 1,3,4-oxadiazolicos, este trabalho visa
complementar pesquisas anteriores, a fim de esclarecer e ampliar o espectro da
atividade citotdéxica desses derivados. Com isso, faz-se importante a sintese e
avaliacao do potencial citotoxico de novos derivados 1,3,4-oxadiazélicos acoplados

a piperazina alquilada com diferentes tamanhos de cadeias.

A escolha no planejamento das moléculas nesse trabalho foi baseada no
resultado obtido no trabalho de Caneschi e colaboradores (2019). Segundo os
resultados relatados nesse trabalho, os derivados 1,2,4-oxadiazodlicos (I, Il e lll) e os
derivados 1,3,4-oxadiazdlicos (IV, V, VI) (Figura 5) mostraram efeitos citotoxicos
relevantes com valores de IS expressivos. Objetiva-se entdo nesse trabalho obter
1,3,4-oxadiazdis com esse mesmo padrao de substituinte, variando o tamanho da
cadeia aquil e avaliar o efeito da troca do heterociclo na citotoxicidade e

consequentemente, na seletividade desses compostos.

Figura 5: Oxadiazodis sintetizados por Caneschi e colaboradores
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.



2 OBJETIVOS

Esse projeto tem como objetivo sintetizar e caracterizar
1,3,4-oxadiazélicos alquilados e avaliar o potencial citotdxico

frente a diferentes linhagens de células tumorais animais.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) sintetizar, purificar e caracterizar os derivados inédito
alquilados 14-21 (Figura 6):

oito novos derivados

desses heterociclos

s 1,3,4-oxadiazolicos

Figura 6: 1,3,4-Oxadiazdis propostos nesse trabalho (14-21)
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

b) avaliar o potencial citotdéxico dos derivados oxadiazé
da determinacdo do Clsp em diferentes linhagens

animais e uma linhagem animal ndo tumoral. Os t

realizados no Laboratério de Sintese e Interagdes Bioinorganicas (SibLab)

em colaboragdo com a Prof?® Dr® Heveline Silva do Departamento de

Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais.

licos 14-21 por meio
de células tumorais

estes de Clsp serao




25

3 PLANO DE SINTESE

Os derivados oxadiazolicos 14-21 serdo obtidos em quatro etapas a partir do
acido benzoico (1) e do acido 4-metoxibenzdico (2). Para a obtencdo dos
compostos, inicialmente serdo sintetizados os ésteres (3-4) pela reagdo de
esterificacdo com os respectivos acidos comerciais, etanol, acido sulfurico e
aquecimento (Esquema 2) (JUDGE et al., 2012).

Os ésteres previamente obtidos serdo submetidos a reagdo com hidrazina e
etanol sob aquecimento para obtengao das respectivas hidrazidas (5-6) (Esquema 2)
(RICCARDI & NICOLETTI, 2006).

Uma vez obtidas, as hidrazidas serdo submetidas a reacdo com brometo de
bromoacetila para formacdo dos intermediarios N,N’-diacil-hidrazina, que serao
ciclizados posteriormente com solvente adequado para a obtencdo dos derivados
1,3,4-oxadiazélicos (7 e 8) (Esquema 2) (COTTRELL et al., 2004).

Em um outro momento, serdo obtidas as piperazinas alquiladas (10-13) pela
reacao da piperazina 9 com haletos de alquila comerciais com cadeia de 8, 10, 12 e
14 atomos de carbono (Esquema 2) (ALABUGIN; ZEIDAN, 2002).

Por fim, uma vez obtidas as piperazinas alquiladas, os derivados 1,3,4-
oxadiazdlicos 7 e 8 serdo submetidos, separadamente, a reacdo com as respectivas
piperazinas, na presenga de carbonato de potassio para obtencdo dos compostos

finais 14 a 21 (Esquema 2) (OZCAN et al., 2013).

Esquema 2: Plano de sintese dos 1,3,4-oxadiazoéis alquilados 14-21.

o e} (e} N—N
o EtOH, EtOH, NH Br\)L I\ Br
OH H280,4 /@)ko/\ NH,NH, @N’ 2 Br 6]
e N - =,
. A g A R R
HR=H (3 R=H (5)R=H (M) R=H
EZ; R e (4) R = OMe (6) R = OMe (8) R = OMe
HN
N
B
n=6,8,10, 12
cl 10-13
At ao-13)
HN n=6, 8,10, 12 HN
s SN )\/N N
(9) KZCO:;, KBrcag_ n /©/<
(10) n=6
A (11) n=8 R

(12) n=10

(13) n=12 (14)R=H, n=6  (18) R = OMe, n=6
(15) R =H, n=8 (19) R = OMe, n=8
(16) R=H,n=10  (20) R = OMe, n=10
(17)R=H,n=12  (21) R = OMe, n=12

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as reacbes realizadas no projeto foram acompanhadas por
cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando a fase mdvel e os reveladores
adequados para cada etapa de sintese. Apds o término das reacdes, os produtos
foram tratados a partir de uma extragao liquido-liquido com os solventes adequados
para cada reagao, e quando necessario foram purificados por cromatografia em
camada de silica (CCS). Todos os compostos foram caracterizados por
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e "3C.

Devido as semelhancas estruturais entre os compostos, serdo discutidos

apenas os espectros de um dos derivados sintetizados em cada etapa.

4.1 SINTESE DOS ESTERES BENZOATO DE ETILA E 4-METOXI BENZOATO DE
ETILA E CARACTERIZACAO DO BENZOATO DE ETILA

Esquema 3: Sintese do benzoato de etila e 4-metdxi benzoato de etila

0 0
72h, A
R R

R=H (1)
R = OCH, (2)

R=H  (3) 90%
R=0OCH; (4) 87%

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Os ésteres 3 e 4 foram obtidos como descrito por JUDGE e colaboradores,
em 2012. Foram utilizados, separadamente, os acidos benzdico e 4-metdxi
benzdico, em reagcdo com acido sulfurico sob refluxo de etanol. O término da reacao
foi verificado apdés 72h com auxilio de CCD e a mistura reacional foi extraida com
éter e H20 obtendo-se os ésteres 3 e 4 puros na forma de um O6leo levemente
amarelado, com rendimentos de 90 e 87%, respectivamente. A seguir seréo
discutidos os espectros de RMN de 'H e '3C para o benzoato de etila.

Através do espectro de RMN de 'H (CDClIs; 500MHz) (Figura 7) observam-se
na regidao de aromatico multipletos centrados em 67,54 referente ao hidrogénio H1,
em 67,42 referente ao hidrogénio H2, e em 68,05 referente ao hidrogénio H3. Pode-

se observar também em 84,38 um quarteto referente aos hidrogénios H6 (2H;
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3J=7,15 Hz) e um tripleto em 51,39 referente aos hidrogénios metilicos H7 (3H;

3J=7,15 Hz).

Figura 7: Espectro de RMN de 'H (CDCls; 500 MHz) do benzoato de etila (3).
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Pelo espectro de RMN de '3C (CDCls; 125 MHz) (Figura 8) observam-se
sinais na regido de aromaticos referente aos carbonos: C1 em 6132,9; C2 em
0128,4; C3 em 6129,6 e carbono nado hidrogenado C4 em 6130,6. Pode-se observar
também em 6166,7 o sinal para o carbono da carbonila (C5), em 61,2 o sinal

referente a C6 e em 014,4 o sinal referente a C7.
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Figura 8: Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do benzoato de etila (3).
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

4.2 SINTESE DA FENIL-HIDRAZIDA (5) E 4-METOXI FENIL-HIDRAZIDA (6) E

CARACTERIZAGAO DA

FENIL-HIDRAZIDA

Esquema 4: Sintese da fenil-hidrazida (5) e da 4-metoxi-fenil-hidrazida (6)

o]

R=H
R=OCH3

/@)ko/\
R

EtOH, NH,NH,

24nh, A
(3)
(4)

(0]

NH
H
R

R=H (5) 51%
R=0CH; (6) 45%

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

A fenil-hidrazida e 4-metoxi-fenil-hidrazida foram obtidas como descrito por
RICCARDI e NICOLETTI (2006). Foi utilizado o éster correspondente 2 e 3, em
reagao com a hidrazina (70% m/m) sob refluxo de etanol. O término da reagéo foi

verificado apds 24h com auxilio de CCD. As respectivas hidrazidas foram purificadas

por recristalizacdo em etanol, obtendo-se cristais brancos com um rendimento de 51
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e 45%, respectivamente. A seguir serdo discutidos os espectros de IV, RMN de 'H e
de '3C da fenil-hidrazida.

Através do espectro de RMN de 'H (DMSO-ds; 500MHz) (Figura 9) observa-se
um multipleto na regido de aromatico em 67,50 referente ao hidrogénio H1, um
multipleto em 87,44 referente ao hidrogénio H2, um multipleto em 67,81 referente ao
hidrogénio de H3. Pode-se observar também em 89,77 um simpleto referente ao
hidrogénio do NH e um simpleto alargado em 64,48 referente aos hidrogénios do

NHo.
Figura 9: Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds; 500 MHz) da fenil-hidrazida (5).
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Fonte: Elaborado pelo préoprio autor.

Pelo espectro de RMN de 3C (DMSO-ds; 125MHz) (Figura 10) observam-se
os sinais em 8131,1 referente a C1, em 6128,3 referente a C2, em 8126,9 referente
a C3 e em 06133,3 referente ao carbono nao hidrogenado C4. Pode-se observar

também em 8165,9 o sinal para o carbono n&o hidrogenado da carbonila (C5).
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Figura 10: Espectro de RMN de 3C (DMSO-ds; 125 MHz) da fenil-hidrazida (5).
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Pelo espectro de IV (Figura 11) pode-se observar bandas de absorg¢ao
em 3390 cm™ e 3287cm’ referentes aos estiramentos N-H e NHz2, em 3118 cm™ e
2985 cm' referentes ao estiramento C-H de aromatico, outra banda em 1741 cm™’

referente ao estiramento C=0 e em 1535 cm-! estiramento referente a ligagdo C-N.
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Figura 11: Espectro de IV (ATR; cm™") da fenil-hidrazida (5).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

4.3 SINTESE DOS INTERMEDIARIOS OXADIAZOLICOS 7 E 8 E
CARACTERIZAGAO DO 2-(BROMOMETIL)-5-FENIL-1,3,4-OXADIAZOL (7)

Esquema 5: Sintese dos oxadiazois (7) e (8)

N=h N~N
@,{ N Br Br. L gy POCls /©)L N e B L crer, @/Q N Br
0 0
HyCO
: 6h,90°C 14 h, refluxo

(B} (30%) R=H (5) {7) (28%)
R=0CH; (6)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

O oxadiazol 7 foi obtido com adaptagbes da metodologia de COTTRELL e
colaboradores (2004). A fenil-hidrazida foi submetida a reagdo com brometo de
bromoacetila sob refluxo de CHCIs. O término da reacao foi verificado apdés 14h com
auxilio de CCD, apos observar o consumo total da fenil-hidrazida (5). O oxadiazol 7
foi isolado por CCS e obtido sob a forma de um soélido branco com 28% de

rendimento. Isolou-se também por CCS um produto que apresentou por CCD um Rf
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(fator de retencéo) intermediario ao material de partida (fenil-hidrazida) e o oxadiazol
7. Esse produto foi caracterizado por RMN de 'H (Figura 12) e trata-se do
intermediario N,N'-diacil-hidrazina, formado inicialmente pela reacdo da hidrazina
com o brometo de bromo acetila. Pelo espectro de RMN de 'H (Figura 12) é
possivel observar os sinais referentes aos dois hidrogénios de NH na regidao de &
10,5ppm, bem como os sinais dos cinco hidrogénios aromaticos na regiao entre
07,89-7,48ppm. Pbde-se observar também o sinal referente ao hidrogénio metilénico

em 04,22ppm como um simpleto.

Figura 12: Segdo expandida do espectro de RMN de '"H (DMSO-ds; 500 MHz) do

intermediario N, N-diacil-hidrazina.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Foram realizadas diferentes tentativas de sintese do derivado 1,3,4-
oxadiazélicos (7) no intuito de melhorar o rendimento, como mostrado na Tabela 2. A
primeira etapa da reagao envolve, em um primeiro momento, a formagdo do
intermediario N,N’-diacil-hidrazina, pela reacdo da hidrazida com o brometo de

bromoacetila. Para a etapa de ciclizagdo foram testadas diferentes condi¢cbes de
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reagcdo como descrito na Tabela 2 (LI et al., 2021; EZZAT; RAHMAN, 2013; DE
OLIVEIRA et al., 2012).

Ao todo foram realizadas dezesseis tentativas diferentes, variando o solvente,
temperatura, tempo de reagao, utilizagdo de bases e reagentes adicionais. Percebe-
se que apenas em cinco das tentativas foram possiveis isolar e caracterizar os
produtos, com rendimentos que variaram de 7% a 30%.

As entradas 8, 9 e 10 da Tabela 2, mostram as condicdes de reacdo que
levaram aos melhores rendimentos (7%, 28% e 18%, respectivamente),
possibilitando a escolha das condi¢cdes utilizadas no presente trabalho. Nas
tentativas de otimizacao da reacgao foi possivel observar que a temperatura e o
tempo de reagédo, foram importantes na obtengdo do oxadiazol almejado. Isso pode
ser notado nas entradas 7 e 8 que mostram que a reacdo de ciclizacdo em CHClz a
temperatura ambiente (entrada 7) nao levou a formagao do oxadiazol apds 24 horas
de reagdao. Nessas condigbes observou-se por CCD somente a formagdo do
intermediario N,N-diacil-hidrazina. Ja na entrada 8 pode-se notar que o aquecimento
da reacdo a uma temperatura de 60 °C levou a formacdo do oxadiazol com um
rendimento 7% de rendimento. Aumentando-se o tempo de reacao para 14 horas
levou-se a um aumento do rendimento da reacdo para 28% (entrada 9). Porém,
observou-se que um periodo de tempo superior a 14 horas levou a um descréscimo
no rendimento da reagao (18%) como pode ser visto na entrada 10. Um aumento no
tempo da reacao levou a formacao de subprodutos dificultando a purificagdo do
produto almejado. Outros solventes como dimetilsulféxido, etanol e tolueno também
foram testados, sendo que somente com tolueno apdés 30 horas de reacdo foi
possivel obter o oxadiazol com 8% de rendimento (entradas 3 e 4). Nesse caso,
observou-se por CCD uma mistura complexa de produtos de dificil separacgéo.

Outras tentativas envolveram o uso de bases como hidréoxido de potassio e
carbonato de potassio a fim de realizar a remogao do préton facilitando assim a
ciclizacao (entradas 1, 2 e 14). No entanto, em todas essas condicoes foram
observadas por CCD misturas complexas de produtos de dificil purificacao,
impossibilitando o isolamento do oxadiazol.

Tentou-se também a utilizacdo de iodeto de potassio no intuito de se
promover a troca de brometo por iodeto, um melhor grupo abandonador, no
reagente brometo de bromo acetila. Esperava-se que nesse caso teriamos uma

maior formacéao do intermediario N,N*-diacil-hidrazina o que poderia entdo levar a um
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maior rendimento do produto ciclizado. Nesse caso, também foi observado por CCD
uma mistura complexa de produtos ndo conseguindo dessa forma isolar o oxadiazol.

Realizou-se também a reagdo em meio acido (entrada 15) no intuito de ativar
a carbonila através da sua protonacéao. A reacgao foi mantida sob agitagdo magnética
em CHCIz a 60 °C e acompanhada por CCD durante 24 horas. Observou-se, por
CCD, a formacao do oxadiazol porém nao foi possivel isolar o mesmo de forma pura
devido a formacao de subprodutos com Rf préximos.

A literatura relata a obtencdo de 1,3,4-oxadiazdis a partir da reagcao de
agentes desidratantes com derivados N,N'-acilhidrazinas (LAKSHMITHENDRAL, K.
et al., 2019, VINDYA et al., 2020; KASHID et al., 2020). Dessa forma, foram
realizadas tentativas de sintese do oxadiazol 7 utilizando-se agentes desidratantes
como o cloreto de tosila (TsCl) e cloreto de fosforila (POCI3) (entradas 5, 6 e 16).
Quando foi usado cloreto de tosila como agente desidratante, observou-se por CCD
a formagao do oxadiazol com 3 horas de reacéo, porém o mesmo nao foi isolado em
quantidades suficientes para caracterizagdo. Repetiu-se novamente a reacgao
aumentando-se o tempo para 17 horas, porém percebeu-se a formacdo de uma
mistura complexa de subprodutos sem que houvesse uma progressao na formagao
do oxadiazol almejado. Por fim, em outra condi¢cado de reagao foi usado o cloreto de
fosforila como agente desidratante, obtendo-se nesse caso o oxadiazol 7 apds 6
horas de reagdo com 30% de rendimento. Destaca-se nessa metodologia como
vantagens, em relagdo a condicdo descrita na entrada 9, a nao utilizacdo de
solventes e 0 menor tempo de reagéo.

Todas as tentativas, principalmente com maiores temperaturas e
maiores tempos reacionais, foram observadas por CCD misturas complexas de
produtos de dificil purificacdo, impossibilitando o isolamento do oxadiazol de forma

pura.
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Tabela 2: Otimizacao da reacgao de ciclizacao N,N'-diacil-hidrazina para obtenc¢ao do

o

(@)
N,NH2 Br\)J\Br

H _—

1,3,4-oxadiazol

(@) H l/\l—N
N a, base \ Br
ot = o
(@)
R

solvente
N,N'-diacil-hidrazina
Entrada a base Solvente Tem[()‘%')a L Te(r;:)po Ren?‘l’/r:;ento
1 - KOH Etanol 50 24 nd
2 - K2COs3 Etanol 50 10 nd
3 - - Tolueno 110 24 -
4 - - Tolueno 110 30 8
5 TsCl - TEA t.a. 17 nd
6 TsCl - TEA t.a. 3 nd
7 - - CHCI3 t.a. 24 -
8 - - CHCIs 60 7 7
9 - - CHCI3 60 14 28
10 - - CHCI3 60 24 18
11 Kl - DMSO 120 24 nd
12 Kl K2COs3 DMSO 120 24 nd
13 Kl K2CO3 CHCl3 60 24 nd
14 - K2COs3 CHCI3 60 20 nd
15 H2SO4 - CHCl3 60 24 nd
16 POClI3 - - 90 6 30

nd: ndo determinado.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Baseado nos resultados obtidos nas reagdes de otimizacdo para a obtencao

do oxadiazol 7 a condigdo de reacao utilizada para a obtencdo do derivado 2-

(bromometil)-5-(4-metoxifenil)-1,3,4-oxadiazol (8) envolveu a reagcdo da 4-metdxi-

fenil-hidrazida (6) com brometo de bromoacetila e excesso de POCIs, sob
aquecimento (VINDYA et al., 2020; KASHID et al., 2020). A reacao foi acompanhada

por CCD e observou-se o término da reacdo apos 6 horas, sendo o oxadiazol

desejado obtido com 30% de rendimento na forma de um soélido branco apés

purificacdo por CCS.

Uma proposta para a formagdo do oxadiazol envolveria inicialmente a

ativagdo da carbonila do intermediario N,N'-diacil-hidrazina com POCIs seguido de

ciclizagao e eliminagédo de PO(OH)CI2 para formar o oxadiazol (Esquema 6).
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Esquema 6: Proposta de mecanismo para formacao do oxadiazol 8

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

A seguir serdo discutidos os espectros de IV, RMN de 'H e '3C para o 2-
(bromometil)-5-fenil-1,3,4-oxadiazol.

Pela andlise do espectro de RMN de 'H (CDClz; 500MHz) (Figura 13)
observa-se um multipleto na regido de aromatico entre 67,55-7,49 referente aos
hidrogénios H1 e H2 e um multipleto entre 88,06-8,04 referente ao hidrogénio H3.
Pode-se observar também em 04,59 um simpleto referente aos hidrogénios
metilénicos H7.

Pelo espectro de RMN de '3C (CDCIs; 125MHz) (Figura 14) observam-se
sinais na regido de carbonos aromaticos em 6132,2 referente a C1, em 6129,2
referente a C2, em 0127,1 referente a C3 e em 0123,3 referente ao carbono néo
hidrogenado C4. Pode-se observar também sinais em 6165,9 e & 162,4 referentes
aos carbonos nao hidrogenados do ciclo 1,3,4-oxadizélico C5 e C6,

respectivamente, além de um sinal em 616,7 referente ao carbono metilénico C7.



Figura 13: Espectro de RMN de 'H (CDCls; 500 MHz) do composto (7).
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Figura 14: Espectro de RMN de *C (CDCls; 125 MHz) do composto (7).

W o 00~
o 0 L Bt Bt ;g = 'LE
8© SAEE o ©
—— - [ o —
[ Sh2/ ~
N-N
/ 6
. s 7 Cl,C2,C3eC4
2 f i 1
C7
C5 , )
C6 I
|I I
W i i
1;u 1;07‘71‘70 1%0 1§u ialn Iél] ﬁu 11‘[1 ﬂm g‘n a‘n‘r 7|n ﬁID sluﬁ 4.0 3‘u 2‘n 1‘n [II -1lu
f1 (ppm)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.



38

Pelo espectro de IV (Figura 15) pode-se observar uma banda de absor¢ao em
3038 cm' referente ao estiramento C-H de aromatico, outra banda em 2968 cm’
referente ao estiramento C-H alifatico, em 1550 cm™' referente a ligagdo C=N e em
593 cm™' referente ao estiramento C-Br.

Figura 15: Espectro de IV (ATR; cm™") do composto (7).
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

4.4 SINTESE DAS PIPERAZINAS ALQUILADAS (10-13) E CARACTERIZACAO DA
PIPERAZINA 10

Esquema 7: Sintese das piperazinas alquiladas 10-13

C|/\M; HN——
N _N=6.810,12 _ N
9 K,CO3 KBr cat.,
ot 10n=6 (62%)
MeCN, 70°C, 20 h Mnes  (69%)
12n=10 (69%)
13n=12 (66%)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Em outro momento, foi realizada a sintese das diaminas alquiladas derivadas
da piperazina (9) pela reagao desta com haletos de alquila comerciais com cadeia de
8, 10, 12 e 14 atomos de carbono (ALABUGIN; ZEIDAN, 2002). Nesse caso, 0
haleto de alquila correspondente foi adicionado lentamente a uma solucdo de
piperazina em acetonitrila, na presengca de quantidades cataliticas de KBr como
indicado no (Esquema 7). Apés o término da reagao, a mistura de reagao foi
concentrada, extraida com CH2Cl2 e H20 sucessivas vezes para remog¢ao do
excesso de piperazina, e o residuo obtido purificado por CCS fornecendo as
piperazinas alquiladas 10 a 13 com rendimentos que variaram de 62 a 69%, na
forma de sdlidos brancos ou 6leos incolores.

A seguir serdo discutidos os espectros de RMN de '"H e '3C para piperazina
alquilada 10.

Através do espectro de RMN de 'H (CDCIs; 500MHz) (Figura 16) observa-se
um simpleto largo em 63,61 referente ao hidrogénio do NH da piperazina, um
multipleto em 62,85 referentes aos hidrogénios metilénicos H1, um simpleto largo em
0 2,38 referentes aos hidrogénios metilénicos H2. Pode-se observar também em
52,22 um multipleto referente aos hidrogénios metilénicos H3, um tripleto (3J=7,1 Hz)
em O 1,39 referente aos hidrogénios H4, um simpleto largo em 61,19 referente aos
hidrogénios H5 a H9 e em 80,79 um tripleto (3J=6,9 Hz) referente aos hidrogénios
metilicos H10.

Pelo espectro de RMN de '3C (CDCls; 125MHz) (Figura 17) observam-se
sinais em: 853,6 referente a C2, em 645,5 referente a C1, em & 59,2 referente a C3.
Também é possivel observar sinais em 031,8 a 22,6 referentes aos carbonos

metilénicos C4 a C9 e um sinal em 014,1 referente ao carbono metilico C10.



Figura 16: Espectro de RMN de 'H (CDClIs; 500 MHz) do composto (10).
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Figura 17: Espectro de RMN de 3C (CDClz; 125 MHz) do composto (10).
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45 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS OXADIAZOIS ACOPLADOS A
PIPERAZINA ALQUILADA (14-21)

Esquema 8: Sintese dos 1,3,4-oxadiazéis com a piperazina alquilada (14-21).

HN\\//\\
- R N e
(e e (T
o n=6,8,10,12
R CH4CN, K,CO3, 2h R (14) R=H, n=6 (46%)
A (15) R=H, n=8 (87%)
R=H (7) (16) R=H, n=10 (58%)
R = OCHjs (8) (17) R=H, n=12 (53%)
(18) R=0CH,, n=6  (63%)
(19) R=0OCH,, n=8 (53%)
(20) R = OCHj, n=10 (58%)
(21) R =0OCH,, n=12 (74%)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Os oxadiazois acoplados a piperazina alquilada foram previamente obtidos a
partir da reagao dos intermediarios 1,3,4-oxadiazodlicos (7) e (8) com as respectivas
piperazinas alquiladas 10 a 13, previamente preparadas, na presenca de K2COs3
(Esquema 8). O término da reacao foi verificado apds 2h com auxilio de CCD e os
produtos foram obtidos na forma de solido apds purificacdo por CCS com
rendimentos que variaram de 46% a 87%.

Uma proposta para a formacdo dos compostos finais 14 a 21 seria por
mecanismo do tipo Sn1, com a formagdo de um carbocation estabilizado por
ressonancia com o anel oxadiazdlico, seguido pelo ataque do nucledfilo e
posteriormente o composto formado neutralizado pelo carbonato de potassio

(Esquema 9).



Esquema 9: Proposta de mecanismo para formacao dos oxadiazois 14 a 21.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A seguir serdo discutidos os espectros de IV, RMN de 'H e '3C para o 2-fenil-

5-((4-tetradecilpiperazin-1-il)metil)-1,3,4-oxadiazol.

Através do espectro de RMN de 'H (CDCls; 500MHz) (Figura 18) observam-

se um multipleto na regido de aromatico entre 867,54-7,49 referente aos hidrogénios

H1 e H2, um dupleto em 88,06 referente ao hidrogénio H3. Pode-se observar

também em 63,91 um simpleto referente aos hidrogénios metilénicos H7,

dois

simpletos largos em 62,71 (4H) e em 02,56 (4H) referentes aos hidrogénios

metilénicos da piperazina H8 e H9, um tripleto 52,36 (2H; 3J = 7,5 Hz) referente aos

hidrogénios H10, um simpleto largo em 61,49 (2H) e um multipleto em 61,25 (22H)

referente aos hidrogénios da cadeia carbdnica (H11-H22). Por ultimo, um tripleto em

50,88 (3H; 3J = 5,9 Hz) referente aos hidrogénios metilicos H23 da extremidade da

cadeia alquil.
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Figura 18: Espectro de RMN de 'H (CDCls; 500 MHz) do composto (17).
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

No espectro de RMN de 3C (CDCIs; 125MHz) (Figura 19) observam-se os
sinais da parte aromatica do composto em 6131,9 referente a C1, em ©129,2
referente a C2, em 0127,2 referente a C3 e em 0123,9 referente ao carbono néo
hidrogenado C4. Pode-se observar também os sinais em 81655 e & 163,5
referentes aos carbonos néo hidrogenados C5 e C6 do ciclo 1,3,4-oxadiazélico, além
de sinais em 058,8 referente ao carbono metilénico, C7 e em 53,0 e 52,8 referentes
aos carbonos metilénicos C8 e C9 da piperazina. Na parte alquil da cadeia carbbnica
observam-se sinais em 852,1 referente ao carbono C10, sendo os sinais na faixa de
032,0 — 22,8 do espectro referentes aos carbonos C11-C22 e por ultimo, em 614,4

um sinal referente ao carbono C23.



Figura 19: Espectro de RMN de '3C (CDCls; 125 MHz) do composto (17).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Pelo espectro de IV (Figura 20) pode-se observar bandas de absor¢do em

3059 cm™' de C-H aromatico e 2993 cm™ referente ao estiramento C-H alifatico e

uma banda em 1521 cm™

referente ao estiramento C=N. Observa-se o

desaparecimento do estiramento C-Br em 593 cm™' comparando o espectro de |V do

composto (7).
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Figura 20: Espectro de IV (ATR; cm™") do composto (17)
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DOS DERIVADOS 1,3,4-
OXADIAZOLICOS.

A avaliacdo da atividade citotoxica dos derivados 1,3,4-oxadiazolicos foram
avaliadas através da concentracao inibitéria de 50% da viabilidade celular - Clsg
como descrito na literatura por (HASSANZADEH et al., 2021). Para determinagao da
viabilidade celular foi feita a distribuicao das células em meio a cultura RPMI 1640,
adicionado de soro fetal bovino (FBS) 10% v/v, em densidades de 1 x 103 (BHK-21),
1x10% (4T1) e 1 x 10% (CT26.WT) células/pogo/100uL em placas de 96 pogos e
foram devidamente incubadas a 37 °C em atmosfera umida 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 1 yM) do composto a ser
testado (DMSO/RPMI <1% v/v), em quadruplicata.

Para o controle negativo foi utilizado 100 yL de meio de cultura suplementado
com 10% de FBS. Apds exposig¢ao por 72h aos compostos em questido, as células
foram incubadas com MTT (5ug/10uL/pogo) por 4 horas. Em seguida, o

sobrenadante foi removido por aspiracdo e 100 pL de DMSO/pogo foram
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adicionados. A viabilidade células é determinada pela medida da absorbéancia a 570
nm em espectrofotbmetro de microplacas, sendo proporcional a concentragcdo de
sais de formazan — produto da redugdao mitocondrial do MTT nas células viaveis
(MOSMANN, 1983).

Dessa forma, os derivados 1,3,4-oxadiazélicos (7, 8 e 14-21) foram
analisados in vitro pelo método colorimétrico MTT quanto a sua atividade anticancer
contra duas linhagens de células tumorais 4T1 e CT26.WT e uma linha ndo tumoral

BHK-21. Os resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3: Dados de citotoxicidade para os 1,3,4-oxadiazéis 7, 8, 14-21.

CK )VBr Q/()Vsr : 1/\ N NN /@/2:\‘ S
H,CO

(14)
(15)
(16)
(17)

3 3 3 5
a0
N o
—_
—
©
L
D3 3 3 O
TR

Células tumorais Célula normal
IC,, (uMCSD)* IC,, (uM£SD)*
Compostos 471 IS CT26.WT IS BHK-21
7 2,6+0,2 1,4 2,6 0,1 1,4 3,6+0,5
8 21,7+1,8 1,1 99+04 2,5 24,7+0,3
14 228+0,7 1,7 352+27 1,1 376+14
15 7,6+0,3 3,2 14,7 £ 0,1 1,7 245+1,6
16 7,8+0,3 3,3 13,4+ 0,1 1,9 25,7+1,0
17 5,7+ 0,6 4,0 17,6 £ 0,7 1,3 225+22
18 722+22 0,9 26,4+14 2,5 67,0+ 1,6
19 57,8+2,2 0,4 17,1+0,6 1,5 65,2+ 0,1
20 15,0+ 0,1 1,5 15,0+ 0,6 1,5 23,2+0,4
21 7,3+ 0,3 3,0 20,4 +1,2 1,1 220+04
Cisplatina 6,2+25 2,9 50+1,7 3,6 18,1 £ 10,9

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

“Desvio padrio da triplicata de dois experimentos independentes.
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Observa-se pela Tabela 3 que todos os compostos oxadiazoélicos sintetizados
foram citotoxicos frente as células cancerigenas testadas 471 e CT26.WT, com
valores de Clso que variaram de 2,6 uM a 72,2 uyM para linhagem celular 4T1 e 2,6
MM a 35,2 uM, indices de seletividades que variaram de 0,4 a 4,0. Como controle
positivo foi utilizando a cisplatina, utilizando os dados de GARCIA e colaboradores
(GARCIA et al.,2016).

Pelos resultados verifica-se que os oxadiazois 7 e 17 foram mais citotoxicos
que a cisplatina, sendo o composto 7 cerca de duas vezes mais citotdxico que o
controle positivo com ICsp de 2,6 uM para a célula 4T1 e o composto 17 que foi o
mais seletivo com IS de 4,0. Ja para célula CT26.WT o composto 7 também foi cerca
de duas vezes mais citotoxico que a cisplatina apresentando um ICso de 2,6 uM
porém foi menos seletivo que a mesma (Tabela 3).

Os melhores resultados foram obtidos para a linhagem celular 4T1
destacando-se o oxadiazol 7 que apresentou Clso de 2,6 yM sendo o composto mais
ativo. Observa-se que com a troca do grupo fenil presente no oxadiazol 7 pelo 4-
metoxi fenil (composto 8) ocorre uma perda significativa da citotoxicidade, sendo o
composto 7 cerca de 10 vezes mais ativo que o composto 8 para a célula 4T1. Para
a mesma linhagem celular a substituicdo do brometo nos compostos 7 e 8 pelas
piperazinas alquiladas com as cadeias de 8, 10,12 e 14 atomos de carbono, vem
acompanhada da perda da atividade citotoxica. O melhor resultado de Clsp € para o
composto 17 (5,7 uM) que apresentou também o melhor IS (4,0). Observa-se que
para a célula 4T1 existe uma tendéncia na atividade citotéxica com o aumento da
cadeia carbbnica, sendo os oxadiazéis 17 e 21 com a cadeia de 14 atomos de
carbono os mais ativos e mais seletivos para essa linhagem celular (Tabela 4).

Para a célula CT26.WT observa-se que os oxadiazdis com 12 atomos de
carbono sdo os mais ativos e que o aumento da cadeia para 14 atomos de carbono
a citotoxicidade decresce. Para essa linhagem celular também destaca-se o
composto 7 como composto mais ativo com Clso de 2,6 uM e indice de seletividade
de 1,4 sendo o e observa-se o0 mesmo comportamento de perda de atividade com a
substituicdo do brometo pelas piperazinas alquiladas. Para essa série, pode-se
destacar o oxadiazol com cadeia de 12 atomos de carbono com o substituinte fenil
composto (16) que apresentou Clso de 13,4 uM e IS de 1,9 sendo o mais seletivo de

sua série para essa linhagem celular (Tabela 4). Mas o composto mais seletivo para
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esta linhagem celular foi o composto (18) com o 4-metoxifenil e cadeia de 8 atomos
de carbono que apresentou Clsp de 26,4 uM e IS de 2,5.

Para os oxadiazois alquilados com a piperazina (Tabela 4), percebe-se que
para a linhagem celular 4T1 os melhores resultados foram para a série que possui 0
substituinte fenil que apresentaram valores de Clso que variaram de 5,7 uM a 22,8
MM com IS de 1,7 a 4,0. Com destaque para o composto (17) contendo 14 atomos

de carbono sendo mais citotdxico e mais seletivo.

Tabela 4: Comparagéao da atividade citotdxica, para a linhagem celular 4T1,

entre derivados 1,3,4-oxadiazélicos ligados ao grupo fenil e 4-metoxifenil.

N—N
DL I NN
o) n

Tamanho da cadeia N-alquil

8 carbonos 10 carbonos 12 carbonos 14 carbonos

GrupoR | ¢|_(uMmtSD)* | CI  (uM£SD)* | CI (uM£SD)* | CI , (uMSD)*

IS Bhk.
4™ 4™ 1S Bhk-21 411 1S Bhk-21 4T 1S Bhk-21
21
57+
© 22,8+0,7 1,7 7,6 +0,3 3,2 7,8+0,3 3,3 06 4,0

722+22 | o009 5782 0.4 15,0 + 15 | 7303 3.0
\O 2,2 0,1

"‘Desvio padréo da triplicata de dois experimentos independentes.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Na tabela 5 comparando os substituinte fenil e o 4-metoxifenil, para a
linhagem celular CT26.WT os melhores resultados foram para a série que possui o0
substituinte fenil com 10, 12 e 14 atomos de carbono os compostos (15, 16 e 17)
onde obtiveram valores de Clso que variaram de 13,4 yM a 17,6 yM com IS de 1,3 a
1,9 sendo o composto (16) o mais citotéxico. Comparando os compostos (14 e 18)
com 8 atomos de carbono o mais citotoxico foi o composto (18) da série do 4-

metoxifenil, além disso foi mais seletivo para as duas séries.
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Tabela 5: Comparagéo da atividade citotoxica, para a linhagem celular

CT26.WT, entre derivados 1,3,4-oxadiazdlicos ligados ao grupo fenil e 4-metoxifenil.

N_.
AL NN
@) n

Tamanho da cadeia N-alquil

8 carbonos 10 carbonos 12 carbonos 14 carbonos
Grupo R Clgo(UM£SD) * Clgo (WM+SD) * Clso(uM=£SD) * Clso (UM=SD) *
CT26.WT | IS gk CT26.WT IS BHK.21 CT26.WT IS guk.ot CT26.WT | IS pkoo
© 352+27 1,1 14,7+ 0,1 1,7 13,4+ 0,1 1,9 176+0,7 1,3
\o/© 264+14 2,5 17,1+ 0,6 1,5 15,0+ 0,6 1,5 20,4+1,2 1,1

"Desvio padrio da triplicata de dois experimentos independentes.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Com os resultados obtidos pode-se fazer uma comparacdo com os dados

obtidos por Caneschi (2019) para os derivados 1,2,4-oxadiazélicos acoplados a

piperazinas alquiladas. Observa-se na tabela 6 que para a linhagem celular 4T1 os

compostos 1,2,4-oxadiazélicos obtiveram melhores resultados, sendo mais citotdxico

e mais seletivos.
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Tabela 6: Comparacéao da atividade citotdxica, para a linhagem celular 4T1,

entre derivados 1,3,4-oxadiazdlicos e 1,2,4-oxadiazolicos.

N-N
. S NTN g
O n

Tamanho da cadeia N-alquil

14 carbonos

8 carbonos 10 carbonos 12 carbonos
Grupo R Clso(MM£SD) * Clso (MM=+SD) * Clsp(uM=SD) * Clso (MM=+SD) *
4T1 IS ayk-21 4T1 IS ghk-21 4T1 IS ayk-21 4T1 IS ghk-21
N-N
/o) 228+0,7 1,7 76103 3,2 78103 3,3 57106 4,0
N-O
P 12+4 4.7 36+05 18,4 8+2 8,8 i **

‘Desvio padrio da triplicata de dois experimentos independentes.

**Derivado ndo sintetizado

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Ja para linhagem de célula CT26.WT os derivados 1,3,4-oxadiazolicos

obtiveram melhores resultados como demonstrado na tabela 7, sendo até 5 vezes

mais citotoxicos e 2 vezes mais seletivos que os derivados 1,2,4-oxadiazolicos

sintetizados por Caneschi (2019). Destaque para o composto (16) com cadeia de 12

atomos de carbono, que foi mais seletivo e mais citotéxico de toda a série.



51

Tabela 7: Comparagéo da atividade citotoxica, para a linhagem celular

CT26.WT, entre derivados 1,3,4-oxadiazodlicos e 1,2,4-oxadiazolicos.

N-N
. B NTEN S
O n

Tamanho da cadeia N-alquil

8 carbonos 10 carbonos 12 carbonos 14 carbonos
Grupo R Clso(uM£SD) * Clg, (uM£SD) * Cls(UM£SD) * Cl5, (uM+SD) *
CT26.WT IS guka1 CT26.WT IS guka1 CT26.WT IS guko1 CT26.WT | IS guk21
N-N
’0) 35227 11 14,7+£01 1,7 13401 1,9 176107 1,3
N-O
4 2 702 0,8 601 1,1 78+4 0,9 ok >k

‘Desvio padrio da triplicata de dois experimentos independentes.

**Derivado nfo sintetizado

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Ainda fazendo uma comparacdo com os resultados obtidos por Caneschi e

colaboradores (2019), na tabela 8, é possivel observar a influéncia do tipo de anel

1,3,4-oxadiazélico quando comparando com o anel 1,3,4-oxadiazol-2-tiona. Para a

linhagem celular 4T1 os compostos 20 e 21 contendo cadeias 12 e 14 atomos de

carbono respectivamente, foram certa de até 3 vezes mais citotoxicos e 3 vezes

mais seletivos que os compostos descritos por Caneschi e colaboradores em 2019.
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Tabela 8: Comparacéao da atividade citotdxica, para a linhagem celular 4T1,

entre derivados 1,3,4-oxadiazolicos (18-21) e 1,3,4-oxadiazolicos-2-tiona ligados ao

4-metoxifenil.

N-N
By
n

~o

Tamanho da cadeia N-alquil
8 carbonos 10 carbonos 12 carbonos 14 carbonos
Grupo R Clgo(uM+SD) * Clgo (uM£SD) * Cls(UM=SD) * Clgp (uM£SD) *
4T1 IS guk-21 4T1 IS guk-21 4T1 IS guk21 4T1 IS guk-21
N-N
/0 ) 722+272 0,9 578+22 04 15,0+ 0,1 1,5 7,3+03 3,0
N—N/
- it *x 35+£2 0,6 24+2 0,9 22+2 0,9
o S

‘Desvio padrio da triplicata de dois experimentos independentes.

**Derivado néo sintetizado

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Ja para a linhagem celular CT26.WT (Tabela 9) percebe-se que os derivados

1,3,4-oxadiazol-2-tiona sdo mais ativos e mais seletivos, destacando o composto

com cadeia de 12 atomos de carbono com Clso de 1,6 uM e indice de seletividade de

13,8., apresentando o mesmo perfil para os derivados 1,3,4-oxadiazélicos, sendo os

derivados contendo 12 atomos de carbono o mais ativo e mais seletivo da série.
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Tabela 9: Comparagéo da atividade citotoxica, para a linhagem celular
CT26.WT, entre derivados 1,3,4-oxadiazolicos e 1,3,4-oxadiazdlicos-2-tiona ligados
ao 4-metoxifenil. A

D
Q/z BN -
~o

Tamanho da cadeia N-alquil
8 carbonos 10 carbonos 12 carbonos 14 carbonos
Grupo R Clgo(MM£SD) * Clso (MM=SD) * Clgo(UM£SD) * Clso (MM£SD) *
CT26.WT IS ghka1 CT26.WT IS guk-21 CT26.WT IS BHk-21 CT26. WT | IS gykat

N-N

/oj 264+14 2.5 171+06 15 15,0+ 06 15 204+172 1,1
N—N/
i/ e ** 3,901 56 16+07 13,8 3,4+072 6,2
&O %

“"Desvio padrao da triplicata de dois experimentos independentes.
**Derivado nio sintetizado

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

5 PARTE EXPERIMENTAL

Sera descrito abaixo a parte experimental aplicada para realizacdo neste
projeto.
5.1 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo sera explicitado todos os matérias e métodos utilizados neste

projeto.

5.1.1 Sintese e caracterizacao dos derivados 1,3,4-oxadiazélicos e seus

precursores.

Os reagentes e solventes utilizados durante o projeto para realizacdo das
sinteses e purificacbes dos compostos foram todas das marcas Merck, Vetec e

Sigma Aldrich, sem pré-purificagao.

O andamento das reagdes e a verificagdo da pureza dos compostos
sintetizados foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada, utilizando
para tal silica em gel 60G (254 nm) em laminas de vidro e para revelagao foram

utilizados luz ultravioleta e vapores de iodo.
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Para a realizagdo dos experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H
e '3C os espectros foram obtidos em equipamento BRUKER AVANCE IIl 500 MHz,
com frequéncia de 500 MHz para 'H e 125 MHz para '3C. Como referéncia interna

foi utilizado o TMS (tetrametilsilano).

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um espectrometro BRUKER
ALPHAFT-IR MB 102, utilizando a técnica ATR (Attenuated Total Reflectance).

Todos os compostos sintetizados e analises realizadas durante o projeto

foram realizadas no Departamento de Quimica da UFJF.

5.1.2 Avaliagdao da atividade antitumoral dos derivados 1,3,4-oxadiazélicos

sintetizados em linhagens de células animais.

Para a avaliagao antitumoral foram utilizadas linhas de células tumorais 4T1 -
célula de carcinoma de mama murinho, CT26.WT — célula de carcinoma do cdélon
murinho e BHK-21 -célula ndo tumoral de rim de hamster jovem. As diferentes
linhagens de celulares utilizadas foram devidamente propagadas em meio de cultura
RPMI 1640, pH 7,4, suplementando com soro fetal bovino (FBS- Fetal Bovine
Serum) 10% v/v, Hepes (4,0 mmol/L), NaHCO3 (14,0 mmol/L), ampicilina (0,27

mmol/L) e estreptomicina (0,06 mmol/L) em atmosfera umida e 5%(v/v) de CO..

A viabilidade células foi determinada pela medida da absorbancia a 570 nm
em espectrofotdmetro de microplacas, e os dados foram tratos utilizando o software
GraphPad Prism 6.

Todos os procedimentos para avaliagdo da atividade antitumoral foram
realizados no Laboratério de Sintese e Interacbes Bioinorganicas (Siblab) do

Departamento de Quimica da UFMG, sob supervisdo da Prof? Dr? Heveline Silva.

5.2 PROCEDIMENTO GERAL PARA PREPARAGCAO DO BENZOATO DE ETILA E
4-METOXI BENZOATO DE ETILA

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados, separadamente, 30 mmol
dos acidos benzdico ou 4-metdxi benzoico, 2 mL de acido sulfurico em 35 mL de
etanol. A mistura reacional foi deixada sob aquecimento e agitagdo magnética por
72h. A reagao foi acompanhada por CCD (eluente: 100% CH2Clz; revelador: luz

ultravioleta) e apds o término da reacédo, o solvente foi rotaevaporado e em seguida
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fez-se sucessivas extragdes liquido-liquido utilizando éter etilico e agua destilada. A
fase organica foi tratada com sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente
rotaevaporado. O benzoato de etila e 0 4-metdxi-benzoato de etila foram obtidos na
forma de um 6leo amarelo com rendimentos de 90 e 87%, respectivamente. Os
dados fisico-quimicos e espectroscépicos para os ésteres 3 e 4 estdo descritos a

sequir.

Figura 21: Dados obtidos para o benzoato de etila

benzoato de etila Férmula molecular: CgH,0,

Massa molar: 150 gmol™

()
6
4 07 N7 Estado fisico: Oléo amarelo
s Faixa de fusédo: ---
1

Rendimento: 90%
2 (3)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

RMN de 'H (CDCls; 500 MHz) 5(ppm): 7,54 (1H; m; H1); 7,42 (2H; m; H2); 8,05 (2H;
m; H3); 4,38 (2H; q; 3J=7,15 Hz; H6); 1,39 (3H; t; 3J=7,15 Hz; H7).

RMN de '3C: (CDCls; 125 MHz) &(ppm): 132,9 (C1); 128,4 (C2); 129,6 (C3); 130,6
(C4); 166,7 (C5); 61,2 (C6); 14,4 (C7).

Figura 22: Dados obtidos para o 4-metoxibenzoato de etila

4-metoxibenzoato de etila Férmula molecular: C;oH1,05
O ] Massa molar: 180 gmol™’
4 S0 N7 Estado fisico: Oléo amarelo
8 - s Faixa de fusao: ---
01 Rendimento: 87%
N )

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
RMN de 'H (CDCl3; 500 MHz) &(ppm): 6,82 (2H; m; H2); 7,92 (2H; m; H3); 4,26 (2H;
q; 3J=7,2 Hz; H6); 1,30 (3H; t; 3J=7,2 Hz; H7); 3,73 (3H; s; H8).
RMN de "3C: (CDCIs3; 125 MHz) d(ppm): 163,1 (C1); 113,4 (C2); 131,4 (C3); 122,7
(C4); 166,1 (C5); 60,4 (C6); 14,2 (C7); 55,1 (C8).

5.3 PROCEDIMENTO GERAL PARA A OBTENCAO DA FENIL-HIDRAZIDA (5) E 4-
METOXI FENIL-HIDRAZIDA (6)
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Em um baldo de fundo redondo foram adicionados, separadamente, 1,0
equivalente de benzoato de etila (42 mmol) ou 1,0 equivalente de 4-metoxi-benzoato
de etila (42 mmol), 2,0 equivalentes de hidrazina (70%m/m) (84 mmol) em 30 mL de
cloroférmio. A mistura reacional foi deixada sob refluxo e agitagcdo magnética por 24
horas e a reagao foi acompanhada por CCD (eluente:100% CH2Cl2; reveladores: luz
ultravioleta e iodo). Apds o término da reagao o solvente foi rotaevaporado e o sélido
resultante recristalizado em etanol. As hidrazidas 5 e 6 foram obtidas sob a forma de
cristais branco, apos filtragdo a vacuo e lavagem com etanol a frio, com rendimentos
de 51 e 45%, respectivamente. Os dados fisico-quimicos e espectroscopicos para as
hidrazidas estao descritos abaixo.

Figura 23: Dados obtidos para a fenil-hidrazida

Fenilhidrazida }
o Férmula molecular: C;HgN,O
4 NH, Massa molar: 136 gmol
5 H Estado fisico: Cristal branco
1 3 Faixa de fusdo: 136°C - 138 °C
2 (5) Rendimento: 51%

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

IV (ATR) v (cm): 3390 (N-H); 3287 (NH2); 3118 e 2985 (C-H de aromatico); 1741
(C=0); 1535 (C-N).

RMN de 'H (DMSO-ds; 500 MHz) &(ppm): 7,50 (1H; m; H1); 7,44 (2H; m; H2); 7,81
(2H; m; H3); 9,77 (1H; s; NH); 4,48 (2H; s; NH2).

RMN de 3C: (DMSO-ds; 125 MHz) &(ppm): 131,1 (C1); 128,3 (C2); 126,9 (C3);
133,3 (C4); 165,9 (C5).

Figura 24: Dados obtidos para a 4-metoxifenil-hidrazida

4-metoxifen(i)|hidrazida Férmula molecular: CgHoN,0,
4 NH, Massa molar: 166 gmol™
] 5 ” Estado fisico: Cristal branco
o071 3 Faixa de fusdo: 112°C - 114 °C
2 (6) Rendimento: 45%

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
IV (ATR) v (cm-): 3323 (N-H); 3200 (NH2); 3051 e 2956 (C-H aromatico); 2841 (C-H
alifatico); 1618 (C=0); 1496 (C-N); 1245 (C-0).
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RMN de 'H (DMSO-ds; 500 MHz) &(ppm): 7,79 (2H; d; 3J=8,85 Hz; H3); 6,98 (2H; d;
3J=8,75 Hz; H2); 9,61 (1H; s; NH); 4,41 (2H; s; NH2).

RMN de '3C: (DMSO-ds; 125 MHz) &(ppm): 161,5 (C1); 113,6 (C2); 128,7 (C3);
125,5 (C4); 165,6 (C5); 55,3 (C6).

5.4 PROCEDIMENTO GERAL PARA SINTESE DOS OXADIAZOIS 7 E 8

Sera descrito abaixo procedimento geral para sintese dos oxadiazois

sintetizados neste projeto

5.4.1 Procedimento para obtenc¢ao do 2-(bromometil)-5-fenil-1,3,4-oxadiazol (7).

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 1,0 equivalente da fenil-
hidrazida (1,0 mmol) em 10 mL de cloroférmio. Em seguida adicionou-se lentamente
1,35 equivalentes de brometo de bromo acetila (1,35 mmol) solubilizado em 10 mL
de cloroférmio. A mistura reacional foi deixada sob refluxo e agitagdo magnética por
14h. A reacao foi acompanhada por CCD (CCD (eluentes: 100% CH2Cl2 e 90%
CH2Cl2 com 10% MeOH; reveladores: luz ultravioleta e iodo). Apdés o termino da
reacdo, o solvente foi rotaevaporado e purificado através de uma CCS obtendo o
produto em forma de um sdlido branco apds a purificagédo (eluente: 100% CH2Clz2)
com rendimento de 28%. Os dados fisico-quimicos e espectroscépicos do oxadiazol

estdo descritos a seguir.

Figura 25: Dados obtidos para o 2-(bromometil)-5-fenil-1,3,4-oxadiazol

2-(bromometil)-5-fenil-1,3,4-oxadiazol| Férmula molecular: CgH;BrN,O
Massa molar: 239 gmol™

N—N
4 5/0»6\/5r Estado fisico: Sélido branco
) . 7 Faixa de fusdo: 114,7°C -116,6°C
2 (7)

Rendimento: 28%

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
IV (ATR) v (cm™): 3059 (C-H de aromatico); 2968 (C-H alifatico); 1550 (C=N); 593
(C-Br).
RMN de 'H (CDCls; 500 MHz) &(ppm): 7,51 (3H; m; H1 e H2); 8,06 (2H; m; H3);
4,59 (2H; s; H7).
RMN de "3C: (CDCIs; 125 MHz) d(ppm): 132,2 (C1); 129,2 (C2); 127,1 (C3); 123,3
(C4); 165,9 (C5); 162,4 (C6); 16,6 (C7).
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5.4.2 Procedimento para obtencdo do 2-(bromometil)-5-(4-metoxifenil)-1,3,4-

oxadiazol (8).

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 1,0 equivalente da 4-
metoxifenil-hidrazida (0,3 mmol) em 1,5 mL de cloreto de fosforila (POCIs). Apds
solubilizacdo da respectiva hidrazida, adicionou-se lentamente 1,0 equivalente de
brometo de bromo acetila (0,3 mmol). A mistura reacional foi deixada sob agitagcéo
magnética e aquecimento (90 °C) por 6h e acompanhada por CCD (eluente:
CH2Cl2/MeOH: 9,5:0,5; reveladores: luz ultravioleta e iodo). Apés o término da
reacao, a mistura ficou em repouso na geladeira por 18 horas sendo em seguida
neutralizada com NaHCO3 e o sélido removido por filtracdo a vacuo e lavado com
agua gelada. O solido foi purificado por cromatografia em coluna de silica (eluente:
100% CH2Cl2) e obtido com rendimento de 28%. Os dados fisico-quimicos e

espectroscopicos do oxadiazol 8 estao descritos a seguir.

Figura 26: Dados obtidos para o 2-(bromometil)-5-(4-metoxifenil)-1,3,4-oxadiazol (8)

2-(bromometil)-5-(4-metoxifenil)-1,3,4-oxadiazol | Férmula molecular: C,,HgBrN,O,
N—-N Massa molar: 269 gmol”
4 5/0»6\/Br Estado fisico: Sélido branco
8 s 7 Faixa de fusdo: 87,5°C - 88,8°C
O 17 (8) Rendimento: 30%

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

IV (ATR) v (cm™): 2927 (C-H de aromatico); 2845 (C-H alifatico); -(C=N); 1256 (C-
0); 658 (C-Br).

RMN de 'H (CDCls; 500 MHz) &(ppm): 7,01 (2H; d; 3J=8,8 Hz; H2); 8,00 (2H; d;
3J=8,7 Hz H3); 4,59 (2H; s; H7); 3,88 (3H; s; H8)

RMN de "3C: (CDCIs3; 125 MHz) d(ppm): 162,0 (C1); 114,7 (C2); 129,0 (C3); 115,9
(C4); 165,9 (C5); 162,8 (C6); 16,6 (C7); 55,61 (C8).

5.5 Procedimento geral para a sintese das piperazina alquilada (10-13).

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 2,0 equivalentes da

piperazina (10,0 mmol), 2,5 equivalentes de carbonato de potassio e brometo de
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potassio de forma catalitica em 40 mL de acetonitrila. Em seguida o cloreto de
alquila com cadeias que variaram de 8, 10,12 e 14 atomos de carbono foram
solubilizados em 20 mL de acetonitrila e adicionados por gotejamento lentamente
com auxilio de um funil de adig¢ao.

A mistura reacional foi deixada sob refluxo e agitacdo magnética por 2h. A
(eluente: 95%CH2Cl2 MeOH,;

reveladores: ultravioleta e iodo) e apdés o término da reagdo, o solvente foi

reacdo foi acompanhada por CCD com 5%
rotaevaporado, e em seguida fez-se sucessivas extracdes liquido-liquido utilizando
diclorometano e agua destilada. A fase organica foi tratada com sulfato de sdédio
anidro, filtrada e o solvente rotaevaporado. O residuo foi purificado por CCS
(eluente: gradiente CH2Cl2:MeOH 95%/5% v/v), obtendo-se os produtos desejados
20 e 21 na forma de dleo incolor, 22 e 23 na forma de solidos brancos com
a 69%.

espectroscopicos das piperazinas alquiladas 10-13 estdo descritos a seguir:

rendimentos que variaram de 62% Os dados fisico-quimicos e

Figura 27: Dados obtidos para piperazina alquilada (10)

1-octilpiperazina Férmula molecular: C5,H56N>
/2\ 4 6 8 10 Massa molar: 198,35 gmol™’
N— S Estado fisico: Oleo incol
HN\/ : incolor
) 305 7 9 Faixa de fusdo: -
(10) Rendimento: 62%

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
RMN de 'H (CDCl3; 500 MHz) &(ppm): 3,61 (1H; sl; NH); 2,85 (4H; s; H1); 2,38 (4H;
s; H2); 2,22 (2H; t; 3J = 7,1 Hz; H3), 1,39 (2H; s; H4); 1,19 (10H, sl, H5 — H9 (CHy>));

0,79 (3H; t; 3J = 7,0 Hz; H10).

Figura 28: Dados obtidos para piperazina alquilada (11)

1-Decilpiperazina

/2\ 4 6 g 10 12
N\/\/\/\/\/
HN ™ 3 5 7 9 M

1

(11)

Férmula molecular: C4H3oN,
Massa molar: 226,25 gmol™’
Estado fisico: Oleo incolor
Faixa de fusao: -
Rendimento: 69%

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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RMN de 'H (CDCIs; 500 MHz) &(ppm): 5,54 (1H; sl; NH); 3,08 (4H; s; H1); 2,59 (4H;
s; H2); 2,29 (2H; t; 3J = 7,1 Hz; H3), 1,43 (2H; s; H4); 1,21 (14H, sl, H5 — H11 (CH2));
0,83 (3H; t; 3J = 7,0 Hz; H12).

Figura 29: Dados obtidos para piperazina alquilada (12)

1-Dodecilpiperazina Férmula molecular: CigH34N>
/2\ 4 6 8 10 12 14 | Massa molar: 254,27 gmol™”
N> i, QA
HN\/ X : ; . ¥ M Es.tado f|$|cc3. Solido branco
; Faixa de fuséo: -
(12) Rendimento: 69%

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
RMN de 'H (CDCl3; 500 MHz) &(ppm): 5,67 (1H; sl; NH); 3,35 (4H; s; H1); 2,82 (4H;
s; H2); 2,19 (2H; t; 3J = 6,9 Hz; H3), 1,39 (2H; s; H4); 1,19 (18H, sl, H5 — H13 (CH>));

0,79 (3H; t; 3J = 7,0 Hz; H14).

Figura 30: Dados obtidos para piperazina alquilada (13)

1-Tetradecilpiperazina Férmula molecular: CgH3gN,
2 4 6 8 10 12 14 16| Massa molar: 282,30 gmol™
\%N\/\/\/\/\/\/\/ Estado fisico: Sélido branco
) 3 5 7 ° "o 1 Faixa de fusao: -
(13) Rendimento: 66%

HN

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
5,73 (1H; sl; NH); 3,39 (4H; s; H1); 2,94 (4H; s; H2); 2,27 (2H; t; 3J = 7,0 Hz; H3),

1,46 (2H; s; H4); 1,26 (22H, sl, H5 — H15 (CH2)); 0,86 (3H; t; 3J = 7,0 Hz; H16).

5.6 PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DOS DERIVADOS 1,3,4-
OXADIAZOLICOS ACOPLADOS A PIPERAZINA ALQUILADA (14-21).
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Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 1,0 equivalente do
oxadiazol 7 ou 8 (1,0 mmol), 2,0 equivalentes da respectiva piperazina alquilada (2,0
mmol), 2,5 equivalentes de carbonato de potassio em 15 mL de acetonitrila. A
mistura reacional foi deixada sob refluxo e agitagcdo magnética por 2h. A reagao foi
acompanhada por CCD (eluente: 95%CH2Cl2 com 5% MeOH; reveladores:
ultravioleta e iodo) e apds o término da reacao, o solvente foi rotaevaporado, e em
seguida fez-se sucessivas extragdes liquido-liquido utilizando diclorometano e agua
destilada. A fase organica foi tratada com sulfato de sédio anidro, filtrada e o
solvente rotaevaporado. O residuo foi purificado por CCS (eluente: gradiente
CH2Cl2:MeOH 95%/5% vl/v), obtendo-se os produtos desejados na forma de sélidos
com rendimentos que variaram de 46% a 87%. Os dados fisico-quimicos e
espectroscopicos dos oxadiazois acoplados a piperazina 14-21 estdo descritos a

sequir:

Figura 31: Dados obtidos para o 1,3,4-oxadiazol acoplado a piperazina alquilada

composto (14)

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

1" 13 15 17
P N N\

Formula molecular: Cy4H3,N40
Massa molar: 356,5 gmol”
Estado fisico: sdlido amarelo
Faixa de fusao: 53,1°C - 55,1°C
Rendimento: 46%

9
N-N /\N
4 /»6\/N\/ 10 12 14 g
50 ; 8
1 3 (14)
2

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

IV (ATR) v (cm™): 2941 e 2845 (C-H alifatico); 1447 (C=N).

RMN de 'H (CDCIsz; 500 MHz) &(ppm): 7,52 (3H; m; H1 e H2); 8,07 (2H; m; H3);
3,91 (2H; s; H7); 2,69 (4H; s; H8); 2,53 (4H; s; H9); 2,34 (2H; t; 3J = 7,75 Hz; H10),
1,47 (2H; s; H11); 1,27 (10H, m, H12 — H16 (CH)); 0,87 (3H; t; 3J = 6,75 Hz; H17).
RMN de 3C: (CDCIs; 125 MHz) &(ppm): 131,9 (C1); 129,2 (C2); 127,2 (C3); 123,9
(C4); 165,5 (C5); 163,5 (C6); 58,8 (C7); 53,0 (C8 e C9); 52,1 (C10), 32,0 — 22,8 (11-
17); 14,2 (C17).
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Figura 32: Dados obtidos para o 1,3,4-oxadiazol acoplado a piperazina alquilada

composto (15).

-feniI-5-((4-decilpiperazin-1-iI) metil)-1,3,4-oxadiazol Foérmula molecular: Cy3H36N,0
11 13 15 17 19 Massa molar: 384,6 gmol™!
)\/N Estado fisico: sélido amarelo
2 14 16 18 . ~
Faixa de fusao: 52,8°C - 54,8°C
(15) Rendimento: 87%

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

IV (ATR) v (cm™'): 2919 e 2838 (C-H alifatico); 1454 (C=N).

RMN de 'H (CDCl3; 500 MHz) &(ppm): 7,53 (3H; m; H1 e H2); 8,07 (2H; m; H3);
3,91 (2H: s; H7); 2,70 (4H:; s; H8); 2,54 (4H; s; HI); 2,34 (2H; t; 3J = 7,7 Hz; H10),
1,47 (2H; s; H11); 1,25 (14H, s, H12 — H18 (CH2)); 0,87 (3H; t; 3J = 6,9 Hz; H119).
RMN de 13C: (CDCls; 125 MHz) &(ppm): 131,9 (C1); 129,2 (C2): 127,2 (C3); 123,9
(C4); 165,5 (C5); 163,5 (C6); 58,8 (C7); 53,1 (C8); 52,9 (C9); 52,1 (C10), 32,0 — 22,8
(11-18); 14,3 (C19).

Figura 33: Dados obtidos para o 1,3,4-oxadiazol acoplado a piperazina alquilada

composto (16).

2-fenil-5-((4-dodecilpiperazin-1-il) metil)-1,3,4-oxadiazol
Férmula molecular: Co5H,oN4O

15 17 19 29
\/11\/\/\/\/\/ Massa molar: 412,7 gmol™
)\/N 12 14 16 13 20 Estado fisico: sélido amarelo
Faixa de fusdo: 51,5°C - 52,9°C

Rendimento: 58%

(16)
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

IV (ATR) v (cm™): 2927 e 2838 (C-H alifatico); 1447 (C=N).

RMN de 'H (CDCl3; 500 MHz) &(ppm): 7,51 (3H; m; H1 e H2); 8,06 (2H; m; H3);
3,91 (2H; s; H7); 2,70 (4H; s; H8); 2,54 (4H; s; HI): 2,35 (2H; t; 3J = 7,75 Hz; H10),
1,48 (2H; s; H11); 1,25 (18H, m, H12 — H20 (CH2)); 0,88 (3H:; t; 3J = 6,6 Hz; H21).
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RMN de 13C: (CDCls; 125 MHz) 8(ppm): 131,9 (C1); 129,2 (C2); 127,2 (C3); 123,9
(C4); 165,5 (C5); 163,5 (C6); 58,8 (C7); 53,0 (C8 e C9); 52,1 (C10), 32,0 — 22,8 (11-
20); 14,4 (C21).

Figura 34: Dados obtidos para o 1,3,4-oxadiazol acoplado a piperazina alquilada
composto (17).

2-fenil-5-((4-tetradecilpiperazin-1-il) metil)-1,3,4-oxadiazol
17 19
\/11\/13\/15\/\/\/21\/23 Massa molar: 440,7 gm0|-1

9
N-N N
s 5/0»6\/N%\ 10 12 14 16 18 20 2 Estado fisico: sélido amarelo
7 8
1 3
2

Férmula molecular: C,7H44N4O

Faixa de fusao: 59,6°C - 61,9°C
(17) Rendimento: 53%

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

IV (ATR) v (cm™'): 2919 e 2853 (C-H alifatico); 1455 (C=N).

RMN de 'H (CDCl3; 500 MHz) &(ppm): 7,52 (3H; m; H1 e H2); 8,06 (2H; m; H3);
3,91 (2H; s; H7); 2,71 (4H; s; H8); 2,56 (4H; s; HO): 2,36 (2H: t; 3J = 7,5 Hz; H10),
1,49 (2H; s; H11); 1,25 (22H, m, H12 — H22 (CHa)); 0,88 (3H:; t; 3J = 5,9 Hz; H20).
RMN de '3C: (CDCls; 125 MHz) &(ppm): 131,9 (C1); 129,2 (C2): 127,2 (C3); 123,9
(C4); 165,5 (C5): 163,5 (C6); 58,8 (C7); 53,0 (C8 e C9); 52,1 (C10), 32,0 — 22,8 (11-
22): 14,4 (C23).

Figura 35: Dados obtidos para o 1,3,4-oxadiazol acoplado a piperazina alquilada

composto (18).

2-(4-metoxifeniI)-5-((4-octiIpi::)erazin-112-il)metil)-1,3,4-oxadiazol Férmula molecular: Cy,H3,N,0,
14 16 18 . -1
N=N /\N\/\/\/\/ Massa m'ollar. 386,54 gmol
s A K/N\/ y 3 15 17 Estado fisico: solido amarelo
. 6 O 8 9 Faixa de fusao: 61,5°C - 63,1°C
~o 2 4 (18) Rendimento: 63%
3

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

IV (ATR) v (cm™): 2919 e 2845 (C-H alifatico); 1616 (C-O); 1499 (C=N).

RMN de 'H (CDCls; 500 MHz) 8(ppm): 7,00 (2H; m; H4 ); 8,00 (2H; m; H3 ); 3,87
(5H; m; H1 e H8); 2,69 (4H; m; HI); 2,52 (4H: s; H10); 2,33 (2H; t; 3J = 7,75 Hz;
H11), 1,47 (2H; s; H12); 1,27 (10H, s, H13 — H17 (CH2)); 0,87 (3H:; t; 3J = 6,65 Hz;
H18).
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RMN de '3C: (CDCls; 125 MHz) 5(ppm): 58,8 (C1); 162,4 (C2); 128,8 (C3); 114,5
(C4); 116,4 (C5); 165,4 (CB); 162,9 (C7); 55,5 (C8); 52,9 (C9 e C10); 52,0 (C11);

22,7 —31,9 (12-17); 14,2 (C18).

Figura 36: Dados obtidos para o 1,3,4-oxadiazol acoplado a piperazina alquilada

composto (19).

2-(4-metoxifenil)-5-((4-decilpiperazin-1-il)metil)-1,3,4-oxadiazol
12 14 16 18 20

N P VN N

10
N—N
N
5 /K/N% M 13 15 17 19
1 6 O 8 9
2
\O : 4 (19)

Férmula molecular: C,4H33N40O,
Massa molar: 414,59 gmol™’'
Estado fisico: solido bege

Faixa de fusdo: 64,6°C - 65,3°C
Rendimento: 53%

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

IV (ATR) v (cm): 2912 e 2845 (C-H alifatico); 1609 (C-O); 1505 (C=N).
RMN de 'H (CDCl3; 500 MHz) &(ppm): 7,00 (2H; m; H4 ); 8,00 (2H; m; H3 ); 3,88
(5H; m; H1 e H8); 2,68 (4H; s; H9); 2,52 (4H; s; H10); 2,32 (2H; m; H11), 1,47 (2H;
m; H12); 1,26 (12H, m, H13 — H19 (CH2)); 0,87 (3H; t; 3J = 6,8 Hz; H20).
RMN de '3C: (CDCIs; 125 MHz) &(ppm): 58,8 (C1); 162,4 (C2); 128,9 (C3); 114,5
(C4); 116,4 (C5); 165,4 (C6); 162,9 (C7); 55,6 (C8); 53,0 (C9 e C10); 52,1 (C11);

22,8 — 32,0 (12-19); 14,2 (C20).

Figura 37: Dados obtidos para o 1,3,4-oxadiazol acoplado a piperazina alquilada

composto (20).

2-(4-metoxifenil)-5-((4-dodecilpiperazin-1-il)metil)-1,3,4-oxadiazol
12 14 16 18 20 22

\/\/\/\/\/\/

10
5 / K/N\/ " 13 15 17 19 21
1 6 O 8 9
2
20
\o < 4 (20)

Férmula molecular: C,6H,;oN40,
Massa molar: 442,65 gmol™’
Estado fisico: sdlido amarelo
Faixa de fusdo: 63,4°C - 64,6°C
Rendimento: 58%

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

IV (ATR) v (cm™"): 2912 e 2845 (C-H alifatico); 1616 (C-O); 1499 (C=N).

RMN de 'H (CDCls; 500 MHz) 5(ppm): 7,00 (2H: d; 3J = 8,9 Hz; H4 ): 8,00 (2H; d; 3J
= 8,9 Hz; H3 ); 3,88 (5H; m: H1 e H8); 2,72 (4H: s: HI); 2,59 (4H; s: H10); 2,39 (2H:
t; 3J = 7,75 Hz; H11), 1,50 (2H; s; H12); 1,26 (18H, m, H13 — H21 (CH2)); 0,88 (3H; t;

3J=6,75 Hz; H22).
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RMN de '3C: (CDCls; 125 MHz) 8(ppm): 58,6 (C1); 162,5 (C2); 128,9 (C3); 114,6
(C4); 116,4 (C5); 165,5 (C6); 163,0 (C7); 55,6 (C8); 52,7 (C9 e C10); 52,0 (C11);

22,8 32,0 (12-21); 14,2 (C22).

Figura 38: Dados obtidos para o 1,3,4-oxadiazol acoplado a piperazina alquilada

composto (21).

2-(4-metoxifenil)-5-((4-tetradecilpiperazin-1-il)metil)-1,3,4-oxadiazol
12 14 16 18 20 22 24

TN TN

10
N—N N
5 /K/N\//\ 11 13 15 17 19 21 23
. 6 0 8 9
2
21
o Za (21)

Férmula molecular: CogH,N40,
Massa molar: 470,7gmol™’
Estado fisico: solido amarelo
Faixa de fusao: 65,1°C - 66,1°C
Rendimento: 74%

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

IV (ATR) v (cm™): 2912 e 2845 (C-H alifatico); 1616 (C-O); 1505 (C=N).
RMN de 'H (CDCIs; 500 MHz) 5(ppm): 7,00 (2H; d; 3J = 8,8 Hz; H4 ); 8,00 (2H; d; 3J
= 8,8 Hz; H3 ); 3,88 (5H; s; H1 e H8); 2,68 (4H; s; H9); 2,52 (4H; s; H10); 2,32 (2H; t;
3J=17,7 Hz; H11), 1,47 (2H; s; H12); 1,26 (22H, m, H13 — H23 (CH2)); 0,88 (3H; t; 3J

= 6,75 Hz; H24).

RMN de 3C: (CDCls; 125 MHz) 8(ppm): 58,8 (C1); 162,5 (C2); 128,9 (C3); 114,6
(C4); 116,5 (C5); 165,5 (CB); 163,0 (C7); 55,6 (C8); 53,0 (C9 e C10); 52,1 (C11);

22,8 — 32,0 (12-23); 14,2 (C24).
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6 CONCLUSAO

No presente projeto, foi possivel sintetizar e caracterizar oito derivados 1,3,4-
oxadiazolicos acoplados a piperazina alquilada com rendimentos que variaram de 46
a 87%, sendo todos os compostos finais sintetizados (14-21) (Figura 39), moléculas
inéditas.

Figura 39: Compostos finais propostos e sintetizados no presente trabalho (14-21).

(AP k; (SN0t
(14) NO/QA (18)
L3 NN /@/L NN
(15) \O (19)
S (SN,
@ (16) “‘“o/@)\ (20)
3NNy, 3NN
(17) ““o/@/(\ (21)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Durante boa parte da execugao do projeto foram realizadas varias tentativas
de otimizacdo da condicdo inicial da rota sintética, buscando uma melhoria no
rendimento de obtengdo dos 1,3,4-oxadiazéis intermediarios (7) e (8), sendo os

melhores resultados alcangados de 28 e 30%, respectivamente.

Com todos os compostos sintetizados e caracterizados, foram avaliados os
oxadiazéis 7, 8, 14 a 21 com relagdo a suas atividades antitumorais, através dos
ensaios de citotoxicidade e determinacdo do Clso e IS em linhagens de células

animais. Teste estes realizados no Laboratério de Sintese e Interagbes
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Bioinorganicas (SibLab) em colaboracdo com a Prof® Dr* Heveline Silva do

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais.

Todos os compostos testados foram citotoxicos para todas linhagens de
células testadas, destacando-se o intermediario 1,3,4-oxadiazodlico (7) ligado ao fenil
sendo 0 mais citotoxico possuindo um Clso de 2,6 uM para ambas as linhagens de
células testadas sendo cerca de 4 vezes mais citotoxico que o composto (8)
intermediario 1,3,4-oxadiazdlico ligado ao 4-metoxifenil. Além disso, o intermediario
1,3,4-oxadiazélico (7) foi cerca de duas vezes mais citotdéxico para as linhagens
celulares 4T1 e CT26.WT do que a cisplatina composto utilizado como controle

positivo nesse trabalho.

Para a série dos oxadiazois N-alquilados com piperazinas de cadeia longa
observou-se que para a linhagem 4T1 os derivados com cadeia de 14 atomos de
carbono sao os mais ativos, destacando-se o derivado com fenil 17 o composto mais
ativo e mais seletivo da série. Ja para a linhagem CT26.WT os derivados com cadeia
de 12 atomos de carbono sdo os mais ativos, com destaque para o derivado fenila
16.

Comparando as duas séries de compostos, a série fenila e 4-metoxifenila, foi
possivel observar que os compostos que tiveram maior citotoxidade foram os da
série fenila, sendo o composto (17) o mais seletivo com IS de 4,0 para linhagem
celular 4T1 e o composto (18) o mais seletivo com IS de 2,5 para linhagem celular
CT26.WT.
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APENDICE A - Lista de compostos sintetizados no presente trabalho.
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ANEXO A — Espectros de IV, RMN de 'H, RMN de 3*C

Espectro de RMN de 'H (CDCls; 500 MHz) do composto (3).
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Espectro de RMN de '3C (CDClz; 125 MHz) do composto (3).
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Espectro de RMN de 'H (CDCIs; 500 MHz) do composto (4).
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Espectro de RMN de "*C (CDCls; 125 MHz) do composto (4).
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Espectro de RMN de '"H (DMSO-ds; 500 MHz) do composto (5).
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Espectro de RMN de '*C (DMSO-ds; 125 MHz) do composto (5).
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Espectro de IV (ATR; cm™") do composto (5).
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Espectro de RMN de '"H (DMSO-ds; 500 MHz) do composto (6).
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Espectro de RMN de *C (DMSO-ds; 125 MHz) do composto (6).
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Espectro de IV (ATR; cm™') do composto (6).
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Espectro de RMN de 'H (CDCIz; 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 (7).
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Espectro de RMN de *C (CDCls; 125 MHz) do composto (8).
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Espectro de RMN de "H (CDCIs; 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 RMN de "H (CDCIs; 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 (14)
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Espectro de RMN de 'H (CDCls; 500 MHz) do composto (15).
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Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (15).
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Espectro de RMN de "H (CDCIz; 500 MHz) do composto (16).
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Espectro de IV (ATR; cm™') do composto (16)
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Espectro de RMN de "H (CDCIz; 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 (17)

1,01

)

1,00

0,99

0,98

0,97

0,96 —

Transmitancia

0,95 -}
0,94 -]
0,93 —

4000 3500

T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm’)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.



88

Espectro de RMN de "H (CDCIs; 500 MHz) do composto (18).
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Espectro de RMN de '3C (CDCls3; 125 MHz) do composto (18).
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Espectro de IV (ATR; cm™') do composto (18)
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Espectro de RMN de "H (CDCIz; 500 MHz) do composto (19).
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Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (19).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Espectro de IV (ATR; cm™') do composto (19)
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Espectro de RMN de "H (CDCIs; 500 MHz) do composto (20).
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Espectro de RMN de '3C (CDCls3; 125 MHz) do composto (20).
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Transmitancia

Espectro de IV (ATR; cm™') do composto (20)
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Espectro de RMN de 3C (CDCls; 125 MHz) do composto (21).
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Espectro de IV (ATR; cm™') do composto (21)
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