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RESUMO

Segundo a Organizagao Mundial de Saude, os mosquitos estédo entre os
animais mais mortais do mundo. O Aedes aegypti € a principal espécie de
mosquito vetor responsavel por causar arboviroses conhecidas como dengue,
zika e chikungunya, levando a altos indices de mortalidade. Outro grave
problema de saude publica tém sido a ocorréncia de bactérias multirresistentes,
incluindo o Mycobacterium tuberculosis. Os esfor¢os nas pesquisas estdo sendo
direcionados ao desenvolvimento de agentes inseticidas mais eficazes e menos
téxicos e antimicrobianos com novos mecanismos de agao e altos niveis de
eficacia. Os derivados de hidrazonas apresentam interessante atividade
antimicrobiana, destacando a izoniazida, com alta atividade inibitéria in vivo
contra o Mycobacterium tuberculosis. Além de apresentarem atividade biologica,
as N-acilidrazonas tem sido utilizadas na quimica medicinal para o design de
outros derivados como o 1,3,4-oxadiazol. Os oxadiazois tem demonstrado
atividades bioldégicas como antimicrobiana, antiviral, antimalarica, anti-
inflamatdria e antitubercular. O presente estudo teve como objetivo a utilizagao
do cardanol na sintese de novas hidrazonas e 1,3,4-oxadiazois e a avaliagcédo da
atividade biolégica. A partir do aldeido 8-(3-hidroxifenil)octanal (obtido por
ozonolise do cardanol) foram sintetizadas sete N-acil-hidrazonas (5 a-g) inéditas
(4-fluorfenil, 4-clorofenil, 4-bromofenil, 2-clorofenil, nicotinica, tiofénica e furdica)
com redimentos quantitativos e sete oxadiazdis (8 a-g) inéditos, com
rendimentos entre 44-69%, que foram preparados a partir das N-acil-hidrazonas
correspondentes, utilizando como estratégia o fechamento da cadeia aciclica
para formar o nucleo oxadiazol. Os novos compostos sintetizados foram
submetidos a testes de atividade antimicrobiana contra cepas padrao
mostrando-se moderadamente ativos para S. aureus. As N-acilidrazonas 5f e 5g
foram ativas contra cepas de Micobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 27294,
com CMIlgo de 11,998 e 3,879 ug. mL" respectivamente, sendo o composto 5¢g
considerado promissor. Os compostos foram submetidos a ensaios de atividade
larvicida contra Aedes aegypti. Com base nos critérios estabelecidos na
literatura, os biosensaios de atividade larvicida mostraram que o cardanol foi
muito ativo com DLsode 20,22 pug. mL'. O cardanol ozonizado e o aldeido foram
considerados ativos, com DLso de 57,94 e 56,93 pg. mL". Dentre os 17
compostos avaliados, 10 foram considerados ativos por apresentarem DLso <750
ng. mL,

Palavras chaves: cardanol, hidrazonas, 1,3,4-oxadiazodis, atividade
antimicrobiana, antituberculose e larvicida.
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ABSTRACT

According to the World Health Organization, mosquitoes are one of the
deadliest animals in the world. Aedes aegypti is the main mosquito vector
responsible for causing arboviruses known as dengue, zika and chikungunya,
leading to high mortality rates. Another public health problem has been the
occurrence of multiresistant bacteria, including Mycobacterium tuberculosis.
Research efforts are being directed towards the development of insecticides
more effective and less toxic and antimicrobial with new mechanisms of action
and high levels of effectiveness. The hydrazone showed an interesting
antimicrobial activity, especially izoniazide, with high inhibitory activity in vivo
against Mycobacterium tuberculosis. In addition to presenting biological activity,
N-acylidrazones have been explored in medicinal chemistry for the design of
other bioactives such as 1,3,4-oxadiazole. Oxadiazoles have demonstrated
biological activities as antimicrobial, antiviral, antimalarial, anti-inflammatory and
antitubercular. The present study aimed at using cardanol in the synthesis of new
hydrazones and 1,3,4-oxadiazoles and evaluating biological activity. From the
aldehyde 8- (3-hydroxyphenyl) octanal (obtained by ozonolysis of cardanol)
seven novel N-acylhydrazones were synthesized (5 g) (4-fluorophenyl, 4-
chlorophenyl, 4-bromophenyl, 2-chlorophenyl, nicotinic, tiophenic and furoic with
quantitative yields besides seven oxadiazoles (8 g) in yields ranging from 44 to
69%, which were prepared from the corresponding N-acylhydrazones using as
strategy the closure of the acyclic chain to form the oxadiazole moiety. The new
synthesized compounds were tested for antimicrobial activity against standard
strains showing moderately active against S. aureus. The N-acylhydrazones 5f
and 5g were active against M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 strains, with
CMlgo of 11,998 and 3,879 pg. mL" and compound 5g was considered promising.
The compounds were submitted to larvicidal activity against Aedes aegypti.
Based on the criteria established in the literature, cardanol showed a strong
activity in the larvicidal test, with LDso of 20.22 pg. mL-'. Ozonized cardanol and
aldehyde were considered active, with LDso of 57.94 and 56. ug. mL". Among
the 17 evaluated compounds, 7 were considered inactive indicating that the
structural modifications performed on the cardanol structure did not demonstrate
a significant increase in larvicidal activity.

KeyWords: cardanol, hydrazones, 1,3,4-oxadiazoles, antimicrobial,
antituberculosis and larvicidal activity.
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1. INTRODUCAO

Ao longo da historia, produtos naturais e seus derivados tém se mostrado uma
das fontes mais produtivas de pequenas moléculas para o tratamento de doencgas
humanas e para encontrar novos caminhos para a descoberta de farmacos. Os
produtos naturais e seus derivados sdo moléculas unicas, altamente diversificadas e
produzidas por organismos via metabolismo secundario, para desempenhar fungdes
bioldgicas especificas.! Estas estruturas privilegiadas apresentam grande diversidade
estrutural (mais de 12.000 alcaloides, mais de 8.000 compostos fendlicos e mais de
25.000 terpenoides conhecidos, apenas levando em consideracdo os compostos
isolados de plantas)?, permeabilidade celular e especificidade nas interagbes com
seus alvos celulares, em funcéo de séculos de pressao evolucionaria em resposta as
necessidades e desafios do meio ambiente.’™

Nesse contexto, a arvore Anacardium occidentale L, pertencente a familia
Anacardiaceae e conhecida popularmente como cajueiro, tem sido muito utilizada na
medicina principalmente na regido Nordeste, devido aos seus efeitos terapéuticos
como: antiinflamatdrio para gengiva e garganta, bronquites, artrites, cdlicas intestinais,
ictericia, contra diabetes e asma.® Na literatura encontram-se atividades
farmacoldgicas comprovadas, como antiiflamatéria®, antidiabética’ e inibidor da
enzima acetilcolinesterase®. A castanha de caju ocupa uma posigao central na dieta
da populagdo em todo o mundo, principalmente devido ao sabor agradavel e por
apresentar algumas propriedades como efeito cardioprotetor, antiobesidade,
anticancerigeno e antioxidante.®

A cultura do caju € uma das principais atividades socioecondmicas do
Nordeste do Brasil, e os estados do Ceara, Piaui e Rio Grande do Norte participam
com 99% do total da produgéo de castanha de caju.'® O Liquido da Casca da castanha
do Caju (LCC) representa aproximadamente 25% do peso da castanha do caju, sendo
obtido como um subproduto da industria de caju.'"'2 E um material barato, renovavel
e apresenta muitas aplicagbes bioldgicas e industriais, devido ao fato de reagir
facilmente formando varios compostos derivados.

Muitos processos podem ser utilizados para a extracdo do LCC a partir das
castanhas, e alguns procedimentos envolvem aquecimento, como a torrefacao e

outros sao realizados por prensagem a frio ou a temperatura ambiente. Quando a
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extracdo é realizada a frio o produto é denominado como LCC natural e quando
extraido em altas temperaturas é chamado LCC técnico."3

O liquido extraido é constituido por uma mistura de compostos fendélicos com
uma cadeia lateral de quinze atomos de carbono, podendo ser saturado ou conter
uma, duas ou trés instauragbes (Figura 1). Estes compostos incluem o acido
anacardico, cardol, cardanol, 2-metilcardol e materiais poliméricos.'?

A composicao final depende do método de extragao utilizado. O LCC natural
obtido por extracdo com solventes, apresenta de 46-65% de acidos anacardicos; 15-
31 % de cardol; 10-22 % de cardanol e tracos de 2-metilcardol. O LCC técnico pode
apresentar pouca ou nenhuma percentagem de acidos anacardicos, devido a sua
instabilidade térmica este composto sofre descarboxilagdo facilmente durante o
processo de extragdo quente. Por conseguinte, a sua composicao sofre variacdo de
60-95 % de cardanol, 4-19 % de cardol; 1-2 % de acidos anacardicos; 1,2-4,1 % de 2-
metilcardol e 0,3 a 10 % de material polimérico. O LCC obtido com COz2 super-critico
também apresenta cardanol como principal componente (75 a 88%)."3

O cardanol pode ser separado dos outros componentes por destilagao a
vacuo (em 3-4 mm torr), sendo coletado como um liquido amarelo palido, na fragéo
com ponto de ebulicdo de 220 + 15°C. A mistura € composta por quatro fenadis diferem
no grau de instauragdo na cadeia lateral: 2-5% de 3-(pentadecilo)-fenol (saturado),
34-49% de 3-(8Z-pentadecenilo)-fenol (monoeno), 17-23% de 3- (82, 11Z-
pentadecadienil)-fenol (dieno) e 29-41% de 3-(8Z, 11Z, 14-pentadecatrienil)-fenol

(trieno).*
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OH OH OH OH
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Figura 1: Principais constituintes do Liquido da Casca da Castanha do Caju.

O cardanol, principal constituinte do LCC técnico, apresenta peculiaridades
em suas caracteristicas quimicas e fisico-quimicas que nos permite realizar inuUmeras
funcionalizagbes em diferentes sitios da molécula. A Figura 2 apresenta os sitios
possiveis para funcionalizacdo da molécula do cardanol monoeno, mas pode ser
aplicado a todos os outros componentes. Além disso, a hidroxila fendlica e a cadeia
alquilica longa na posigcdo meta em relagdo a hidroxila, conferem a estrutura um
carater anfipatico, tornando-o um material de partida promissor para a obtengao novos

derivados, que pode levar a uma biblioteca de compostos anfipaticos.'#1°

Figura 2: Principais sitios para modificagdo estrutural da molécula do cardanol.

Reacdes de oxidagdo na posicdo 8 da ligagado dupla cis carbono-carbono
podem levar a formacao do acido, aldeido e alcool correspondentes, que podem ser
utilizados como material de partida na sintese de novos compostos.’® Um dos mais
importantes métodos para a clivagem oxidativa de ligagdes duplas € a ozondlise de
alcenos, que foi reportada pela primeira vez em 1840 e ainda permanece como
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principal método utilizado até os dias de hoje.'"” A reagdo leva a formagdo de
ozonideos, que podem ser reduzidos a aldeidos, utilizando zinco em pd e acido
acético ou hidrogenagéo catalitica (H2/Pd-C). 16

Os componentes do LCC, além de apresentarem propriedades quimicas
importantes, tem importantes atividades bioldgicas descritas na literatura, tais como
antitumoral, antioxidante, gastroprotetora e antimicrobiana'?. Em estudos anteriores
um de seus componentes, o acido anacardico, apresentou atividade antimicrobiana
contra o Staphylococcus aureus resistente a meticilina'®, antitumoral e anti-
inflamatoria.'®

O cardol € um derivado do tipo resorcinol, que devido a sua semelhanca
estrutural com os tocoferdis, tem despertado grande interesse em areas como a
biotecnologia, biofarmacéutica e biomédica, como antimicrobiano, antitumoral,
moluscicidas e inibidor da enzima prostaglandina sintase, conhecida também como
cicloxigenase.?®

O cardanol também apresenta atividades bioldgicas de interesse, como
antimicrobiana, antioxidante e antitumoral. Além disso, a literatura relata que os seus
derivados semi-sintéticos estdo entre os principais inibidores da acetilcolinesterase
(AchE) recentemente descobertos.?! Os lipideos fendlicos presentes no LCC
apresentam caracteristicas eletrénicas, estruturais e hidrofdbicas relevantes para o
reconhecimento molecular da AchE e tém sido utilizados na busca de novos
compostos Uteis para o tratamento da doenca de Alzheimer.??

A inibicao da AchE também é responsavel pelo mecanismo de acdo de muitos
inseticidas disponiveis atualmente no mercado e tem sido descrita na literatura.
Publicagdes revelam resultados sobre a atividade larvicida desses compostos contra
Aedes aegypti (Diptera:Culicidae). A Tabela 1 apresenta a CLso, indice de mortalidade
larval, para os componentes do LCC apontando excelentes resultados. Observamos
que os valores de ClLso encontrados foram diferentes para um mesmo composto:
conforme descrito por Lomonaco et al, 2008, o cardanol apresenta CLso de 32,89
ppm + 0,25 e segundo Oliveira et al, 20117 o CLso é de 8,20 ppm + 0,15. Embora os
protocolos utilizados sejam muito semelhantes, com variagdo apenas no numero de
larvas, nenhum dos autores menciona a linhagem de mosquito que foi avaliada, o que

pode explicar valores tao distintos.
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Tabela 1: Resultados bioensaios larvicidas (CLso - indice de mortalidade larval)

Amostra CLso (ppm)
Lomonaco et al, 20088 Oliveira et al, 20117

LCC técnico 51,04 £ 0,62 ---
Acido anacardico --- 12,40 + 0,10
Cardanol 32,89+ 0,25 8,20+ 0,15
Cardol 14,20 £ 0,62 5,55+ 0,07

Cardanol hidrogenado 68,18 £ 0,50 ---

Cardol hidrogenado > 500 ---

A cadeia alquilica longa insaturada é importantes na estrutura do larvicida e
responsavel pela promog¢ao da lipossolubilidade, facilitando sua passagem através da
membrana celular. Os autores, sugerem que o cardol podera vir a ser considerado
como o mais recente “larvicida verde” no combate a dengue.’? 23

Alguns estudos realizados em células de queratinécitos humanos HaCaT e
células epiteliais de rim de macaco rhesus LLC-MK2 indicam que apesar das inUmeras
atividades biolégicas apresentadas pelo cardanol, a citotoxicidade deste tipo de
composto limita a sua aplicagdo devido a falta de biocompatibilidade.???* Segundo a
literatura, novos derivados de cardanol tém sido sintetizados a fim de diminuir a
toxicidade e melhorar atividade biolégica. O cardanol apresenta atividade citotoxica
devido a sua cadeia lipidica insaturada, provocando o aumento da permeabilidade da
membrana plasmatica e resultando em vazamento de ions de potassio do interior da
célula. A otimizacado das caracteristicas fisico-quimicas como, carga, lipofilicidade,
ligacbes de hidrogénio e tamanho da molécula ou modificacdo da estrutura é a
estratégia geral para proporcionar uma aplicagédo segura.?®

Os produtos naturais muitas vezes exibem alta poténcia e seletividade, mas
nao sofreram selecado natural para servirem aos interesses terapéuticos humanos e,
dessa forma, precisam muitas vezes ser modificados para atender as caracteristicas
desejadas em um farmaco. Os objetivos principais das modificagdes sdo potencializar
as atividades, minimizar a toxicidade, melhorar outras propriedades farmacocinéticas,
como caracteristicas fisico-quimicas satisfatorias. Além de objetivar a descoberta de
novos farmacos potenciais, muitos estudos de modificagdes estruturais também sao
realizados com o intuito de elucidar mecanismos de acao, além de prover dados para

estudos de correlagdo estrutura-atividade biologica (SAR e QSAR).12627 Assim, a
5
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modificagao estrutural de produtos naturais para a obtencédo de novos compostos com
potencial farmacoldgico € um campo extremamente promissor, com grandes desafios,
que se mostra como ferramenta valiosa para a descoberta de novos candidatos a

farmacos e outras substancias bioativas.

1.1. Aedes aegypti: Dengue, Zika e Chikungunya

Segundo a OMS,® os mosquitos estdo entre os animais mais mortais do
mundo, que apresentam a capacidade de transportar e propagar doengas. Aedes
aegypti é a principal espécie de mosquito vetor responsavel por causar arboviroses
conhecidas como dengue, febre amarela, zika e chikungunya. Essas doengas causam
altos niveis de mortalidade e/ou morbidade, especialmente em paises de regides
tropicais e subtropicais com consequente impacto social e econémico.

A espécie Aedes aegypti é originaria da Africa e originalmente descrita no
Eqito, o que lhe conferiu seu nome especifico. Foi sendo transportada passivamente
pelo homem aos distintos continentes e atualmente apresenta distribuicdo mundial. E
um mosquito adaptado ao ambiente urbano e utiliza preferencialmente depdsitos
artificiais de agua limpa para colocar os seus ovos e 0s recipientes mais frequentes
no domicilio ou peridomicilio sdo tanques de armazenamento de agua e vasilhames
temporarios, dentro e fora das casas, como potes, barris, pneumaticos usados, latas,
garrafas e vasos de plantas onde ocorre o desenvolvimento de sua fase larvaria. E
uma espécie de mosquito doméstico, antropofilico, com atividade hematofagica
diurna, alimentando-se e depositando seus ovos, preferencialmente, ao amanhecer e
no periodo vespertino préximo ao crepusculo.29:30.31

Os ovos apresentam alta capacidade de resistir a dessecacado, mantendo-se
viaveis na auséncia de agua por até 450 dias. O mosquito tem demostrado uma
grande capacidade de adaptagcédo a diferentes situagdes ambientais consideradas
desfavoraveis como altitudes elevadas e larvas em agua poluida.3°

A dengue é hoje a arbovirose (virus essencialmente transmitido por
artropodes) mais importante do mundo e a que tem se espalhado mais rapidamente.
Cerca de 2,5 bilhdes de pessoas encontram-se sob risco de se infectarem,
particularmente em paises tropicais onde a temperatura e a umidade favorecem a
proliferagdo do mosquito vetor.3® Constitui um problema grave de salde publica,

afetando mais de 70 milhées de pessoas por ano.3?
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A etiologia e seus mecanismos de transmissao sdo bem conhecidos, sendo
transmitida pelo mosquito Aedes aegypti. Existem quatro sorotipos do virus,
chamados de DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4, eles pertencem ao género Flavivirus,
composto por RNA, e a familia Flaviviridae, a qual contém cerca de 70 virus, incluindo
o da febre amarela. A infec¢do com um sorotipo de dengue fornece imunidade vitalicia
para esse virus, mas nao ha nenhuma imunidade para os outros sorotipos. Dessa
forma, pessoas que vivem numa area endémica de dengue podem ser infectadas com
trés, ou, provavelmente, quatro sorotipos de dengue durante a sua vida.33

Os sintomas variam de uma febre moderada até formas mais severas que
podem levar a morte. O seu espectro clinico € muito amplo, variando de formas
assintomaticas até formas mais graves e letais. As causas da ocorréncia de formas
graves ainda nao estido plenamente estabelecidas, existindo algumas teorias
explicativas relacionadas a maior viruléncia da cepa de virus infectante, a sequéncia
de infecgbes pelos diferentes sorotipos do agente etioldgico, a fatores individuais do
hospedeiro e a uma combinagéo de todas as explicagdes anteriores.3?

A maioria dos casos de dengue apresenta um quadro inespecifico de febre,
mal-estar, fraqueza, intensa dor muscular e cefaléia retro-ocular, que podem ocorrer
com ou sem rash cutadneo. A constipagcdo € ocasionalmente relatada; diarreia e
sintomas respiratérios ndo sao frequentes, mas podem ocorrer devido a infecgoes
simultdneas. Alteragbes laboratoriais como aumento de enzimas hepaticas,
leucopenia e plaquetopenia sédo alteragdes compativeis, mas nao especificas da
doenca. As formas mais graves incluem a sindrome do choque por dengue e a dengue
hemorragica333+.

No Brasil em 2016, ja foram registrados 1.399.480 casos provaveis de dengue
até a Semana Epidemiolédgica (3/1/2016 a 09/07/2016). Nesse periodo, a regiao
Sudeste registrou o maior numero de casos provaveis (837.400 casos; 59,8%) em
relagdo ao total do pais, seguida das regides Nordeste (295.036 casos; 21,1%),
Centro-Oeste (154.359 casos; 11,0%), Sul (76.465 casos; 5,5%) e Norte (36.220
casos; 2,6%). Foram confirmados 639 casos de dengue grave, 6.253 casos de dengue
com sinais de alarme e 419 ébitos. Neste ano, ja foram processadas 9.513 amostras
para isolamento do virus da dengue, sendo 2.520 positivas, das quais 89,7% foram

positivas para o sorotipo viral DENV-1.3%
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Assim como o virus dengue, o virus zika € um arbovirus que pertence ao
género Flavivirus e familia Flaviviridae, transmitido por vetores do género Aedes. O
virus foi originalmente isolado de uma fémea de macaco Rhesus, em 1947, na floresta
Zika em Uganda e os primeiros casos em humanos de infecgdo por zika foram
descritos em 1960, na Africa e depois na Asia.3® Desde entdo, o virus emergiu para a
Polinésia Francesa, Nova Caledbnia, llha de Pascoa e llhas Cook e, mais
recentemente, no nordeste do Brasil em 2015, onde foi o ponto de partida para uma
pandemia nas Américas, com 26 paises americanos relatando transmissao ativa.%’

O virus da Zika causa sintomas leves de erupgao cutanea, febre, mal-estar,
cefaleia, artrite ou artralgia e conjuntivite. No entanto, tem sido relatado recentemente
infeccbes mais graves associadas com alteragbes neurolégicas ou auto-imunes e
complicagcbes como sindrome de Guillain-Barre e microcefalia, o que mostra que a
doenca é ainda muito pouco conhecida.?’

Até o momento, 40 paises e territorios confirmaram a transmissao local
vetorial do virus zika na Regido das Américas. Segundo, o Ministério da Saude do
Brasil, entre 22 de outubro 2015 e 25 de junho de 2016, foram confirmados um total
de 1.638 casos de microcefalia e outras malformagdes do sistema nervoso central
(SNC) em recém-nascidos associada a infecgao pelo virus zika.38

Outro grande problema foi o retorno da Chikungunya as Américas depois de
uma auséncia de aproximadamente 200 anos. O retorno do virus foi reconhecido em
St. Martin, no Caribe, em dezembro de 2013 e, a partir de 9 de janeiro de 2015, os
Centros de Controle e Prevengao de Doencas dos Estados Unidos relataram que a
doenca havia sido identificada em 42 paises ou territérios no Caribe, América Central,
América do Sul e América do Norte.3°

O virus pertence a familia Togaviridae e também pode ser transmitido por
espécies de mosquitos como o Aedes aegypti e o Ae. albopictus. A infecgao por
Chikungunya € caracterizada por um inicio abrupto de febre, frequentemente
acompanhada de dor nas articulagdes. Outros sinais e sintomas comuns incluem dor
muscular, dor de cabeca, nausea, fadiga e erupgao cutanea.®

Em 2016, de 3/1/2016 a 10/12/2016, foram registrados 263.598 casos
provaveis de febre de chikungunya no Brasil e os numeros mostram que a regiao

Nordeste apresentou a maior taxa de incidéncia: 405,2 casos/100 mil hab. Foram
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confirmados 159 &bitos por febre de chikungunya e a mediana de idade dos 6bitos foi
de 62 anos, variando de 0 a 98 anos.*°

De acordo com a Organizagdo Pan-americana da saude, o controle da dengue
e de outras doengas como a Zika e Chikungunya € caro e nao se pode contar ainda
com uma terapéutica etioldgica e uma quimioprofilaxia efetiva. No momento, a melhor
forma de combater o virus € controlar o vetor. Uma vez que matar os mosquitos
adultos reduz a populacéo apenas temporariamente, a abordagem mais eficiente para
este controle é atacar as larvas, em seus criadouros, utilizando larvicidas. O controle
do mosquito Ae. aegypti, utilizando temephos, malathion e fenitrotiom, constitui a
principal estratégia adotadas nos programas de saude publica. No entanto, no Brasil
e em varios lugares do mundo a resisténcia a estes inseticidas convencionais foi
encontrada, além da elevada toxicidade em seres humanos que esses produtos
apresentam.'?3241 Desta forma, novos compostos com atividade larvicida e que

também sejam menos toxicos, s&o necessarios com urgéncia.

1.2. Infecgoes bacterianas

Outro grave problema de saude publica é resisténcia microbiana, definida
como a resisténcia de microrganismos a um agente antimicrobiano, ao qual eram
originalmente sensiveis. Apesar de ser um fendbmeno evolutivo natural, a resisténcia
pode ser acelerada pelo mau uso dos antimicrobianos e pela falha no controle de
infecgbes.*? A resisténcia microbiana tem sido uma ameacga para a eficacia das
terapias comuns. No caso de pacientes em risco, pode provocar a extensido da doenca
ou mesmo morte.*3

Mesmo antes da introdugdo da penicilina no mercado, cepas bacterianas
resistentes ja tinham sido detectadas. A pressdo de selecdo causada pelo uso de
milhdées de toneladas de antibidticos durante os ultimos 75 anos tornou quase todas
as bactérias causadoras de doencas resistentes aos antibidticos comumente
utilizados para o tratamento.*

Os antibidticos sdo considerados os maiores avangos médicos na idade
moderna. A observagao de Alexander Fleming de uma zona de inibigdo em torno
Penicillium notatum em uma cultura de estafilococos, em 1928, é considerado um dos
marcos mais significativos da descoberta dos antibidticos. No entanto, outra

observacao foi que as concentracbes nao letais de penicilina podiam rapidamente
9
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gerar bactérias resistentes ao farmaco, um processo de evolugédo que tem se mantido
fiel a todos os agentes antimicrobianos usados em seres humanos até os dias de
hoje.*®

A resisténcia mais alarmante ao tratamento convencional tem sido associada
a espécies como a Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Salmonella e Shigella ssp. e Neisseria gonorrhoeae.*

Estima-se que 25.000 pessoas morrem a cada ano na Europa de infecgbes
bacterianas resistentes aos antibidticos. Nos Estados Unidos, em 2005, foram
estimados 94.000 infecgbes invasivas por Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) e foram associadas com 19.000 mortes. Relatorio recente do US
Centers for Disease Control and Prevention estima que pelo menos 2 milhdes de
doencgas e 23.000 mortes por ano nos EUA sao causadas por bacterias resistentes
aos antibiéticos.** No Brasil, cerca de 70% dos isolados de S. aureus nos principais
hospitais brasileiros s&o resistentes a meticilina.*®

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), a tuberculose (TB) é uma
doenca tratavel e curavel, mas continua sendo um grave problema de saude publica
no mundo. Em 2015, foram estimados 10,4 milhées de casos novos de TB em todo o
mundo, dos quais 5,9 milhdes (56%) entre homens, 3,5 milhdes (34%) entre mulheres
e 1,0 milhdo (10%) entre as criangas. Em pessoas portadoras do virus HIV o numero
de casos atinge 1,2 milhdes (11%) de todos os novos casos.*’

Atualmente, a tuberculose é considerada a doenca infecciosa mais perigosa
em todo o mundo e uma das principais infecgbes associadas a AIDS. A presenca
simultanea de infeccdo por HIV e a propagacdo de cepas de Mycobacterium
tuberculose multiresistentes complicam muitas vezes o tratamento da tuberculose.*®

A quimioterapia tem sido utilizada no tratamento da tuberculose desde a
década de 1940. Desde entdo, alguns agentes foram descobertos incluindo
isoniazida, pirazinamida, rifampicina e etambutol, farmacos de primeira linha para
inicio de tratamento. Os farmacos de segunda linha (estreptomicina, etionamida,
cicloserina, amicacina, tioacetazona e terizidona) séao utilizados quando os farmacos
de primeira linha s&o ineficazes. Os derivados de oxoquinolina, tais como
ciprofloxacina, moxifloxacina e levofloxacina estdo incluidos na estratégia de
tratamento de tuberculose multirresistente. Os principais problemas no tratamento

incluem n&o s6 a emergéncia de bacilos multirresistentes, mas também a duragao do
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tratamento e os efeitos adversos (nauseas, vomitos, ictericia, asma, deficiéncia visual,
neuropatia, dor abdominal e até cegueira).*?

Apesar do notavel progresso no tratamento de infec¢gdes causadas por
micobactérias, o dramatico aumento do numero de casos de tuberculose
extensivamente resistente aos farmacos requer o desenvolvimento de novos
compostos com melhor eficacia e baixa toxicidade.

A resisténcia antimicrobiana tornou-se cada vez mais evidente a partir da
década de 1970, embora este fenbmeno tenha sido inicialmente acompanhado pelo
desenvolvimento de compostos antimicrobianos que poderiam superar ou contornar
esses mecanismos de resisténcia. No entanto desde a década de 1990, vivemos um
“vazio” na descoberta ou no desenvolvimento de agentes antimicrobianos.*®

Mundialmente, os esforgos estdo sendo feitos para o controle do fenédmeno
da resisténcia microbiana, da sua propagacgédo, efeitos, custos de tratamento, e
também no sentido de encontrar novos protocolos terapéuticos.*® Neste contexto, no
qual o fendbmeno de resisténcia microbiana cresce cada vez mais, a descoberta de

novos compostos ativos € urgentemente necessaria.

1.3. Hidrazonas

A porgao hidrazona € um ligante estrutural altamente versatil explorado na
quimica medicinal para o desenvolvimento de varias classes de compostos
bioativos.*°

As N-acilidrazonas pertencem a classe de compostos chamada de azometina,
consideradas por apresentar uma estrutura molecular privilegiada, com propriedades
quimicas que provaram ser importantes na concepgdo de protétipos
farmacologicamente ativos, sendo utilizadas para o design de novos compostos.>'-5?

A hidrazida do acido isonicotinico, a isoniazida, apresenta elevada atividade
inibidora in vivo contra o Mycobacterium tuberculosis H37Rv e é um dos farmacos
utilizados atualmente para o tratamento da tuberculose. Outro exemplo importante é
a nifuroxazida, uma hidrazona utilizada na medicina como anti-séptico intestinal.>? As

estruturas quimicas dos dois compostos sdo apresentadas na Figura 3.
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Figura 3: Estruturas da Isoniazida e Nifuroxazida.

Hidrazonas tem demonstrado atividade antimicrobiana (antibacteriana e
antifungica),%>5% anticonvulsivante,3® antimalarica,3® analgésica,®! antiinflamatoria,®’
antituberculose*® e antitumoral.>® A Tabela 2 mostra alguns compostos descritos na

literatura que apresentaram excelente atividade antimicrobiana.

Tabela 2: Atividade antimicrobiana de derivados de hidrazonas descritas na literatura.

Referéncia Estruturas MIC (ug. mL™)
2 N
Rollas et al. LN l G NO, 2 ug. mL"
2002% H Staphylococcus aureus
F
0
\ -1
Bedia et al. N | g N 0,78 ug. mlL
48 N Mycobacterium
2006 H .
ON tuberculosis
2
’ /_@ 3,9 ug. mL""
Rollas et al. N HN_N/ Enterococcus feacalis e
2007%3 A Staphylococcus
Br | ~ N\/>_<o epidermis
’ <:> ocH 3,9 ug. mL-"
Rollas et al. N N HN_N/ °  Enterococcus feacalis e
2007%3 | Staphylococcus
Br = N\/>_<o epidermis

Varios derivados foram sintetizados pela reagao da hidrazina isoniazida com
varios aldeidos e cetonas e demostraram atividade inibidora em ratos infectados com
cepas de M. tuberculosis. E descrito também que esses compostos apresentaram
menor toxicidade, quando comparados a isoniazida devido ao bloqueio do grupo -NHz,

de acordo com a Figura 4.53
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Derivados da hidrazina
isoniazida

Figura 4: Estruturas dos derivados hidrazina isoniazida com bloqueio do grupo —NH>.

1.4. Oxadiazois

Os oxadiazdis sdo compostos heterociclicos de 5 membros, sendo possivel a
formacao de 4 isbmeros constitucionais (Figura 5), 0 que depende dos materiais de
partida e das condigbes reacionais.®® Dentre eles, o 1,3,4-oxadiazol e 1,2,4-oxadiazol
sao 0s mais conhecidos, e mais amplamente estudados por pesquisadores devidos

as propriedades quimicas e bioldgicas apresentadas.®

R R
4 N3 4N 3 R 43 R1 4N—N3
/) /) B U N
R s O/N 2 R 5 O/N 2 5 N\O/N 2 Ri™s o 2 R
1 1 1 1
1,2,3 - oxadiazol 1,2,4 - oxadiazol 1,2,5 - oxadiazol 1,3,4 - oxadiazol

Figura 5: Isbmeros dos Oxadiazois.

O 1,3,4-oxadiazol constitui um importante heterociclo de cinco membros que
pode ou nao ser aromatico, e que tém sido amplamente utilizados em muitos
compostos com atividade biolégica incluindo antimicrobiana, anti-inflamatéria,
anticonvulsivantes, antidiabético, analgésico, antiviral e antifungica. Recentemente,
os derivados de 1,3,4-oxadiazdis tém despertado interesse na sintese organica e na
quimica medicinal para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.*257

Varios métodos tém sido desenvolvidos para a sintese de 1,3,4-oxadiazdis,
que podem ser divididos em duas estratégias de acordo com o Esquema 1: (a)
ciclizagao desidratante de 1,2-diacil-hidrazinas, utilizando reagentes como SOClIz,
PPA, POCIs, H2SOs4; ou (b) a ciclizagédo oxidativa de N-acilidrazonas utilizando

oxidantes como iodo, cloroamina T, FeCls, PbO2, Brz, KMnO4, HgO / I2) ou via
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oxidagao aerdbica catalisada por Cu (IlI). No entanto, existem limitagdes associadas a

estes métodos, como a utilizagdo de materiais perigosos e limitagdes no substrato.>’

H O Ciclizagéo NN Ciclizaggo O
R N desidratante oxidativa
1 ~ /»\ R1\/N\
o)
1,2-diacil-hidrazinas 1,3,4-oxadiazol N-acilidrazonas

Esquema 1: Estratégias para construgdo do nucleo oxadiazol.

As N-acilidrazonas mostram-se particularmente versateis para a sintese de
compostos contendo nitrogénio. Com isso em mente, planejamos a sintese dessa
série de compostos utilizando a estratégia de fechamento da cadeia aciclica para
formagao do nucleo oxadiazol utilizando anidrido acético, conforme procedimento
descrito por Oliveira, 2013.52 O mecanismo plausivel para as reagbes é apresentado
no Esquema 2.

O par de elétrons presente no atomo de nitrogénio da hidrazida b ataca o
carbono da carbonila do aldeido a, que sofre reagao de condensacéo, adicao seguida
de desidratagao para formar base de Schiff d. Devido a tautomerizagao ceto-imina, o
grupo ceto da base de Schiff d € convertido em um grupo hidroxila que ataca o
carbono de azometina para produzir o derivado oxadiazol e, um dos atomos de
nitrogénio do nucleo fica com uma carga negativa, que ataca a carbonila do anidrido

acético para formar o produto acetilado f.58

14



Introducéo

T T kT

— = N—N
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Esquema 2: Mecanismo plausivel para as rea¢cbes de condensacao e ciclizagdo para
formar 1,3,4-oxadiazois.

Oliveira et al, 201352 realizou a sintese de novos derivados oxadiazois e
avaliou a atividade antifungica contra algumas espécies de Candida. Os compostos
com substituintes fenil e metoxifenil (Figura 7) apresentaram os melhores resultados
contra a Candida albicans (ATCC 90028), enquanto os derivados 4-clorofenil e
metoxifenil (Figura 6) mostraram-se ativos contra a Candida krusei (ATCC 6258), e
Candida tropicalis (LM 14) com CMI de 64 ug. mL', respectivamente. De acordo com
os parametros estabelecidos, foram consideradas boas atividades valores de CMI
entre 50 -100 pyg. mL'. Os resultados indicaram que o grupo 5-nitrofuranil foi
importante para a atividade dos compostos, sendo esses considerados promissores

para um possivel desenvolvimento de novos agentes antifiingicos.5?

N—Ny; N—N N—N%
/ O.__NO, / O _No, / O__NoO,
© \ / H;CO © \ / Cl © \ /

Figura 6: Compostos sintetizados por Oliveira e colaboradores®?

Desai & Kotadiya realizaram a sintese e a avaliagdo da atividade
antimicrobiana de hidrazonas e oxadiazois correspondentes. Todas as hidrazonas
mostraram fraca atividade antimicrobiana, com CMI maior que 1.000 ug. mL-' contra
S. aureus e A. niger e CMI igual a 1.000 ug. mL™" contra P. aeruginosa, S. pyogenes,
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C. albicans e A. clavatus). A ciclizagdo das hidrazonas com anidrido acético para
formacédo do nucleo oxadiazol e posterior condensagao com 4 cloro-benzaldeido
proporcionou um aumento significante na atividade. Os compostos m-Cl, p-Cl, p-F, m-
NO2 e p-NO2 (Figura 7) foram os compostos mais ativos contra todas as cepas
bacterianas testadas com CMI de 6,25-100 yg. mL™". A presenca do substituinte p-
NO:2 produziu maior atividade com CMI de 12,5 ug. mL"para o S. aureus. A introdugéo
dos substituintes fluor e nitro na posicao para, apresentaram melhor atividade com
CMI de 25 ug. mL-' contra S. pyogenes e CMI de 12,5 e 6,25 ug. mL™" contra a E. coli,
respectivamente. Os compostos p-F, m-NO2z e p-NO2 apresentaram CMI de 25 ug. mL"

' contra P. aeruginosa.®®
cl

o H
N R= m-Cl, p-Cl, p-F, m-NO, e p-NO,
S
~
NI | R
S

Figura 7: Compostos sintetizados por Desai and Kotadiya®®

O Raltegravir® e o Zibotentan® sao outros dois exemplos importantes de
compostos que contém o nucleo 1,3,4-oxadiazol, sendo atualmente utilizados na

medicina clinica como antiretroviral e anticancer, respectivamente®® (Figura 8).

Raltegravir® Zibotentan®

Figura 8: Estrutura quimica do Raltegravir® e o Zibotentan®

Considerando a urgéncia na busca de compostos bioativos por fontes

renovaveis e biodegradaveis e a quantidade de LCC técnico produzido no pais, o alto
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rendimento de cardanol obtido a partir das industrias de processamento de castanha
de caju representa uma oportunidade para aumentar o valor do subproduto. Inserido
neste contexto, o cardanol torna-se um dos mais importantes e promissores
componentes do LCC, podendo ser empregado no setor da quimica fina, onde os
precos dos produtos finais sdo elevados, como aditivos, surfactantes, farmacos,
pesticidas, larvicidas, dentre outros. Nesse contexto, planejamos a sintese de
compostos, a partir de modificagbes estruturais no cardanol (Esquema 3), utilizando
como reagentes hidrazinas e hidrazidas, que levam a formacédo de hidrazonas,
compostos que além de apresentar atividades biologicas interessantes séo uteis para

o design de outros derivados bioativos, como os 1,3,4-oxadiazois.
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©\/\/\/\jj\
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Aldeido (3)
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Hidrazinas (6 a-e) MeOH, Meok\ Hidrazidas (4 a-g)
refluxo refluxo
OH OH
@\/\/\M H M H R
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Hidrazonas (7 a-e) N-acilhidrazonas (5 a-g)
(CH3C0),0,
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OH
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@\/\/M >\
R
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Oxadiazéis (8 a-g)

Esquema 3: Modificagbes estruturais na molécula do cardanol propostas nesse
trabalho.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral sintetizar hidrazonas, N-
acilidrazonas e 1,3,4 - oxadiazois a partir do cardanol e avaliar a atividade biologica
dos compostos. Os objetivos especificos incluem a caracterizagdo dos compostos
sintetizados e a avaliagdo da atividade antimicrobiana, antituberculose e larvicida

contra o mosquito Aedes aegypti.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Obtencao do 8-(3-hidroxifenil)octanal a partir do cardanol

Para obtencdo do aldeido de interesse, o cardanol 1 recém destilado foi
submetido a reagdo de ozondlise, com uma concentragédo de 75 mg. L' de O3/0O2 e
temperatura de -78°C por 4 horas, levando a formagédo do ozonideo 2 (Esquema 4).
Considerando os resultados de excelente atividade antimicrobiana contra cepas
padrao e clinicas resistentes de ozonideos obtidos a partir de 6leos vegetais descritos
em trabalho anterior,%® uma amostra de cardanol ozonizado foi armazenada para a
realizacéo de ensaios de atividade bioldgica.

A formacdo do ozonideo 2 foi confirmada através dos espectros de RMN,
apresentando sinais caracteristicos na regido de 5,16 — 5,35 ppm para os espectros
de RMN 'H e sinal em 104,5 ppm para o espectro de RMN de '3C atribuidos aos

hidrogénios e carbonos do anel ozonideo (A1 e A2, pagina 78).
OH OH

75 mg L'04/0,, AcOEt
o-0
e
— -78°C, 4h >\/\/\
o

1 2

t. ambiente e agitacao

Qo

3

Zn, AcOH,
overnight,

Rendimento: 60%

Esquema 4: Obtengéo do 8-(3-hidroxifenil)octanal 3 a partir do cardanol.

De acordo com Esquema 4, a reacédo de ozondlise foi seguida por etapa de
reducdo do ozonideo 2, realizada com zinco em pd, meio acido e a temperatura
ambiente para obtencéo do aldeido 3 (A3 — A5, pagina 79 e 80), com rendimento de
60%.

O espectro de RMN de 'H do composto 3 é apresentado na Figura 9. O tripleto
em 9,71 ppm (3Jun = 1,71 Hz) corresponde ao hidrogénio aldeidico. As expansdes
mostram os sinais correspondentes aos hidrogénios aromaticos, tripleto em 7,09 ppm
(3Ju,n= 8,71 Hz) para o H-5', simpleto largo em 6,71 ppm para o H-2’ e multipleto em
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6,66 ppm (3Junx = 6,50 Hz) para H-4" e H-6'. O multipleto correspondente a dois
dupletes com acoplamento orto com o H5’, que apresentam deslocamentos quimicos
semelhantes. Os hidrogénios 1 e 7 da cadeia alifatica apresentam tripleto em 2,51
(CJun = 7,77 Hz) e tripleto de dubletos em 2,39 devido ao acoplamento com os
hidrogénios H-6 (3Jwx= 7,29 Hz) e H-8 do aldeido (3Jn = 1,70 Hz), respectivamente.

un
o
n
o

25910
2.484

sz 428
422

403

g

(3]

L
6.686
6

-

712
Tail22
9
063
6
6

9.7

1 2.55 2.50 2.45 2.40 pem

9.8 ppm Tearll ppm 6.7 ppm |

12 11 10 g B ] & 5 4 3 2
‘ I 1)
| e,

[ =
@
o

@ o e
o o
= o

—
—

1.000.°

—
[T
)
o)

AVloN ey | 1)

Figura 9: Espectro de RMN de "H do composto 3 8-(3-hidroxifenil)octanal em CDCls.

O espectro de RMN de '3C (Figura 10) apresenta sinal em 204,22 ppm
correspondente ao carbono da carbonila do aldeido. Os demais deslocamentos
quimicos correspondentes ao hidrogénios aromaticos e alquilicos foram atribuidos e
estdo representados na Figura 11. Apds confirmada a sua estrutura, o composto 3 foi

entdo, utilizado como material de partida para a sintese das hidrazonas e oxadiazois.
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Figura 10: Espectro de RMN de "3C do composto 3 8-(3-hidroxifenil)octanal em CDCls.

OH

112,66 22,47 -31,14

129,34

120,59 35,74 43,85

Figura 11: Deslocamentos quimicos de RMN de '3C para o composto 3, 8-(3-
hidroxifenil) octanal (3).

3.2. Sintese de N-acilidrazonas

As N-acilidrazonas foram obtidas a partir da reacdo de condensacido do
composto 3, o 8-(3-hidroxifenil)octanal com as hidrazidas 4 a-g correspondentes, as
quais diferem apenas na porgao aromatica (4-fluorfenil, 4-clorofenil, 4-bromofenil, 2-
clorofenil, nicotinica, tiofénica e furandica), conforme apresentado no Esquema 5.

Foram obtidos 7 compostos inéditos 5 a-g, com rendimentos quantitativos.
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Esquema 5: Reacgéo de condensacgédo para obtengéo das N-acilidrazonas de 5 a-g.

Os compostos foram caracterizados por técnicas espectroscopicas de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e 13C (A6 — A22, paginas 80-88).

De acordo com a literatura®', as hidrazonas apresentam sinais caracteristicos
com deslocamentos quimicos (3) entre 8,32-8,82 ppm para os hidrogénios imino
(N=CH) e 10,67 — 12,60 ppm para o CONH (16). Em todos os espectros de RMN de
'H dos compostos sintetizados 5 a-g foi possivel observar simpletos na regido de 9,13-
9,18 ppm e 11,37-11,51 ppm, que foram atribuidos aos hidrogénios da hidroxila (OH)
fendlica e ao hidrogénio ligado ao nitrogénio (CONH). No entanto, para os hidrogénios
imino, foram observados tripletos entre 7,66-7,68 ppm, com valores de deslocamento
quimico mais protegido do que os valores encontrados na literatura (8,32-8,82 ppm).
Esses valores de deslocamento quimico dos compostos sintetizados podem ser
explicados devido a proximidade do grupo imino a uma cadeia alquilica e n&o a anéis
aromaticos, como € geralmente relatado na literatura.

Além disso, a auséncia do sinal caracteristico para hidrogénios aldeidicos,
entre 9 e 10 ppm evidencia a obtengcdo dos compostos 5 a-g. A Figura 12 apresenta
o espectro de RMN de 'H para o composto 5¢, com ampliagdo da regigo entre 6,0 e
8,5 ppm, para facilitar a visualizagdo do padrao de desdobramento dos sinais dos

hidrogénios aromaticos.
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Figura 12: Espectro de RMN de 'H do composto 5c (E)-4-bromo-N'-(8-(3-
hidroxifenil)octilideno) benzohidrazida em DMSO-d.

A atribuicdo dos sinais para os compostos sintetizados 5 a-f sdo apresentados
abaixo, os intervalos de deslocamento quimico indicados na estrutura sao
correspondentes a parte comum da molécula para todos os derivados e as constantes
de acoplamento e multiplicidades podem ser observados nos dados da parte
experimental para cada substancia, ja os sinais correspondentes aos diferentes
substituintes aromaticos sao listados na Tabela 3 com suas respectivas

multiplicidades e valores de constante de acoplamento em Hertz.
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Tabela 3: Deslocamentos quimicos (em ppm) de RMN de 'H (300 MHz) das N-
acilidrazonas 5 a-g em DMSO-d6.

9,13-9,19

OH

7,66 -7,68

6.52-6,56 6,52-6,56 1,26 - 1,47 11,37 - 11,47
6,99 - 7,02 X _N R
Y
6,52 - 6,56 2,42 -2,46 2,20-2,24 o
R Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (5 em ppm)
H-2 H-3 H-4 H-5 H-6
5 F 787(dd,2 728((t2H, - 7,28 (t 2 H, 7,87 (dd, 2
6 4 H, s3JuH = sJyH = 8,46 3JHH = 8,46 H, sJun =
3 8,46 HZ, HZ, 3JH,F = HZ, 3JH,F = 8,46 HZ,
‘1?1. ! 2 4JH,F = 5,92 8,56 HZ) 8,56 HZ) 4JH,F = 5,92
5a Hz) Hz)
5 c 7.82(d,2H, 752(d,2H, - 7,52(d,2H, 7,82(d,2H,
® J sin =82  aJun=82 3in=82  aJun=8,2
L{LL. 1 3 HZ) HZ) HZ) HZ)
2
5b
5 Br 774(m,2 766(d,2H, - 7,66 (d,2H, 7,74 (m,2
6 4 H, sdun 84  3Jun=6,2 3JuH = 6,2 H, sdun =
o 3 Hz) Hz) Hz) 8,4 Hz)
2
5¢c
5
6 4
s 7,30 -7,57 7,30 -7,57 7,30 -7,57 7,30 -7,57
215 (m, 4H) (m, 4H) (M, 4H) (m, 4H)
Cl
5d
3 895(sl, 1 - 8,68 (dI, 1 7,48 (dd,1 8,13 (d, 1 H,
2 N\ 4 H) H, s3dun = H, sJun = aJuH = 7,84
| 475Hz)  7.84 Hz, Hz)
571 NS5 3JuH=5,10
o Hz)
5e
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R Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (5 em ppm)
H-2 H-3 H-4 H-5 H-6
5 4 e 7,82 (sl, 1H) 6,61 (sl, 1H) 7,16 (sl, 1H) -
iy
o
O
2
5f

Nao foi possivel atribuir os sinais de dos hidrogénios correspondentes ao
composto 5g, pois o espectro de RMN 'H apresentou sinais muitos largos, mas no
espectro de RMN '3C foi possivel observar o sinal 152,96 ppm (N=CH), indicando a
formacgao do derivado desejado. Além disso, a mesma amostra foi utilizada para a
sintese do oxadiazol correspondente 8g que teve a sua estrutura confirmada por
espectroscopia de RMN de 'H e de "3C.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 3 para o composto 5a, a
multiplicidades dos sinais referentes ao anel 4-fluorfenil indicam acoplamento dos
hidrogénios com o atomo de fluor, que foi observado também nos espectros de RMN
de 3C. O numero quéntico de spin (/) nuclear de flior é 1/2, permitindo o seu
acoplamento com prétons e carbonos vizinhos, com tempos de relaxacéo
suficientemente longos para serem observados.®® Os valores de constante de
acoplamento Jnr encontrados na literatura para sistemas aromatico-orto e aromatico-
meta sao de 8-10 e 4-6 Hz, respectivamente, que estdo de acordo com os valores
encontrados para o composto 5a.

No mapa de correlagdes homonuclear 'H-'H (Figura 13) obtido a partir do
experimento gCOSY do composto 5¢, foi possivel observar correlagdes com o sinal
em 2,20 ppm, do grupo metileno ligado ao grupo (HC=N) com o sinal em 7,66 ppm,
confirmando que o sinal correspondente ao hidrogénio imino (N=CH) apresenta
valores de deslocamento quimico protegido, sendo observado com deslocamento
quimico semelhante aos hidrogénios H3 e H5, do anel 4-bromofenil, levando a um
valor de integral correspondente a 3H, como observado na Figura 11. Foram
observadas também correlagbes entre os sinais dos grupos metileno vizinhos a

ligagdo dupla C=N e o anel aromatico com o restante da cadeia alquilica (Figura 14).
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Figura 13: Mapa de correlagées homonuclear '"H-'H, gCOSY do composto 5c, (E)-4-
bromo-N'-(8-(3-hidroxifenil)octilideno) benzohidrazida em DMSO-ds.

Figura 14: Correlagdo observadas no gCOSY representadas para o composto 5c.

As informagdes contidas nos espectros de RMN de '3C corroboram as
estruturas propostas para os derivados, destacando o sinal do carbono sp? (N=CH),
com deslocamento quimico na regiao de 152-153 ppm, e a auséncia do sinal para o
carbono aldeidico, por volta de 200 ppm, conforme pode ser observado no espectro
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de RMN de "3C do composto 5¢ (Figura 15). A atribuigio dos sinais para os compostos

sintetizados 5 a-f sdo apresentados na Tabela 4.

COO0ONTNARNN—ANONW
TTTOHOMOMOOO N NN

200 180 16( 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 15: Espectro de RMN '3C do composto (E)-4-bromo-N'-(8-(3-
hidroxifenil)octilideno) benzohidrazida (5¢) em DMSO-ds.

Tabela 4: Deslocamentos quimicos (em ppm) de RMN de 3C (75 MHz) das N-
acilidrazonas 5 a-g em DMSO-ds.

OH
157,20 - 157,68
149,37 - 153,26

115,57 - 115,84 H

113,00 - 113,27

H
129,52 - 129,79 8008 \N/N R
119,36 - 119,37 " W62,21 - 162,52
l 22,20 - 32,94 l O
35,10 - 35,85 31,27 - 31,94
Derivado Deslocamentos quimicos de RMN de *C (5 em ppm)
C-1 C-2 C-3 C4 C-5 C-6
5 F 131,71 130,82 116,17 160,09 116,17 130,82
0 4
e
2
5a
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Derivado Deslocamentos quimicos de RMN de *C (5 em ppm)
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
5 132,80 128,91 129,87 144,14 129,87 128,91
® 4
vy
2
5b
5 132,62 120,06 131,38 125,22 131,38 130,06
° 4
P
2
5¢c
5 135,91 136,79 130,36 131,87 129,89 127,90
6 4
3
=S
Cl
5d
3 129,78 148,90 - 152,51 123,95 135,71
2 N4
| N
T
6
5e
5 4 145,94 - 147,26 114,88 112,34 -

3.2.1. Determinagao da estereoquimica para as N-acilidrazonas

As N-acilidrazonas possuem uma dupla ligacdo (N=CH), que pode levar a

formagdo de diasteroisbmero com configuragdo E ou Z (Figura 16). A barreira

energética para isomerizagao E - Z é suficientemente baixa para as hidrazonas, sendo

capazes de sofrer alteragdes reversiveis de configuragao favorecida pela presenga de

um atomo de nitrogénio adicional, que diminui o carater da ligagado dupla do sistema

1. O tautomerismo azo-hidrazona € o mecanismo mais provavel para isomerizagao

envolvendo sistemas com ligagéo de hidrogénio intramolecular®’.
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Além da possibilidade da formagédo de estereocisébmeros, as N-acilidrazonas
podem existir como conformeros sin ou anti-periplanar em torno da ligagao amida CO-

NH, conforme mostra a Figura 16.52

0 (E)
i A

R™ N7 X Re U
! Y D Ny M
H H © 1/
Anti-periplanar 2

Sin-periplanar

R,

Anti-periplanar
Sin-periplanar

Figura 16: Isbmeros e conférmeros possiveis para as N-acilidrazonas.

Com excecgdo do composto 5d, a analise dos espectros de RMN de 'H dos
compostos indicam a diasteroseletividade das reagdes de condensacido devido a
presencga de apenas um sinal para o hidrogénio imino (N=CH) para cada derivado, os
quais podem ser atribuidos como (E)-diasteroisbmero, termodinamicamente mais
estavel.5" A configuragdo E é preferida pois apresenta menor energia e maior
estabilidade devido a distancia espacial entre os grupos e menor impedimento estérico

quando comparado com a forma Z 2, como pode ser observado na Figura 17.
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(E)-4-bromo-N'-(8-(3-hidroxifenil)octilideno)benzohidrazida
(2)-4-bromo-N'-(8-(3-hidroxifenil)octilideno)benzohidrazida

Figura 17: Diasteroisbmeros E e Z para o composto 5c 4-bromo-N'"-(8-(3-
hidroxifenil)octilideno)benzohidrazida. Estruturas obtidas através do software
Avogadro.

O mapa de correlagbes espaciais 'H-'"H obtido a partir do experimento
gNOESY (Figura 18) apresenta duas correlagdes espaciais do NH em 11,43 ppm, com
o hidrogénio N=CH e H6 do anel 4-bromofenil, indicando a formagao do isbmero E

(Figura 19).

R I Y

= PP
..

I
1 ppm

1z 11 10 2 8 K & 3

Figura 18: Mapa de correlagbes espaciais, "H-'H gNOESY para composto 5c¢ (E)-4-
bromo-N'-(8-(3-hidroxifenil)octilideno) benzohidrazida.
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Br

Figura 19: Correlagdo observada no gNOESY para o composto 5c, confirmando a
estereoquimica E.

O espectro de RMN 'H do composto 5d (2-clorofenil) (Figura 20) apresenta
sinais duplicados correspondentes ao NH, com singletos em 11,41 /11,45 ppm,
indicando a presenga de uma mistura de diasteroisbmeros E/Z ou de conférmeros
anti- e sin-periplanar. A regido do espectro entre 7,2 - 7,6 ppm apresenta padrao bem

complexo sugerindo sinais duplicados.

— e — =5 —

ppm .4 7.2 .0 6.8 6.6 ppm

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 20: Espectro de RMN 'H do composto 5d 2-cloro-N'-(8-(3-hidroxifenil)
octilideno)benzohidrazida em DMSO-ds.

Baseado em trabalhos publicados que descrevem conférmeros para as N-
acilidrazonas,263 foi realizado um experimento de RMN de 'H em DMSO-ds,
imediatamente apds aquecimento da amostra a 60 °C para determinar se os sinais
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duplicados coalescem ou ndo. Observamos uma completa coalescéncia dos sinais
duplicados (11,41 e 11,44 ppm) para o NH. Apds o resfriamento da amostra outro
experimento de RMN 'H foi realizado demostrando a reversibilidade dessas
mudancas.

Esse fato corrobora com a hipotese da existéncia de conformeros sin-anti
periplanar para o composto 5d (2-cloro). A energia necessaria para ultrapassar a
barreira rotacional é alcangada apds aquecimento da amostra, levando a rapida
interconversao entre os conférmeros e a detecgdo de apenas 1 sinal de hidrogénio
para o NH em 11,30 ppm. Os espectros de RMN de 'H antes (a) e apds aquecimento

(b) sdo mostrados na Figura 21.
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Figura 21: Espectros de RMN "H para o composto 5d 2-cloro-N'-(8-(3-hidroxifenil)
octilideno)benzohidrazida em DMSO-ds. a) sem aquecimento; b) aquisicdo imediata

apos aquecimento a 60°C.
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Uma outra evidéncia que confirma essa hipotese foi descrita por Lopes et al.
2013,%2 onde a substituicdo do hidrogénio por um grupo metila, N-metilagdo, causa
uma restricdo conformacional impedindo a rotacédo da ligagdo C-N e a auséncia da
formacao de sinais duplicados nos espectros de RMN de 'H. Ao contrario, a sintese
de isopropilidrazonas, elimina a possibilidade de diasteroisbmeros E/Z e leva a
duplicacdo dos sinais nos espectros devido a presencga de conférmeros.

A definicdo dos termos configuragao e conformacgéo levanta um problema,
pois ndo ha nenhum limite bem definido entre eles. De maneira geral, as mudangas
conformacionais sao aquelas que podem ocorrer rapidamente a temperatura ambiente
ou abaixo, tornando dificil a separacao de diferentes conférmeros. Ja as alteracdes
configuracionais possuem barreira energética alta o suficiente para tornar mais facil a
separacgao de isomeros configuracionais. No entanto, a barreira conformacional de
energia pode se tornar maior daquelas que sao alcangadas a temperatura ambiente,
e a barreira configuracional, como por exemplo, a de dupla ligacdo, pode se tornar
menor e facilmente alcangada®*.

O grupo funcional amida desempenha um papel biolégico muito importante
como um bloco de constru¢cdo basico de proteinas e enzimas, e € caracterizado por
algumas propriedades especificas como coplanaridade dos grupos ligados ao atomo
de nitrogénio, barreira rotacional alta e estabilidade quimica contra o ataque
nucleofilico ou hidrdlise. Essas propriedades podem ser explicadas facilmente pela
deslocalizacao do par de elétrons do nitrogénio pelo sistema C-O-N de forma a obter
estabilidade (Figura 22). A ligacdo C-N apresenta menor comprimento neste caso,
devido a ligagao extra que € proporcionada pela sobreposi¢céo entre o par néo ligante
e a ligacdo 1 e o atomo de nitrogénio apresenta geometria trigonal®4:65,

Com esse sistema, planar e mais rigido, as amidas geralmente apresentam
uma barreira rotacional sobre a ligagdo C-N de 80-90 kJ mol! (19-21,5 kcal mol'. A

Figura 22 apresenta a deslocalizagdo dos elétrons para o grupo amida®*.
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Figura 22: Deslocalizagdo dos elétrons do nitrogénio no sistema C-O-N.

Rahman e colaboradores, 2005%, investigaram a estereoquimica de
acilidrazonas de cadeia longa. De acordo com os resultados, os compostos existem
como conférmeros sin-,anti-periplanar e a proporgao entre ele varia com a mudanca
de solvente, indicando que os duas formas sao estaveis, as quais estdo em equilibrio
dependendo da polaridade do solvente.

A confirmacado de que os sinais duplicados no espectro correspondem a
conformeros sin-,anti-periplanar, nos levou a questionar o porqué esse fato foi
observado apenas para o composto 5d com o substituinte cloro na posicédo orto a
cadeia lateral.

A literatura relata que o efeito estérico do substituinte em orto no anel aromatico
tem importancia significativa na energia dos rotdmeros. De acordo com a Figura 23, o
efeito do substituinte em orto dificulta a coplanarizagao dos elétrons do sistema
aromatico com a carbonila, levando a uma menor estabilizacdo e um aumento da

energia do estado de transigdo e consequentemente uma alta barreira rotacional®?.

a) m b) ]

Cl

RVN\N ~-
HY) H°Q

0

o C :

Figura 23: Estabilizagcdo dos estados de transi¢do para os rotameros da ligagdo amida
a) composto &d, substituinte em orto dificulta a coplanarizagdo dos elétrons m com a
carbonila; b) composto 5b, estabilizagdo do estado de transicdo pelos elétrons 1T

aromatico.
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Utilizamos nesse trabalho os recursos da modelagem molecular para
estudarmos as propriedades estruturais do composto 5d a fim de obtermos dados

sobre os conférmeros, estabilidade, calculos de orbitais de energia e cargas atdmicas.

3.3. Estudos de Modelagem Molecular para o composto 5d 2-cloro-N'-(8-(3-

hidroxifenil)octilideno)benzohidrazida

Nos calculos de modelagem computacional para obtermos a estrutura de uma
molécula, podemos utilizar a mecanica molecular, através das leis da fisica classica
(sistema massa-molar) para gerar estruturas e propriedades; ou os métodos baseados
em leis da mecanica quantica, que fornecem as propriedades moleculares através da
resolucdo da equacao de Schroedinger. Utilizamos nesse trabalho os métodos
quanticos, visto que estes possuem uma maior precisdo em seus calculos, quando
comparados com os métodos classicos.

A mecanica molecular quantica nos fornece, através de equacdes matematicas,
informagdes sobre o comportamento das moléculas, os nucleos dos atomos e a
distribuicao dos elétrons. Ou seja, os calculos envolvem fungdes de onda associadas
aos elétrons e aos nucleos atdbmicos. Algumas equacgdes da mecanica quantica ainda
carecem de solugdes analiticas, ndo sendo resolvidas de uma forma exata. Por isso, o
campo da modelagem computacional € baseado em métodos aproximados®’.

Podemos destacar um dos métodos que tem sido muito utilizado na mecénica
quantica, o ab initio, cujo palavra deriva do latim “desde o inicio”. Esse método é usado
para calculos que envolvem diretamente os principios tedricos, sem a inclusao de dados
experimentais. O método ab initio, baseado na teoria de Hartree-Fock (HF), é utilizado
para otimizar a geometria molecular, no qual a repulsao dos elétrons € levada em
conta, o calculo de HF é considerado variacional em decorréncia das energias
calculadas serem iguais ou maiores que o valor exato da energia®8.

O método Hartree-Fock resolve a equagédo de Schroedinger através de calculos
que consideram como base principal a forma com que os elétrons sao tratados, ou
seja, um elétron sente a presenga do outro como sendo um potencial médio, desta
forma as interagcbes entre ambos sao calculadas até que as energias de interagéo
sejam constantes e estejam em equilibrio, ndo ocorrendo variagdo. A equagao de
Schrodinger foi interpretada por Slater em 1951, com o método Hartree-Fock, no qual
considerou a somatéria dos varios potenciais médios das interagdes eletrbnicas
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somando-se a contribuigao da interagao elétron-nucleo e elétron-elétron, de forma que
a fungdo de onda é descrita como um produto antissimétrico de spin®. Desta forma
no calculo Hartree-Fock, a fungao é utilizada para calcular uma energia e um conjunto
de coeficientes orbitais.

No programa Spartan'14, o método Hartree-Fock, possui fungbes bases
disponiveis como 3-21G, 6-31+G*, 6-31G* e STO-3G. De uma forma mais didatica e
sem perder a originalidade, podemos representar tais fungdes bases como X-YZ+G*,
onde o primeiro termo representado por X indica o numero de gaussianas primitivas,
compreendendo cada fungao de base do nucleo, o segundo e terceiro termo, ou seja,
Y e Z determinam os orbitais de valéncia e o ultimo termo G, refere-se a base
composta (Gaussian-type orbital) e as adigdes de fungdes difusas sao representadas
pela adigdo do sinal de + e/ou ++ (GTO, Gaussian-type orbital)®®7°. O asterisco (*)
significa adigdo de fungéo de polarizagdo nos atomos.

Na primeira fase da modelagem molecular, utilizando recursos do software
Spartan' 14, construimos a estrutura da molécula alvo no estudo, o composto 5d (2-
cloro-N'-(8-(3-hidroxifenil)octilideno)benzohidrazida), conforme representado na
Figura 24. A partir da construgdo da molécula (1° passo), selecionamos o método do
calculo, a fim de obtermos as informacgdes relacionadas aos parametros fisicos e
quimicos da mesma (2° passo). Para a realizag&o dos calculos, devemos escolher as
funcdes bases adequadas que possua 0s parametros para o atomo selecionado.
Nesse estudo foram utilizados o método de Hartree-Fock e fungao base 3-21G. Apds
a selecao foi realizada a otimizagao da molécula, na qual os calculos foram realizados

por um algoritmo até atingir convergéncia.
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2-Passo 3-Passo
1°Passo
Escolher o Método e a funciio base Analise dos parimetros
Desenhar a Molécula e
: oo seup

ST0-3G

Er @ Measure Distance
Hartree-Fock 6-31G* & Measure Angle
Density Functional 6-316™ @ Measure Dihedral
Maller Plesset 6-31+G"
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L /4 SetTorsions
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Align

Figura 24: Diagrama ilustrando os passos que devem ser realizados para a
otimizagdo uma molécula.

A otimizacdo da geometria molecular € uma técnica que visa a encontrar um
conjunto de coordenadas no qual a energia potencial do sistema seja minima. O
procedimento basico consiste em encontrar essas coordenadas sobre a superficie de
potencial no qual a energia decresce, de maneira que o sistema é conduzido a energia
minima local. Apos a otimizagado, a configuracéo final de uma molécula difere muito
da inicial. A partir desse ponto, passamos para o 3° passo, que consiste na analise de
parametros, na qual procedemos para analisar os comprimentos de ligagdes, cargas
atbmicas, orbitais moleculares de fronteira HOMO e LUMO, dentre outros.

Em decorréncia do elevado numero de graus de liberdade de algumas
moléculas, uma exploracdo completa da superficie multidimensional da energia
potencial é praticamente impossivel. Uma maneira de explorar tal superficie seria pela
minimizacédo da energia potencial molecular, através de pesquisas conformacionais,
que podem ser realizadas através de métodos classicos ou quanticos disponiveis nos
programas computacionais. Varias propriedades moleculares tais como as estruturas
geométricas, cargas atdbmicas, barreiras de rotagdes internas, momentos dipolares,
numero de ondas vibracionais, amplitudes médias de vibragbes, funcdes
termodinamicas e entalpias de formagéo, podem ser calculados depois de obtermos
a otimizagédo da molécula estudada’.

Todas as simulagdes foram obtidas utilizando o software Spartan’14, método
de Hartre Fock e fungdes bases 3-21G. A energia de otimizagao ou energia potencial
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minima obtida apds a convergéncia foi de Eqp = 1519.838 a.u (atomic units). A Figura

25 mostra a estrutura otimizada para o composto 5d.

Figura 25: Estrutura otimizada do composto 5d, (E)-2-cloro-N'-(8-(3-

hidroxifenil)octilideno)benzohidrazida através do método HF, e fungdes de ondas 3-
21G. Onde: C-Carbono (cinza); N-Nitrogénio (azul); CI-Cloro (verde); O-Oxigénio

(vermelho), H-Hidrogénio (branco)

Apesar da estrutura do composto 5d estar otimizada, € prudente
compararmos 0s nossos resultados computacionais obtidos, com os resultados
experimentais descritos na literatura. A Tabela 5 mostra o comprimento de ligagdes
da estrutura obtida comparada com os resultados experimentais da literatura obtidos
através de técnicas de difracdo de raios-X e Néutrons. Para o comprimento das
ligacbes C-H os resultados computacionais do composto 5d sdo proximos dos
resultados experimentais. As distadncias entre os outros atomos, também estao
proximas ou dentro dos intervalos experimentais. Desta forma, a nossa estrutura
otimizada possui parametros proximos de resultados experimentais obtidos por
difragcao de raios-X e Néutrons.
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Tabela 5: Comprimentos de ligagdes obtidas para o composto 5d (E)-2-cloro-N'-(8-(3-

hidroxifenil)octilideno)benzohidrazida comparadas com resultados experimentais

descritos na literatura.

Comprimento das ligagdes (A)

Comprimento das ligacdes (A)

Ligagao
para o composto 5d otimizado de acordo com a literatura™

C-H 1.072 1.077

C-C (anel) 1.381-1.389 -

C=C (anel) 1.381-1.382 -
C-C 1.504 1.506
C-O 1.377 1.384
O-H 0.964 0.9
Cc=0 1.217 1.279-1.316
C-Cl 1.744 1.734-1.739
C-N 1.359 1.336-1.353
N-N 1.416 1.414-1454
C=N 1.265 1.279-1.316

A energia de um conféormero varia em funcdo do angulo diedro, que

compreende valores entre 0 a 180°C (Figura 26). Podemos variar o angulo diedro e

observar o comportamento da energia em fungéo da variagédo de N-N-C-C, ou seja,

independente do conférmeros, todos possuem o mesmo minimo de energia em

comum. Para a molécula em estudo, observamos um minimo de energia de -2,56 KJ

mol-! ocorrendo para 160°, que provavelmente corresponde ao conférmero anti (figura

27) e um maximo de energia de 30,22 KJ mol-! para um angulo de 40° correspondente

ao conférmero sin, de acordo com o grafico representado na Figura 26.
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Figura 26: Variacdo de energia dos conférmeros do composto 5d, (E)-2-cloro-N'-(8-
(3-hidroxifenil)octilideno) benzohidrazida em funcdo do éngulo diedro N2-N4-C15-C1.

OH

OH

(E) H” NN

HN
Anti

- 2,56 kJ mol™ 0 cl
Sin
30,22 kJ mol”’
Figura 27: Conférmeros Sin-Anti- para o composto 5d (E)-2-cloro-N"-(8-(3-

hidroxifenil)octilideno)benzohidrazida, com os valores de energia tedrica.

Foram realizados célculos de energia de optimizagéo, ou energia minima para
o composto 5b e 5d, e os calculos mostram que o composto 5d apresenta maior
energia com -1509.7888 au e, portanto, € menos estavel quando comparado ao
composto 5b (-1509.7937 a.u.) com atomo de cloro na posigéo para a carbonila.

Além dos estudos de energia, a modelagem molecular nos permite realizar
estudos sobre a estrutura eletrénica de uma molécula, através da utilizagdo do modelo
de combinacao de orbitais moleculares, no qual os seus orbitais eletrébnicos podem

ser representados por combinagdes lineares dos orbitais atbmicos de cada atomo da
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respectiva molécula. Contribuicbes mais efetivas provém dos orbitais atdmicos
similares, em decorréncia que os mesmos possuem energias proximas’3. Podemos
citar como exemplo, a sobreposigao de dois orbitais atdmicos 1s para a molécula Hz
(Figura 28), na qual resulta na formacao de dois orbitais moleculares, o o H-H ligante
e 0 0* H-H antiligante. Os orbitais atbmicos superpdem-se construtivamente, ou seja,
na regiao entre eles ocorre um aumento de densidade da carga negativa, que acarreta
na diminuigdo local da energia potencial, levando a formacao do orbital molecular o
H-H ligante’s.

Né
) €
S——
, 7@ — W .
]_SA s ’ A ~ ISB
et — E =
- N . W Energia
S D=t W, 7 atébmica
—

Figura 28: Diagrama ilustrativo da formagao dos orbitais moleculares o e o *, a partir

da interagdo dos orbitais atbmicos 1s, da molécula Ho.

Devido a essa interacao, os elétrons de um orbital molecular ¢ H-H, envolvido
na formacado de uma ligagdo quimica, estdo em uma regido de energia potencial
menor que aquela correspondente aos orbitais atdbmicos. Neste caso, para faze-los
retornar aos orbitais 1s dos atomos isolados, € necessario acrescentarmos
energia’>"4,

Por outro lado, o segundo orbital molecular é resultante de uma sobreposigao
nao construtiva, com um plano nodal. Se houvesse algum elétron neste orbital, a
populacdo reduzida de elétrons entre os nucleos levaria a repulsdo entre eles,
aumentando a energia potencial local®*. Esse orbital € chamado de orbital anti-ligante
o0* H-H, onde o * simboliza o orbital anti-ligante.

Os orbitais mais importantes em relacédo a reatividade das moleculas sao: o
Orbital molecular ocupado de mais alta energia — HOMO, do inglés “Highest Occupied

Molecular Orbital” e o Orbital molécular desocupado de menor energia —-LUMO, do
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inglés “Lowest Unoccupied Molecular Orbital”. Estes sdo chamados orbitais de
fronteira. Tais niveis de energia possuem grande papel na descrigdo das propriedades
eletrdnicas de moléculas. Assim, a formacgao dos estados de transicdo em reagdes se
deve a interacdo entre os orbitais de fronteira HOMO e LUMO das espécies
reagentes®473,

A energia de HOMO é uma grandeza que caracteriza a suscetibilidade da
molécula reagir com eletréfilos. Ja a energia do LUMO esta relacionada a afinidade
eletrbnica, e caracteriza a suscetibilidade ao ataque por nucledfilos. Ou seja, os
orbitais ocupados (especialmente os HOMOs) de uma molécula interagem com os
orbitais desocupados (especialmente os LUMOSs) de outra molécula, causando uma
atragéo entre as moléculas®. Desta forma, a lacuna entre HOMO e LUMO pode ser
um indicador de estabilidade quimica. Uma vez que uma grande diferenca entre o
HOMO e LUMO significa que a molécula tem alta estabilidade, ou baixa reatividade
em reacdes quimicas.

Os graficos representados nas figuras 29 e 30 correspondem ao HOMO e
LUMO, orbitais moleculares de fronteira do composto 5d (E)-2-cloro-N'-(8-(3
hidroxifenil)octilideno)benzohidrazida. Podemos observar que a porg¢do fendlica
corresponde ao HOMO da modlecula e o nucleo aromatico da porgdo hidrazona
corresponde ao LUMO.

Podemos obter através dos calculos computacionais, o valor das cargas
atdbmicas de cada atomo que compdem a molécula. Vamos abordar as propriedades
moleculares como a analise de populacdo de Mullikem, Natural e Eletrostatico, que
fornecem a carga de cada atomo, ou seja, a partir dos resultados desses métodos
podemos saber quando os atomos que compdem uma molécula apresentam excesso

ou deficiéncia de carga.
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Figura 29: Orbitais moleculares do composto 5bd, (E)-2-cloro-N'-(8-(3
hidroxifenil)octilideno) benzohidrazida obtida no vacuo LUMO (2.6 eV) e (3.2 eV).

Figura 30: Orbitais moleculares do composto 56d, (E)-2-cloro-N-(8-(3
hidroxifenil)octilideno) benzohidrazida obtida no vacuo HOMO (-8.6 eV) e (-9.2 eV).
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A Figura 31 apresenta os calculos de cargas atdmicas utilizando os trés
meétodos. Estes calculos, embora muitas vezes n&o haja coincidéncia de valores, sdo
utilizados para interpretar varios resultados experimentais. As cargas positivas
indicam deficiéncia de elétrons em um atomo, e as cargas negativas representam o
excesso de elétrons e sdo dadas em unidades de elétrons. As cargas atémicas obtidas

através dos calculos tedricos correspondem ao esperado para a molécula.

Atomic Charges:
Electrostatic Mulliken Natural

1 N2 H -0.477 -0.340 -0.284
2 Cc2e H +0.423 +0.107 +0.05%
3 c27 H -0.el0 -0.485 -0.507
4 H34 H +0.172 +0.222 +0.239
3 H3T H +0.187 +0.242 +0.249
6 C28 H -0.012 -0.405 -0.4495
7 H39 H +0.077 +0.218 +0.234
8 H40 H +0.061 +0.211 +0.22%
5 c29 H -0.020 -0.403 -0.449
10 H38 H +0.065 +0.203 +0.225
11 H41l H +0.067 +0.205 +0.22¢
12 c30 H -0.428 -0.403 -0.448
13 H43 H +0.124 +0.205 +0.22¢
14 H44 H +0.128 +0.206 +0.227
15 C31 H -0.0%0 -0.410 -0.451
16 H4Z H +0.077 +0.203 +0.225
17 H45 H +0.074 +0.202 +0.224
18 c32 H +0.063 -0.387 -0.441
19 H47 H +0.062 +0.212 +0.230
20 H48 H +0.060 +0.21¢6 +0.232
21 cCe H -0.e53 -0.428 -0.455
22 H3 H +0.153 +0.21¢6 +0.235
23 HE H +0.18¢ +0.221 +0.238
24 7 H +0.451 -0.033 +0.000
23 C9 H -0.4%¢ -0.262 -0.31¢
26 C11 H -0.464 -0.253 -0.282
27 C10 H -0.717 -0.279 -0.342
28 c13 H +0.707 +0.350 +0.36%
29 Cl4 H +0.005 -0.215 -0.1%¢
30 HS H +0.209 +0.231 +0.237
31 HE H +0.251 +0.224 +0.231
32 H10 H +0.150 +0.243 +0.242
33 H18 H +0.100 +0.259 +0.239
34 C135 H +0.613 +0.858 +0.782
33 03 H -0.553 -0.6el17 -0.e30
36 N4 H -0.205 -0.721 -0.588
37 H1S H +0.262 +0.353 +0.440
38 c1 H -0.142 -0.137 -0.172
39 C4 H -0.081 -0.223 -0.211
40 C2 H +0.118 -0.175 -0.034
41 C3 H -0.0e2 -0.208 -0.209
42 C5 H -0.235 -0.235 -0.23%
43 C8 H -0.208 -0.204 -0.240
44 H1 H +0.132 +0.268 +0.255
43 H4 H +0.180 +0.258 +0.250
46 HT H +0.175 +0.275 +0.263
47 H1Z2 H +0.152 +0.261 +0.251
48 H2 H +0.234 +0.260 +0.255
49 01 H -0.742 -0.747 -0.704
30 HS H +0.479 +0.352 +0.470
51 Cl1 H -0.088 +0.083 +0.027

Figura 31: Cargas atébmicas (u.a.) obtidas utilizando os métodos Eletrostaticos,
Mullikem e Natural. A partir da simulagdo computacional do composto &d, (E)-2-cloro-
N'-(8-(3 hidroxifenil)octilideno) benzohidrazida, utilizando o método HF e fungcéo bases

3,21-G.
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3.3. Sintese de hidrazonas

As hidrazonas foram obtidas com procedimento semelhante ao realizado para
as N-acilidrazonas, a partir da reacdo de condensagao com o composto 3 com as
hidrazinas 6 a-e correspondentes, as quais diferem apenas na porgdo aromatica (4-
fluorfenil, 4-clorofenil, 4-bromofenil, 2-clorofenil e 2-nitrofenil), conforme apresentado

no Esquema 5.

H
OH R/N\NH2 OH

0 Hidrazinas 6 a-e
> NS

MeOH, refluxo, 3-4h N

OO O
6a 6b 6c
A2 .

cl NO,

Esquema 6: Reacédo de condensacédo para obtencéo das hidrazonas de 7 a-e

H

No espectro de RMN 'H do composto 7e (Figura 23) (A23, paginas 89),
observamos sinais duplicados correspondentes ao NH, com singletos em 10,57 e
10,76 ppm, respectivamente, indicando a formacgao de isébmeros E/Z. De acordo com
a literatura33, podemos inferir que a configuragdo E foi obtida em maior proporgao,
aproximadamente 3:1, o que é mais comum por apresentar menor impedimento
estérico. Foi possivel observar que os sinais correspondes aos hidrogénios H-3, H-4

e H-5 do substituinte 2-nitrofenil também se apresentam duplicados.
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Figura 32: Espectro de RMN "H do composto nitro em DMSO-ds.
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Foram encontradas dificuldades para obtencao desses derivados 7 a-e, as
reacdes apresentaram rendimentos baixos, misturas reacionais complexas, que apos
tentativa de purificagcdo por cromatografia em coluna ndo foi possivel obter os
compostos desejados, foram degradados devido principalmente a baixa estabilidade

dessas moléculas e a tendéncia de sofrer reacdes de hidrolise’®.

3.3. Sintese de 1,3,4-oxadiazois

Para a sintese dos 1,3,4-oxadiazdis foi realizado o procedimento descrito por
Oliveira e colaboradores (2013)%2, através reacdo das N-acilidrazonas com anidrido
acético e refluxo. Assim como esperado, ocorreu acetilacdo na hidroxila fendlica
durante a reacao (Esquema 7), sendo obtidos sete compostos 8 a-g inéditos na

literatura.
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Esquema 7: Reacéo para obtengdo dos oxadiazois de 8 a-g.

A pequena quantidade de massa obtida impossibilitou a realizacdo de uma
reacdo posterior para a desacetilagdo dos derivados. No entanto, outros
procedimentos poderao ser testados, visando a obtencao de melhores rendimentos e
também para impedir que ocorra a acetilagdo na hidroxila fendlica. Dentre eles,
podemos destacar a obtengao de oxadiazois segundo o procedimento desenvolvido
por Yu e Colaboradores 2013%, onde a ciclizagédo oxidativa foi alcangada através da
utilizacdo de iodo molecular, na presenca de carbonato de potassio em DMSO com
rendimento de 96%.

Todos os espectros de RMN de 'H dos compostos 8 a-g apresentaram um
padrao semelhante de sinais, variando apenas nos que correspondem a porgao
aromatica dos derivados. Foram observados sinais caracteristicos relacionados com
a estrutura proposta, como os sinais na regiao 6,21 — 6,27 ppm atribuidos ao
hidrogénio do nucleo oxadiazol, além dos simpletos correspondentes as metilas de
ambos os grupos acetil na regiao de 2,21 — 2,27 ppm e o multipleto na regido de 1,91
— 1,98 ppm para os hidrogénios diasterotépicos do grupo metileno ligado ao anel
oxadiazol. A Figura 33 apresenta o espectro de RMN de 'H para o composto 8c, com

a expanséo das regides de 6,0 — 8,0 ppm.
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Figura 33: Espectro de RMN 'H do
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2.0 ppm

2.231

composto 3-(7-(3-acetil-5-(4-bromofenil)-2, 3-
dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il) heptil)fenilacetato em MeOD-d4.

Nao foram observados sinais em 11,37-11,51 ppm para o hidrogénio ligado

ao nitrogénio (CONH) e em 7,66-7,68 ppm para os hidrogénios imino (N=CH),

indicando a formagao do nucleo oxadiazol. A atribuicdo dos sinais para os compostos

sintetizados 8 a-g sdo apresentados abaixo, os intervalos de deslocamentos indicados

na estrutura sdo correspondentes a parte comum da molécula para todos os derivados

e os sinais relativos aos diferentes substituintes aromaticos sao listados na Tabela 6

com suas respectivas multiplicidades e valores de constante de acoplamento em

Hertz.
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Tabela 6: Deslocamentos quimicos (em ppm) de RMN de 'H (300 MHz) dos
oxadiazois 8 a-g em Metanol-ds.

0]

2,22 -227 )ko

6,98 - 7,01

6,83 - 6,86

1,28 - 1,55
Al

N

2,21-2,22

=

6,21- 6,27

N

N
7,20 -7,22 /‘k
- o}
6.83-6,86 200 26 1:91-1.98 R
Derivado Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (5 em ppm)
H-2 H-3 H-4 H-5 H-6
5 E 7,86 (dd, 2 721 (m,3 7,21 (m, 3 7,86 (dd, 2
6 2 H, 3Jnn = H) H) H, 3Jkn =
3 8,95 Hz, 8,95 Hz,
K- 3JnF = 5,65 3Jur = 5,65
8a Hz) Hz)
5 c 777(d,2H, 744(d,2H, - 7,44 (d,2H, 7,77 (d, 2 H,
6 4 3JH,H = 8,73 3JH,H = 8,73 3J/I-,{,;I-,/ = 8,73 3JH,H = 8,73
2 1 3 Hz) Hz) Hz) Hz)
2
8b
5 Br /7.69(d,2H, 789(d,2H, - 759(d,2H, 7,69(d,2H,
6 4 3JH,H = 7,08 3JH,H = 7,08 3JH,H = 7,08 3JH,H = 7,08
571 1 3 Hz) Hz) Hz) Hz)
2
8c
5 e 7,45 (m, 1 736 (t,1H, 7,49 1H, 7,76(d, 1H,
6 4 H) Sun=758 3Jun=7,58 3Jun=7,58
L‘i 1 3 Hz) Hz) Hz)
2
Cl
8d
3 895 (s, 1 -—— 8,65 (dI, 1 7,49 (dd,1 8,18 (d, 1 H,
2 N\ 4 H) H, 3Jun = H, 3Jpn = 3Jun = 8,26
| 413Hz) 7,57 Hz, Hz)
% =5 3 = 4,89
o Hz)
8e
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Derivado Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (5 em ppm)
H-2 H-3 H-4 H-5 H-6
5 4 7,71 (sl, 1H) 6,59 (sl, 1H) 7,01 (sl, 2H) --—---
g
KN
0]
2
8f
5 4 e 7,64 (dl,1H) 7,12(m, 1H) 7,58 (dl, 1H) -----
/@ 3J,p= 4,60 3pp= 3-4.2
571 1 S 3 Hz, 4Ja,,3’z 1- Hz
2 1.5 Hz
89

Os sinais observados nos espectros de RMN de '3C corroboram as estruturas
propostas para os derivados, destacando os sinais na regiao de 92,51 — 93,40 ppm e
150,85 -166,52 ppm atribuidos aos carbonos sp® e sp? do anel oxadiazol,
respectivamente, conforme pode ser observado no espectro de RMN de '3C do
composto 8c (Figura 34). A atribui¢gdo dos sinais para os compostos sintetizados de 8

a-g sao apresentados na Tabela 7.
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Figura 34: Espectro de RMN '3C do composto 3-(7-(3-acetil-5-(4-bromofenil)-2,3-
dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il) heptil)fenilacetato em MeOD-d4.

Tabela 7: Deslocamentos quimicos (em ppm) de RMN de 3C (75 MHz) dos
oxadiazois 8 a-g em Metanol-ds.

O

)J\ms,os - 169,86
19,57 - 20,50
O

149,56 - 150,86 O
121,17 - 121,20

19,88 - 20,50

169,77 - 170,21
118,48 - 118,51
N

92,51-93,40, "N

139,71 - 144,35
128,71 - 130,93

/|Q50,85 - 166,52
125,47 - 126,84 l D l O R

22,20 - 32,94
35,14 - 35,40 28,62 - 28,86
Derivado Deslocamentos quimicos de RMN de '*C (5§ em ppm)
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

5 F 124,01 128,97 115,49 155,75 115,79 129,09
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Derivado Deslocamentos quimicos de RMN de *C (5 em ppm)
C-1 C-2 C-3 C4 C-5 C-6
5 123,10 128,03 128,83 137,54 128,83 128.03
6 4
Yy
2
8b
5 125,87 128,14 131,85 123,51 131,85 128,14
° 4
-
2
8c
5 123,35 132,95 130,47 132,95 125,48 128,73
6 4
b
Cl
8d
3 121,48 146,98 - 151,53 124,00 134,56
2 N4
| N
T
6
8e
5 4 144,36 - 146,17 114,52 111,60 -
g
N7
O
2
8f
5 4 125,70 - 130,29 127,48 130,07 -

3.4. Avaliagao da atividade antimicrobiana

Os compostos sintetizados foram avaliados quanto a sua atividade antibiética

frente a quatro cepas bacterianas padrao, as Gram-positivas Enterococcus faecalis
(NEWPO0012) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e as Gram-negativas
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Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) pelo
método de microdiluigdo em caldo’®. Os resultados de concentragdo minima inibitéria
(CMI), em pg. mL™, e sdo apresentados na Tabela 8.

O cardanol 1 e ozonideo 2 apresentaram- se moderadamente ativos com CMI
de 125 ug. mL" contra S. aureus. De acordo com a literatura, os ozonideos obtidos a
partir de Oleos vegetais, apresentam atividade antimicrobiana contra cepas Gram-
positivas e Gram-negativas, incluindo cepas multirresistentes de S. aureus com CMI
<3 ug. mL™.

As N-acilidrazonas também se mostraram moderadamente ativas contra
cepas padrdo de S. aureus, com CMI de 125 ug. mL-' para os compostos 5a-c (4-
fluorfenil, 4-clorofenil e 4-bromofenil e tiofénica). Nao foi observado o aumento da
atividade antimicrobiana relacionado ao nucleo oxadiazol, sendo moderadamente

ativo apenas o derivado 4-clorofenil 8b (Tabela 8).

Tabela 8: Valores de Concentragdo Minima Inibitéria - CMI (ug. mL') para os

compostos sintetizados frente a 4 cepas bacterianas.

Concentragao Minima Inibitéria — CMI (ug. mL"")

Composto E.faecalis S. aureus E.coli P. aeruginosa
NEWP0012 ATCC 25923 ATCC 25922 ATCC 27853
1 >256 125 >256 >256
2 >256 125 >256 >256
3 >256 >256 >256 >256
5a >256 125 >256. >256
5b >256 125 >256 >256
5c >256 125 >256 >256
5d >256 >256 >256 >256
5e >256 >256 >256 >256
5f >256 >256 >256 >256
59 >256 125 >256 >256
8a >256 >256 >256 >256
8b >256 125 >256 >256
8c >256 >256 >256 >256
8d >256 >256 >256 >256
8e >256 >256 >256 >256
8f >256 >256 125 >256
89 >256 >256 125 >256
Gentamicina 125 3 62 62
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Para microrganismos Gram-negativos, como a E.coli, apenas os oxadiazois
8f-g apresentaram CMI de 125 pug. mL"'. Nenhum dos compostos sintetizados foram
ativos contra cepas de E. faecalis e P. aeruginosa nas concentracdes testadas.

A classe de compostos hidrazonas e oxadiazdis tem sido amplamente
avaliados por suas variadas e interessantes propriedades biologicas, o que mostra
que as classes selecionadas para este estudo sdo de interesse farmacoldgico e
devem continuar sendo investigadas para fins de atividade antibi6tica. Nesse contexto

os compostos sintetizados foram também avaliados para atividade antituberculose.

3.5. Atividade Antituberculose

As micobactérias s&o patdégenos problematicos principalmente porque
apresentam resisténcia aos antibioticos e agentes quimioterapéuticos mais comuns.
O Micobacterium tuberculosis € susceptivel apenas a aminoglicosidos (por exemplo,
estreptomicina), rifamicinas (por exemplo, rifampicina) e as fluoroquinolonas entre
agentes quimioterapéuticos gerais. O M. tuberculosis contém uma camada externa
rica em lipidios incomuns, entre bactérias Gram-positivas que contém acido micalico.
Esta camada unica e rica em lipidios representa uma barreira para o acesso dos
antibidticos’”.

Devido a alta lipofilicidade dos derivados sintetizados, a realizagdo dos
ensaios de atividade antituberculose se mostrava muito promissora. Como o envelope
celular das células micobacterianas é formado por grande quantidade de lipideos,
compostos mais lipofilicos conseguem atravessar a parede celular com mais facilidade
levando a eficacia antimicobacteriana’®.

Os ensaios de atividade antituberculose contra cepas de Micobacterium
tuberculosis H37Rv ATCC 27294 foram realizados em colaboragdo com o Prof. Dr.
Fernando Pavan e a mestranda Débora Leite Campos no Laboratério de
Micobacteriologia “Prof Hugo David” da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas na
Universidade Estadual Paulista - UNESP — Araraquara/SP.

Os compostos 5f e 5g foram ativos contra as cepas micobacterianas quando
comparados aos outros compostos testados, com CMloo de 11,998 e 3,879 ug. mL",
respectivamente. O composto 5g foi considerado promissor por apresentar atividade

antimicrobiana com CMIlgo menor que pg. mL™' (Tabela 9).
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Tabela 9: Valores de CMIlgo (ug. mL-') para os compostos obtidos frente a 3 cepas
bacterianas.

Composto Concentragao Minima Inibitéria 90 —
CMilgo (ug/mL)
M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294

1 (cardanol) >25
2 (Cardanol ozonizado) >25
3 (Aldeido) >25
5a (4-fluor) >25
5b (4-cloro) >25
5c (4-bromo) >25
5d (2-cloro) >25
5e (nicotinica) >25
5f (furdica) 11,998 (£ 4,7)
59 (tiofénica) 3,879 (£ 1,2)
8a (4-fluor) >25
8b (4-cloro) >25
8c (4-bromo) >25
8d (2-cloro) >25
8e (nicotinica) >25
8f (furdica) >25
8g (tiofénica) >25
Rifampicina 0,13

O composto 5g, que apresentou excelente resultado de atividade
antituberculose, contém na sua estrutura o nucleo tiofénico. O nucleo de tiofénico tem
desempenhado um papel importante no desenvolvimento de novos farmacos, tais
como antivirais, anticancerigenos, antibacterianos, antifungicos e anti-inflamatérios.
Um dos trabalhos publicados na literatura explorou o potencial de derivados de tiofeno
como novos agentes antituberculose, apresentando compostos ativos com CMI 8,5 a
9,0 mM. contra M. tuberculosis H37Rv (ATTC27294) e, além disso, baixa toxicidade
contra hepatécitos humanos HepG2, evidenciando o potencial dos derivados

contendo nucleo tiofeno”®.

3.6. Atividade larvicida contra Aedes aegypti

Com base nos dados da literatura apontando um excelente potencial larvicida
apresentado pelos componentes do LCC, foram realizados ensaios de atividade
larvicida em larvas de Aedes aegypti com todos os compostos sintetizados. Os
ensaios foram realizados nas concentracbes de 200, 100, 50 e 25 ppm dos

compostos, larvas no 4t instar, utilizando como padrao positivo a rotenona e DMSO
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como controle, onde ndo foram encontrados individuos mortos. Os valores de DLso e
DLgo estao apresentados na Tabela 10.

A organizagao mundial de saude nao especifica critérios para classificagdo do
potencial larvicida de novos agentes, no entanto autores consideram valores de dose
letal que elimina 50% da populag¢ao (DLso) como critério para a atividade. Compostos
que apresentam valores de DLso <50 mg.L™! (ppm) s&o considerados muito ativos, 50
< DLso < 100 mg.L™" (ppm) sdo considerados ativos, 100 < DLso < 750 mg.L-! (ppm)
moderadamente ativos e DLso > 750 mg.L™" (ppm) inativos®°.

Com base nos critérios estabelecidos na literatura, os bioensaios de atividade
larvicida mostraram que o composto 1, o cardanol foi muito ativo com DLso de 20,22
ug. mL' (ppm), conforme previamente relatado”-'®. Os compostos 2 e 3 foram
considerados ativos, com DLso de 57,94 e 56,93 ug. mL™" (ppm), respectivamente. E
dentre os 17 compostos avaliados, 7 foram considerados inativos com DLso > 750 ug.
mL-" (ppm) (Tabela 10).

Tabela 10: Valores de Dose Letal (DLso € DLgg) em ug. mL-" (ppm) para larvas no 4t

instar apos 24 horas de exposi¢ao.

Composto DLso DLogo Coeficiente de
determinacéao
R2
1 20,22 43,97 0,85
2 57,94 162,04 0,82
3 56,93 203,01 0,81
5a 295,72 1578,71 0,85
5b 423,54 2908,60 0,57
5¢ 192,67 1842,06 0,46
5d 832,61 12932,1 0,87
5e 435,82 26683,55 0,65
5f 4973,95 1222447,0 0,26
5¢g 5209,4 253063,6 0,79
8a 5652,9 548931,0 0,67
8b 300,17 612,37 0,0001
8c 2437,11 5051,42 0,80
8d 5659,9 548931,0 0,67
8e 558,73 5223,73 0,72
8f 1420,05 53147,14 0,54
8g 325,80 1591,47 0,75
Rotenona 23,24 79,88 1
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Foi possivel observar que as modificacdes estruturais realizadas na estrutura
do cardanol ndo demonstraram aumento da atividade larvicida. Alguns compostos
mostram-se promissores para o controle dos mosquitos vetores, no entanto, estudos
adicionais de toxicidade e seus efeitos em outros organismos sdo necessarios antes

do desenvolvimento da formulagéo inseticida.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Materiais e Equipamentos utilizados

Os solventes utilizados foram de grau P.A., das marcas Vetec, Dinamica,
Merck, Quimex e Synth. Os reagentes e meios de cultura utilizados foram da marca
Sigma-Aldrich. As cromatografias em coluna foram realizadas utilizando-se silica gel
(70-230) mesh em proporgdes 1:50 ou 1:75 (g de amostra para g de silica), utilizando
misturas de hexano: acetato de etila como eluente. As cromatografias em camada
delgada (CCD) foram desenvolvidas em cromatofolhas de silica gel sobre aluminio
(Merck), utilizando como eluente misturas de hexano: acetato de etila em varias
proporcdes. Para a revelagao quimica das substancias, as placas foram pulverizadas
com p-anisaldeido/ acido sulfurico ou vanilina/acido sulfurico com aquecimento.

O cardanol foi obtido através da destilagao sobre pressao reduzida do LCC
técnico'. O LCC técnico utilizado foi gentilmente cedido pela industria Cardol.

As massas de todos reagentes e produtos foram devidamente determinados
em balangas analiticas da Bell Engeneering.

Os experimentos de RMN foram realizados em um espectrdmetro da marca
BRUKER, com campo magnético de 7,05 Tesla, modelo DPX300 de 300 MHz para a
frequéncia do hidrogénio e 75 MHz para o carbono, utilizando o sinal dos hidrogénios
residuais do solvente deuterado ou sinal do TMS como referéncia. Os parametros
utilizados para aquisicao e processamento estao relacionados nos espectros de RMN
em anexo.

O ozdbnio foi gerado por um ozonizador da marca Ozone & Life, com fluxo de
75 mg L' O3/0z2. O ponto de fusdo dos compostos foi realizado em triplicata utilizando
0 equipamento da marca Uniscience do Brasil, modelo UNI498.

Para eclosao dos ovos e o ensaio de atividade larvicida, foi utilizada uma

camara de germinagao, da marca Tecnal, modelo TE-402.

4.2. Procedimento para obtencio do aldeido 3 a partir do cardanol'®

O cardanol 1 (10 g, 34 mmol) em acetato de etila (200 mL), a -78°C foi
borbulhado com mistura de gas O3/02 durante 4 horas. Apos este periodo, o solvente
foi evaporado utilizando um evaporador rotatério para obtencdo de 6leo castanho

claro. Ao cardanol ozonizado foram adicionados acido acético glacial (100 mL) e zinco
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em po (1,0 g) e a mistura foi agitada a temperatura ambiente overnight. A mistura foi
filtrada para remog&o do zinco e, em seguida, o acido acético e os aldeidos volateis
foram removidos a vacuo. O produto foi lavado com solugéo de bicarbonato de sodio
a 2% (50 mL), seco com sulfato de sédio anidro, e o solvente removido a vacuo. O
produto foi purificado por cromatografia em coluna utilizando como eluente
hexano:acetato de etila em gradiente de polaridade para obteng&o de um 6leo amarelo

palido.

8-(3-hidroxifenil)octanal (3): Oleo amarelo (60% de rendimento); RMN de 'H (300
MHz, CDClIs): 6 9,71 (t, 1H, -COH, 3Jyn= 1,71 Hz ), 7,09 (t, 1H, 3Jxnx= 8,71 Hz), 6,71
(s, 1H), 6,66 (t, 2H, 3Jn,H= 6,5 Hz), 2,51 (t, 2H, 3JuH =7,77 Hz), 2,39 (td, 2H, 3JxH =
7,29 Hz, 3Jux= 1,70 Hz); 1,58 (m, 4H), 1,28 (m, 6H). RMN de "3C (75 MHz, DMSO-
ds): 204,21; 158,21; 155,85; 144,62; 129,34; 120,59; 115,42; 112,66; 43,85; 35,74;
31,14; 29,13; 22,47 (A3-A5, pagina 57-58).

4.3. Procedimento para obtencio de N-acilidrazonas?®

Para a obtencao das acilidrazonas 5a-g, foram adicionados em um baldo de
fundo redondo 1 mmol do aldeido 8-(3-hidroxifenil)octanal 3, 1 mmol da hidrazida
correspondente 4 a-g, e 10 mL etanol P.A. As reag¢des foram acompanhadas por
cromatografia em camada delgada (CCD). A mistura foi submetida a refluxo até o
consumo total dos reagentes*6. Apds o término das reagdes, o solvente foi removido
com o auxilio de um rotaevaporador e os produtos obtidos foram pesados e
devidamente armazenados em ambiente fresco e ao abrigo da luz. Todos os
compostos obtidos foram submetidos as andlises de RMN 'H e '3C, utilizando-se

dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) como solvente.

(E)-4-fluoro-N"-(8-(3-hidroxifenil)octilideno)benzohidrazida (5a): Sdlido amarelo
palido. P.F: 61-65 °C; RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds): & 11,37 (s, 1H, NH), 9,15 (s,
1H, OH), 7,87 (dd, 2H, 3Jn,n= 8,46 Hz, 3Jxr= 5,92 Hz, H-2/H-6), 7,68 (t, 1H, N=CH-Ar,
3JuH= 5,37 Hz), 7,28 (t, 2H, 3JuH= 8,46, 3JnF= 8,46 Hz, H-3/H-5), 6,99 (t, 1H, 3Jnnx=
7,62 Hz), 6,52 (t, 3H, sJnn= 8,46 Hz), 2,42 (t, 2H, 3Jn,H=7,18 HZ), 2,20 (q, 2H, 3JHH =
5,84 Hz); 1,45 (m, 4H), 1,26 (m, 6H). RMN de '3C (75 MHz, DMSO-ds): 162,21; 157,68;
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152,96; 144,14; 130,68; 130.56; 129,52; 119,36; 115,92; 115,58; 113,00, 56,48; 35,57;
32,40; 31,27; 29,08; 29,01; 26,47; 18,99. (A6 e A7, pagina 58 e 59)

(E)-4-cloro-N'-(8-(3-hidroxifenil)octilideno)benzohidrazida (5b): Sdélido amarelo
palido. P.F: 122-123 °C; RMN de 'H (300 MHz, DMSO-de): & 11,42 (s, 1H, NH), 9,15
(s, 1H, OH), 7,82 (d, 2H, 3Jx,H= 8,37 Hz, H-2/H-6), 7,68 (t, TH, N=CH-Ar, 3Jun= 5,46
Hz), 7,52 (d, 2H, 3Juw= 8,37 Hz, H-3/H-5), 6,99 (t, 1H, 3JnH= 7,53 Hz), 6,52 (t, 3H,
3JuH=8,37 Hz), 2,42 (t, 2H, 3Jn.H=7,54 Hz), 2,20 (q, 2H, 3JH,H=5,99 HZ); 1,51 (m, 4H),
1,26 (m, 6H). RMN de '3C (75 MHz, DMSO-de): 162,18; 157,67; 153,27; 144,15;
136,79; 129,87; 129,53; 128,92; 119,38; 115,58; 113,00; 35,58; 32,40; 31,28; 29,09;
29,01; 26,45 (A8 e A9, pagina 59 e 60).

(E)-4-bromo-N'-(8-(3-hidroxifenil)octilideno)benzohidrazida (5c): Sdlido amarelo
palido. P.F: 133-134 °C; RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds): 5 11,43 (s, 1H, NH), 9,15
(s, 1H, OH), 7,66 (t, 1H, N=CH-Ar), 7,74 (d, 2H, 3Jnx= 8,48 Hz, H-2/H-6), 7,66 (d, 2H,
3JH,H= 8,48 Hz, H-3/H-5), 7,03 (t, 1H, 3Jun= 7,61 Hz), 6,52 (t, 3H, J=8,78 Hz), 2,43 (t,
2H, 3JnH=7,28 Hz), 2,20 (q, 2H, 3Jn+=6,71 Hz); 1,51 (m, 4H), 1,26 (m, 6H). RMN de
13C (75 MHz, DMSO-ds): 162,24; 157,68; 153.24; 144,15; 133,10; 131,86; 130,07;
129,54;125,70; 119,37; 115,58; 113,00; 35,58; 32,42; 31,29; 29,10; 29,03; 26,46. (A10
e A11, pagina 60 e 61).

(E)-2-cloro-N'~(8-(3-hidroxifenil) octilideno)benzohidrazida (5d): Oleo amarelo.
RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds): & 11,44 (s, 1H, NH), 11,41 (s, 1H, NH), 9,15 (s, 1H,
OH), 7,30-7,57 (m,4H), 7,00 (t, 2H, 3Jux= 7,79 Hz), 6,53 (m, 3H), 2,41 (t, 2H, 3JxH
=8,19 Hz), 2,19 (q, 2H, 3JxH = 7,37 Hz); 1,45 (m, 4H), 1,26 (m, 6H). RMN de "3C (75
MHz, DMSO-ds): 168, 52; 162,50; 157,68; 153.00; 149,10; 144,15; 136,79; 135,92;
131,60; 131,31; 130,75; 130,58; 130,09; 129,95; 129,81; 129,62; 129,29; 128,82;
127,63; 127,48; 127,19; 119,36; 115,58; 113,00; 35,58; 32,38; 31,73; 31,26; 29,08;
29,00; 28,71; 26,31; 26,02; 18,99. (A12 e A3, pagina 61 e 62).

(E)-N'-(8-(3-hidroxifenil)octalideno)nicotinahidrazida (5e): Solido amarelo palido.
Degradagao a partir de 106°C; RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds): 5 11,51 (s, 1H, NH),
9,13 (s, 1H, OH), 8,95 (sl, 1H, H-2), 8,68 (dI, 1H, 3JyHx= 4,39 Hz, H-4), 8,13 (d, 1H,
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3Ju,H= 7,84 Hz, H-6), 7,68 (t, 1H, N=CH-Ar, 3Jy,x= 5,20 Hz), 7,48 (dd, 1H, 3Jn,x= 7,84,
3JuH= 5,10 Hz H-5), 6,99 (t, 1H, 3Jnn =7,42 Hz), 6,52 (t, 3H, 3Jyn=8,77 Hz), 2,43
(t, 2H, 3JnH =7,47 Hz), 2,22 (q, 2H, 3Jn+= 6,09 Hz); 1,47 (m, 4H), 1,27 (m, 6H). RMN
de 3C (75 MHz, DMSO-ds): 162,68; 157,68; 153,59; 148,90; 144,14; 135,75; 129,52;
123,95; 119,37; 115,58; 118,07; 113,01, 35,57; 32,39; 31,26; 29,01; 26,41 (A14 e A15,
pagina 62 e 63).

(E)-N'-(8-(3-hidroxifenil)octalideno)furano-2-carbohidrazida (5f): Sélido amarelo
palido. P.F: 133-134 °C; RMN de 'H (300 MHz, DMSO-de): & 11,35 (s, 1H, NH), 9,17
(s, 1H, OH), 7,84 (s, 1H, H3), 7,67 (sl, 1H, N=CH-Ar), 7,16 (sl, 1H, H5), 6,99 (t, 1H,
sJuH= 8,23 Hz), 6,61 (sl, 1H, H4), 6,52 (m, 3H), 2,42 (t, 2H, 3Jn,x=7,10 Hz), 2,19 (q,
2H, 3JuH = 6,22 Hz); 1,45 (m, 4H), 1,25 (m, 6H). RMN de "3C (75 MHz, DMSO-ds):
158,47;146,78; 144,96; 130,34; 120,19; 116,38; 113, 81; 113,20; 36,38; 33,19; 32,08;
29,88; 29,82. (A16 e A17, pagina 63 e 64).

N'-(8-(3-hidroxifenil) octalideno)tiofeno-2-carbohidrazida (5g): Sodlido amarelo
palido (A18 e A19, pagina 64 e 65).

4.4. Procedimento para obtencao das hidrazonas?®'

Para a obtencao das hidrazonas 7a-e, foram adicionados em um balao de fundo
redondo 1 mmol do aldeido 8-(3-hidroxifenil)octanal 3, 1 mmol da hidrazina
correspondente 6 a-g, e 10 mL etanol P.A%'. As reagdes foram acompanhadas por
cromatografia em camada delgada (CCD). Apds o término das reagdes, o solvente foi
removido com o auxilio de um rotaevaporador. Os produtos foram purificados por
cromatografia em coluna utilizando como eluente hexano: acetato de etila em
gradiente de polaridade, no entanto sofreram degradacao durante o processo de

purificacao.

4.5. Procedimento para obtencao de 1,3,4 oxadiazéis

Para a obtencao do oxadiazol, pesou-se 50 mg da acilidrazona correspondente
5a-g e adicionou-se 1 mL de anidrido acético. A mistura foi mantida a 50°C por até 1
hora. Depois a mistura foi resfriada até a temperatura ambiente e realizou-se o work-

up da reagao, adicionando, vagarosamente, o conteudo do baldo em um béquer
62



Procedimento Experimental

contendo 25 mL de agua gelada sob constante agitacdo durante 30 min para
decomposicdo do excesso de Ac20%2. Apos a filtragdo, o produto foi purificado por
cromatografia em coluna utilizando como eluente hexano: acetato de etila em
gradiente de polaridade.

Os produtos obtidos foram pesados e devidamente armazenados em ambiente
fresco e ao abrigo da luz. Todos os compostos obtidos foram submetidos as analises

de RMN de 'H e '3C, utilizando-se metanol-d4 como solvente.

3-(7-(3-acetil-5-(4-fluorofenil)-2,3-dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il)heptil)fenilacetato
(8a): Oleo incolor, (44% de rendimento); RMN de "H (300 MHz, MeOD-d4): & 7,86 (dd,
2H, 3JnH= 8,95, 3Jn,F= 5,65 Hz, H-2/H-6), 7,21 (m, 3H, H-3/H-5/H-5’), 6,99 (d, 1H, 3Jx,H
= 7,55 Hz), 6,84 (d, 2H, 3Jy,H= 8,05 Hz), 6,99 (d, 1H, 3Jn,H= 7,55 Hz), 6,25 (sl, 1H),
2,56 (t, 2H, 3Jn,n=7,52 Hz), 2,26 (s, 3H), 2,22 (s, 3 H); 1,91 (m, 2H) 1,51 (m, 2H), 1,30
(m, 8H). RMN de "3C (75 MHz, DMSO-ds): 170,21; 169,86; 148,78; 166,62; 150,85;
144,34; 129,10; 128,97; 128,71; 125,48; 121,18; 118,49; 115,49; 93,01; 35,12; 32,62;
30,90; 28,84; 28,67; 28,60; 22,14; 19,87; 19,54 (A21 e A22, pagina 66).

3-(7-(3-acetil-5-(4-clorofenil)-2,3-dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il)heptil)fenilacetato
(8b): Oleo incolor, (58% de rendimento); RMN de 'H (300 MHz, MeOD-d4): & 7,77 (d,
2H, 3Jun= 8,73 Hz, H-2/H-6), 7,44 (d, 2H, 3Jnn= 8,73 Hz, H-3/H-5), 7,20 (m, 1H), 6,99
(t, 1H, 3dnn="7,48 Hz), 6,84 (m, 3H), 6,48 (m, 3H), 6,23 (sl, 1H), 2,53 (t, 2H, 3JH,»=7,81
Hz), 2,25 (s, 3H), 2,21 (s, 3 H) ; 1,91 (m, 2H), 1,54 (m, 4H), 1,28 (m, 6H). RMN de *C
(75 MHz, DMSO-ds): 169,81; 168,22; 155,56; 150,86; 144,32; 137,55; 128,83; 128,74;
128,04; 125,48; 123,11; 121,19; 119,30; 118,51; 114,84; 112,13; 98,50; 35,16; 32,66;
30,89; 29,10; 28,86; 28,68; 24, 40; 22,19; 19,95; 19,61 (A23 e A24, pagina 66).

3-(7-(3-acetil-5-(4-bromofenil)-2,3-dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il)heptil)fenilacetato

(8¢): Oleo incolor. (50% de rendimento); RMN de 'H (300 MHz, MeOD-da4): & 7,69 (d,
2H, 3Jy,H= 7,08 Hz, H-2/H-6), 7,59 (d, 2H, 3Jyn= 7,08 Hz, H-3/H-5), 7,21 (t, 1H, 3Jn,n =
7,49 Hz), 6,98 (d, 1H, 3Jn,n= 7,49 Hz), 6,83 (m, 3H), 6,23 (sl, 1H), 2,53 (t, 2H, 3JHH
=7,48 Hz), 2,25 (s, 3H), 2,21 (s, 3 H) ; 1,95 (m, 2H) 1,53 (m, 2H), 1,27 (m, 8H). RMN
de 3C (75 MHz, DMSO-ds): 169,82; 168,25; 155,65; 150,86; 144,32; 132,28; 131,85;
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128,74; 128,15; 125,87; 125,48; 123,52; 121,18; 118,51; 93,16; 35,15; 32,66; 30,87;
28,85; 28,68; 28,62, 22,20; 19,96; 19,62 (A25 e A26, pagina 68).

3-(7-(3-acetil-5-(2-clorofenil)-2,3-dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il)heptil)fenilacetato
(8d): Oleo incolor. (69% de rendimento); RMN de 'H (300 MHz, MeOD-d4): & 7,76 (d,
1H, 3JnH= 7,58 Hz, H-6), 7,49 (t 1H, 3Jnxn= 7,58 Hz, H-5), 7,45 (m, 1H, H-3), 7,36 (t
1H, 3Jun= 7,58 Hz, H-4), 7,21 (t, 1H, 3Jun= 7,62 Hz), 6,98 (d, 1H, 3Jun= 7,17 Hz),
6,85 (m, 2H), 6,22 (sl, 1H), 2,56 (t, 2H, 3JnHn =6,75 Hz), 2,25 (s, 3H), 2,21 (s, 3 H) ;
1,94 (m, 2H) 1,54 (m, 2H), 1,28 (m, 8H). RMN de "*C (75 MHz, DMSO-ds): 169,80;
168,44; 154,62; 150,86; 144,33; 132,95; 132,25; 130,94; 130,48; 128,73; 126,85;
125,49; 123,36; 121,20; 118,52, 92,51; 35,17; 32,69; 30,90; 29,07; 28,86; 28,67;
24,40; 22,30 (A27 e A28, pagina 69).

3-(7-(3-acetil-5-(piridin-3-il)-2,3-dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il)heptil)fenilacetato
(8e): Oleo incolor. (66% de rendimento); RMN de 'H (300 MHz, MeOD-d4): & 8,95 (s,
1H, H-2), 8,65 (dl, 1H, 3JxHx= 4,13 Hz, H-4), 8,18 (d, 1H, 3JyH = 8,26 Hz, H-6), 7,49
(dd, 1H, 3du,H= 7,57 Hz, 3Jnn= 4,89 Hz, H-5), 7,21 (t, 1H, 3Jnn= 7,73 Hz), 6,98 (d, 1H,
3JuH= 7,53 Hz), 6,85 (m, 2H), 6,27 (m, 1H), 2,53 (t, 2H, 3Jnn=7,73 Hz), 2,27 (s, 3H),
2,21 (s, 3 H); 1,98 (m, 2H) 1,54 (m, 2H), 1,28 (m, 8H). RMN de *C (75 MHz, DMSO-
ds): 169,78; 168,39; 154,13; 151,53; 150,87; 146,98; 144,31; 136,10; 135,90; 134,57;
128,74; 125,48; 124,00; 121,49; 121,21; 118,53; 93,41; 35,14; 32,71; 30,87; 28,85;
28,69; 28,63; 22,21; 20,01; 19,63 (A29 e A30, pagina 70).

3-(7-(3-acetil-5-(furan-2-il)-2,3-dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il)heptil)fenilacetato (8f):
Oleo incolor. (54% de rendimento); RMN de 'H (300 MHz, MeOD-d4): & 7,71 (sl, 1H,
H-3), 7,21 (t, 1H, 3Jn,n= 7,30 Hz), 7,01 (sl, 2H, H-5), 6,59 (sl, 1H, H-4), 6,86 (sl, 2H),
6,21 (sl, 1H), 2,56 (sl, 1H), 2,22 (s, 6H), 1,94 (m, 2H), 1,56 (sl, 2H), 1,30 (sl, 8H). RMN
de 3C (75 MHz, DMSO-de): 169,87; 168,27; 150,86; 149,57; 146,17; 144,36; 139,71;
128,72; 125,49; 121,19; 118,49; 114,52; 111,61; 92,67; 35,13; 32,56; 30,89; 28,83;
28,65; 28,60; 22,09; 19,86; 19,55 (A31 e A32, pagina 71).

3-(7-(3-acetil-5-(tiofen-2-il)-2,3-dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il)heptil)fenilacetato
(89): Oleo incolor. (50% de rendimento); RMN de "H (300 MHz, MeOD-d4): & 7,64 (dI,

64



Procedimento Experimental

1H, 3JnH= 4,60 Hz, H-3), 7,58 (sl, 1H, H-5), 7,12 (m, 1H, H-4), 7,22 (t, 1H, 3JnH =7,42
Hz), 6,99 (d, 1H, 3Ju+ =7,83 Hz), 6,85 (sl, 2H), 6,22 (sl, 1H), 2,55 (t, 2H, 3JH,H =6,90
Hz), 2,22 (s, 6H), 1,95 (m, 2H), 1,55 (sl, 2H), 1,29 (sl, 8H). RMN de '3C (75 MHz,
DMSO-ds): 169,83; 168,03; 153,01; 150,86; 144,35; 130,29; 130,07; 128,72; 127,65;
125,70, 125,48; 121,18; 118,49; 93,01; 35,14; 32,59; 30,87; 28,83; 28,66; 28,61;
22,13; 19,88; 19,57 (A33 e A34, pagina 72).

4.6. Metodologia Computacional: Método Hartree-Fock

Os estudos de modelagem computacional foram realizados com a
colaboracao do Prof. Dr. Valter Aragdo do Nascimento da Faculdade de Medicina —
FAMED/UFMS. Embora existam varios softwares disponiveis, o Software utilizado
nesse trabalho foi o Spartan'14, disponivel para Windows e Linux. Este Software foi
adquirido com recursos préprios do grupo de pesquisa do Prof. Valter, sendo que o
mesmo possui uma interface grafica, composta por médulos de acesso. Possui em
seu banco de dados, a teoria do orbital molecular, teoria funcional densidade (DFT),
métodos ab initio (Hartree-Fock), semi-empirico, € mecanica molecular, também
conhecida como método de campos de forgca. Desta forma, em decorréncia de possuir
varios recursos, este software permite modelar moléculas organicas e inorganicas,
organometalicas e polipeptideos.

Para otimizarmos uma molécula no Software Spartan'14 e obtermos os seus
valores geométricos como distancias, angulos e cargas atdbmicas, utilizou-se a
sequéncia de execucdo: a) Desenhamos a estrutura quimica da molécula em um
modulo e; b) Na sequéncia escolhnemos o modulo para a realizagao dos calculos, que
pode ser o método semi-empirico, Hartree Fock, entre outros; c) Apds otimizagao
geometria, ou de equilibrio, coletamos os parametros geométricos utilizando recursos
do software.

Todas as simulacdes foram obtidas utilizando o software Spartan’14, método

de Hartre Fock e fungdes bases 3-21G.

4.7. Avaliagao da atividade antibidtica

A atividade antibidtica foi avaliada frente a quatro cepas bacterianas padrao,
as gram-positivas Enterococcus faecalis (NEWP0012) e Staphylococcus aureus

(ATCC 25923) e as gram-negativas Escherichia coli (ATCC 25922) e P. aeruginosa
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(ATCC 27853), cedidas pelo Laboratério de Bacteriologia do Nucleo de Analises
Clinicas/ Hospital Universitario — UFMS. Os ensaios foram realizados no Instituto de
Quimica da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, através do método de
microdiluigdo em caldo, segundo o método estabelecido pelo NCCLS (2003)22.
Placas de 96 pocos foram preparadas colocando-se 100 uL de caldo Mueller-
Hinton em cada po¢o. 100 yL de uma solucdo de cada composto, preparada
inicialmente na concentragdo de 1 mg. mL™" foi adicionada ao primeiro pogo. Ento,
100 uL deste pogo foram transferidos para o segundo e sucessivas diluigdes 1:2, com
volume final de 100 pL em cada poco. O inéculo foi preparado a partir de uma cultura
bacteriana de 24 horas em agar Mueller-Hinton, e uma solu¢gdo de concentragao
aproximada 108 CFU. mL"' foi preparada em solugdo salina estéril 0,45%, e
posteriormente diluida 1/10 em solugao salina estéril, sendo 5 pL (concentracgéo final
de 10* CFU. mL") foram adicionados em cada pogo. Todos os testes foram realizados
em ftriplicata e as placas foram incubadas a 36°C por 18 horas. Apds este periodo 20
ML de uma solugédo aquosa (0.5 %) de cloreto de trifenil tetrazolio (TTC) foram
adicionados a cada pogo e as placas foram incubadas novamente a 36°C por 2 horas.
Nos pogos onde o crescimento bacteriano ocorreu, houve uma mudanga de coloragao,
de incolor para vermelho. A CMI foi definida como a menor concentragdo de cada

substancia onde nao ocorreu mudanca de coloragdo da solugao’®.

4.7. Avaliacao da atividade antituberculose

Os ensaios de atividade antituberculose foram realizados em colaboragao
com o Prof. Dr. Fernando Pavan e a mestranda Débora Leite Campos no Laboratério
de Micobacteriologia “Prof Hugo David” da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas na
Universidade Estadual Paulista - UNESP — Araraquara/SP.

A atividade contra cepas de Mycobacterium tuberculosis dos compostos
sintetizados foi determinada através do método de Resaurina Microtiter Assay (REMA)
de acordo com Palomino et al. 200283, As solugdes estoque dos compostos testados
foram preparadas em dimetil-sulfoxido (DMSO) e depois diluidas em caldo
Middlebrook 7H9 (Difco, Detroit, Ml, EUA) suplementado com &acido oleico, albumina,
dextrose e catalase (enriquecimento OADC - BBL / Becton-Dickinson, Detroit, MI,
EUA) utilizando um Precision XS (Biotek Instruments, Inc, EUA) para obter uma gama

de concentragbes de farmaco final de 0,09-25 ug. mL-'. Uma suspensédo de M.
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tuberculosis H37Rv ATCC 27294 foi cultivada em caldo Middlebrook 7H9
suplementado com OADC e 0,05% de Tween 80. A cultura foi mantida a -80 ° C em
aliquotas. Apds dois dias, determinou-se a CFU/ mL da aliquota. A concentracéao foi
ajustada para 5 x 10° CFU. mL""! e adicionaram-se 100 yL do inéculo a cada pogo de
uma microplaca de 96 pogos juntamente com 100 yL dos compostos. As amostras
foram colocadas em ftriplicata. Incubou-se a placa durante 7 dias a 37 °C. Apds 24 h,
adicionou-se 30 pL de resazurina a 0,01% (solubilizada em agua). A fluorescéncia dos
pocos foi lida apds 24 h utilizando uma Cytation 3 (Biotek Instruments, Inc, U.S.A.). O
MICgo foi definido como a concentragdo mais baixa resultando numa inibicao de 90%

do crescimento de M. tuberculosis.

4.8. Avaliacao da atividade larvicida

A fim de determinar a atividade larvicida dos compostos sintetizados, utilizou-
se o protocolo da World Health Organization (1981)%, empregando algumas
modificagdes. Os ensaios foram realizados no Instituto de Quimica da Universidade
Federal do Mato Grosso do Sul. Para a obtencao de larvas de Aedes aegypti no 4t
instar, os ovos foram colocados num recipiente de plastico contendo 1000 mL de agua
sem cloro, seguindo-se a incubagdo em uma camera de germinagao, durante 24 — 48
horas, a uma temperatura controlada de 27 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas. Os
ensaios foram realizados em triplicata utilizando 10 larvas para cada replicata. Foram
preparadas solugdes de amostra contendo 10 mg. mL-' em DMSO, utilizando 200, 50
e 25 uL de solugdo em cada ensaio, a fim de obter concentragdes finais de 200,100,
50 e 25 ug.mL-", respectivamente. As larvas foram colocadas em tubos contendo 10
mL de agua, seguido pela adicdo da amostra. Como controle negativo foi utilizado
DMSO. A atividade larvicida foi observada apés 24 h através da contagem do numero
de larvas mortas em cada amostra; as larvas moribundas e aquelas incapazes de
atingir a superficie da agua quando perturbadas foram consideradas mortas®. Como
controle positivo foi usado a Rotenona.

Utilizou-se o método Probitos de analise para obtencao dos valores de CLsoe

os seus respectivos Coeficiente de determinagao linear R2.

67



Consideragbes Finais

5. CONSIDERAGOES FINAIS

Nesse trabalho foram sintetizadas sete N-acilidrazonas (5 a-g) a partir da
reacao das hidrazidas aromaticas (4-fluorfenil, 4-clorofenil, 4-bromofenil, 2-clorofenil,
nicotinica, tiofénica e furdica) e 8-(3-hidroxifenil)octanal, com rendimentos
quantitativos. Todas as N-acilidrazonas foram obtidas com estereoquimica E e sem
mistura de conformeros, com exceg¢ao do composto 5d, onde foi observado mistura
de conformeros sin-,anti-periplanar, devido ao efeito do substituinte cloro na posicao
orto. Foram realizados também estudos e calculos tedricos de energia dos
conformeros para o composto 5d utilizando os recursos da modelagem molecular.

Foram encontradas dificuldades para a obtengcdo das hidrazonas (7-a-e), a
partir da reagdo das hidrazinas aromaticas (2-nitrofenil, 4-bromofenil, 4-fluorfenil, 4
bromofenil e 2-clorofenil) e 8-(3-hidroxifenil)octanal, devido a instabilidade quimica e
facilidade de sofrer reagdes de hidrolise.

A partir da reagao entre as N-acilhidrazonas (5 a-g) e anidrido acético foram
sintetizados, sete 1,3,4-oxadiazois (8a-e), com rendimentos moderados.

Os compostos sintetizados foram avaliados quanto a sua atividade antibidtica
frente a quatro cepas bacterianas padrao, as Gram-positivas E. faecalis (NEWP0012)
e S. aureus (ATCC 25923) e as Gram-negativas E. coli (ATCC 25922) e P. aeruginosa
(ATCC 27853). As N-acilidrazonas se mostraram moderadamente ativas contra cepas
padrdo de S. aureus com CMI de 125 ug. mL-! para os compostos 4a-c (4-fluorfenil,
4-clorofenil e 4-bromofenil e tiofénica).

As N-acilidrazonas 5f e 5g foram ativas contra cepas de Micobacterium
tuberculosis H37Rv ATCC 27294, com CMIlg de 11,998 e 3,879 ug. mL™"', sendo o
composto 5g considerado promissor. Os compostos foram submetidos a ensaios de
atividade larvicida contra Aedes aegypti. Com base nos critérios estabelecidos na
literatura, os biosensaios de atividade larvicida mostraram que o cardanol foi muito
ativo com DLso de 20,22 pg. mL'. O cardanol ozonizado e o aldeido foram
considerados ativos, com DLso de 57,94 e 56,93 ug. mL™'. Dentre os 17 compostos
avaliados, 7 foram considerados inativos indicando que as modificagdes estruturais
realizadas na estrutura do cardanol ndo demonstraram aumento significante da

atividade larvicida.
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PULPROG zg -~ wwww 0w
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RG 32 \ " {1
DW 104.400 usec all M v
DE 6.00 usec A VAN \ P and A\
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== CHANNEL fl1 ==
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14.80 usec
-4.00 dB
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F2 - Processing parameters W
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WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
GB 0 ‘ |
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—| N O =) M o
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A 1: Espectro de RMN de "H do cardanol ozonizado 2 em CDCls.
Current Data Parameters © o o HMO &
NAME NATH-10 ~ [} ™~ e mn N «© THFOTO~NM T
EXPNO 3 - - R n FHY®OOS O O
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SFo2 300.1312005 MHz
F2 - Processing parameters
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WDW EM
SEB 0 T ’ T ' T T ’ T ’ T ) ' T ‘ T ’ T ' T
s 5 100 Hz 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
PC 1.40

A 2: Espectro de RMN de "3C do cardanol ozonizado 2 em CDCls.
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A 3: Espectro de RMN de "H do composto 3, 8-(3-hidroxifenil)octanal em CDCls.
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NUC2 1H
PCPD2 100.00
PL2 -4.00
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F2 - Processing parameters
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SEB 0
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A 4: Espectro de RMN de 3C do composto 3, 8-(3-hidroxifenil)octanal em CDCls.
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Current Data Parameters

NAME NRE-01
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F2 - RAcguisition Parameters
Date_ 20150929
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TDO 1
======== CHANNEL f] ==sss===
NucCl 13c
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NUC2 1H

B3 14.80 usec
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F2 - Processing parameters
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SF 75.4677299 MHz
WDW EM

55B [}
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A 5: Espectro de RMN de '3C - DEPT 135 do composto 3, 8-(3-hidroxifenil)octanal

em CDCls.
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H
hidroxifenil)octilideno)benzohidrazida em DMSO-d6.

RMN  de composto

5a,

(E)-4-fluoro-N"-(8-(3-
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TDO 1
CHANNEL f1 = -
13c
8.75 usec
-3.00 dB
75.4768036 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG (2 waltzl6
NUC2 1H
PCPD2 100.00 usec
PL2 -4.00 dB
PL12 12.59 dB
PLL3 12.83 dB
SFO2 300.1312005 MHz
F2 - Processing parameters
51 32768
SF 75.4677498 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz .
GE 0 T T T T ! T T
pC 1.40 180 160 140 120 100 80 60

Anexos

~ O~ ®dM~o0
N=NO OO
o= OO0
R R RN S ]

N
T N T
40 20 ppm

A 7: Espectro de RMN de '3C composto 5a, (E)-4-fluoro-N'-(8-(3-hidroxifenil)

octilideno)benzohidrazida em DMSO-ds.
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Current Data Parameters = e mogYRNaaLR LnsagLss
NAME NRK-03 b e a el n R Rra NN NI NI N
EXPNO 1 Lot ) . Cp
PROCNO 1 ‘ S W b I
F2 - Acquisition Parameter:
Date_ 20151014
Time 14.24 |
INSTRUM spect | ”
PROBHD 5 mm Dual 13C/ | |
PULPROG 29 vl \ﬂ” ‘
D 65536 U‘I‘ [| |
SOLVENT DMSG I (h |‘
NS 8 Y [ M
DS 0 A I "
SWH 4789.272 Hz Y BN /L i I
FIDRES 0.073078 Hz P '-" ! — '\ Y .
AQ 6.8419585 sec
RG 10202{)%} o A e o s ol e B B AN
Dw . use

7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.0 6.8 6.6 ppm
DE 6.00 use Ppm PP
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1 |
======== CHANNEL fl =======
NUC1 1H | ﬂ\
P1 14,80 use l H“
PL1 -4.00 dB | | ‘ I l INH
SFO1 300.1320409 MH: - W N A
F2 - Processing parameters
ST 65536 T T T T T B AR AR R T [T T
SF 300.1300121 MH: 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppn
WDW EM I I L L UL
55B 0 0 8 AABYAEA S ANAN
LB 0.30 Hz @ Tl oo - | O o oy
GB 0 @ < N A 1S9
PC 1.00 =1 - o ©f || = | ol =

A 8: Espectro de RMN de 'H do composto 5b,
hidroxifenil)octalideno)benzohidrazida em DMSO-ds.

(E)-4-cloro-N'-(8-(3-
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NAME NRK-03
EXPNO 33
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20151118

Time 17.05
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13¢C/
PULPROG zgpg30

D 32768
SOLVENT DMSO

NS 925

Ds 2

SWH 18832,393 Hz
FIDRES 0.574719 Hz
AQ 0.8699904 sec
RG 7298.2

DW 26.550 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K

Dl 0.15000001 sec
dil 0.02000000 sec
DELTA 0.05000000 sec
TDO 1
mssss=== CHANNEL fl ss=ss===
NUC1 3ac

Pl 8.75 usec
PLL =3.00 dB
SFOl 75.4768036 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG[2 waltzl6

NUC2 1H
PCPD2 100,00 usec
PL2 -4.00 dB
PL12 12.59 dB
PLL3 12.83 dB
SFO2 300.1312005 MHz
F2 - Processing parameters
ST 32768

SF 75.4677498 MHz
WDW EM

S5B 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40 T

A 9: Espectro: Espectro de RMN de '3C do composto

180

—162.18
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160
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-129.87
129.53
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5b, (E)-4-cloro-N'-(8-(3-

hidroxifenil)octalideno)benzohidrazida em DMSO-ds.
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Current Data Parameters = « r-rrru_rw‘k\omf}w mﬁ\]Ns\lN?‘{u\]ﬂ\‘c\“'w_"ﬁl-—{

NAME NRK-02 € VNS Y,

EXPNO 1 il 1 ) =~ 7 T

FPROCHNO 1

F2 - Acquisition Parameters ~ & @ © .

Date_ 20150929 oM @ N o R

Time 7.35 B~ 0w o i

INSTRUM spect [l [l w [

PROBED 5 mm Dual 13¢/ | ‘ | | e

PULPROG zqg L

D 65536 b

SOLVENT DMSO

NS 8

D& 0 |

SWH 4789.272 Hz ” 1

FIDRES 0.073078 Hz It

AQ 6.8419585 sec H‘ |

RG 574.7 y | |

oW 104.400 usec il I

DE 6.00 usec N i

TE 300.0 K SV [V

Dl 1.00000000 sec . - e Vi et SN

DO 1

CHANNEL f1 . . | . o

—— 10 7.7 pem 7.0 ppm 6.6 6.5 ppm

Pl 14.80 usec

PL1 ~4,00 dB

SFO1 300.1320409 MHz

F2 - Processing parameters

51 65536 | l

8F 300.1300121 MHz P

WDW EM Jll\ ll¢ ". I A

SSB 0 il JU

LB 0,30 Hz

g? 0 1.00 RS LARRARRAL | ASARRAN T | RARAASAR ARAARARL IRAEARMARM T | RARAARAR BB T | RARARMANY LARASARR T

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

| | (LI I
(] =) ooy [ [ (] |
o | | 0| Ll ! o O O
o o~ oo |- |~ = 0 o
= - P ._i‘ ™ B

A 10: Espectro de RMN de "H do composto 5c, (E)-4-bromo-N'-(8-(3-hidroxifenil)
octalideno)benzohidrazida em DMSO-de.
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FOS NV O ©D

Current Data Paramsters NPeN AH®oneMmno o m
NAME NRK-02 C PR i B @
EXPNO 3 R R I B I e I R R oo
PROCNO 1 N Ty
F2 - Requisition Paramsters ! I ) L A
Date_ 20151006
Time 9.24
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT DM3O
NS 889
Ds 2
SWH 18832.393 Hz
FIDRES 0.574719 Hz
AQ 0.8699904 sec
RG 13004
Dw 26.550 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
Dl 0.15000001 sec
dll 0.03000000 sec
DELTA 0.05000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NuCl 13c
Pl 8.75 usec
PL1 -3.00 dB
SFOL 75.4768036 MHz
======== CHANNEL f2 ==s======
CPDERG[2 waltzlé
NUC2 1H
PCPD2 100.00 usec
PL2 -4.00 dB
PL12 12.59 dB
PL13 12.83 dB
S5FQ2 300.1312005 MHz
F2 - Processing parameters
ST 3 L]
SF 75.4677498 MHz
WowW EM
SEB Q
LB 1.00 Hz
GB 0 , ‘ ‘ . —
PC 1.40

180 160 140 120 100 80 60

~40.25
Vr39.97

Anexos

AN D NN DM
LN O
N N -]
MMM Mo MmN N
[N I )
=W T

T ! T " I

40 20 ppm

A 11: Espectro de RMN de 3C do composto 5¢, (E)-4-bromo-N'-(8-(3-hidroxifenil)

octalideno)benzohidrazide em DMSO-d.

12 11 10

Current Data Parameters
NRE-02

GRADIENT CHAI
GPNAM[1] STNE
GP21

F2 - Processing parameters

409
300,1300034 MHz

INE 10

1,40

11

300.129997
STNE

9 MHz

12

) 2= LTIV FVTTVITIN FEUVTITIN FEUTDTIUTN FUTITUUTT FOTEUTRUTE FPTOTEVN FOVTUTITIN INUUUTRTIN FUUTRTTIN FOVITTEUIN FOTTUTTTN FETOTTTTI

A 12: Mapa de correlagbes homonuclear "H-'"H, gCOSY do composto 5c¢, (E)-4-

bromo-N'-(8-(3-hidroxifenil)octilideno) benzohidrazida DMSO-ds.
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A 13: Mapa de correlagbes espaciais, "H-'H gNOESY do composto 5c, (E)-4-bromo-

N'-(8-(3-hidroxifenil)octilideno) benzohidrazida.

Current Data Parameters

uy -
NAME NRK-18 ARSI SRRRSR
EXPNO 1 B A A A AP AT
PROCNO 1 L, et L L
e—
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20151201
Time 10.04
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG zg
D 65536
SOLVENT DMSO
NS 8
DS 0
SWH 4789.272 Hz
FIDRES 0.073078 Hz |
AQ 6.8419585 sec P' i ’
RG 101.6 [V |
DW 104.400 usec e " i
DE 6.00 usec W, . J . "‘\5
TE 300.0 X - : S
D1 1.00000000 sec L A RARMSAAAL) Aaa e
Do 1 11.5 11.4 ppm 7.5 7.0
==sss=== CHANNEL fl ========
NUC1 1H
Pl 14,80 usec
PL1 -4.00 dB
SFO1 300.1320409 MHz
F2 - Processing parameters
ST 65536 * l
SF 300.1300121 MHz | ||
WDW EM — e L N— —d LS — —
SSB 0
LB 0.30 Hz [ T [ T I I T e
GB 0 11 10 9 8 7 6 5
PC 1.00
A 14: Espectro de RMN de 'H do composto

hidroxifenil)octalideno)benzohidrazida em DMSO-ds.

4

S

&4,

3

—

ppm

2-cloro-N"-(8-(3-

85



Current Data Parameters

NAME
EXPNO
PROCNO

NRK-18
3
1

F2 - Acquisition Parameters

Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
D
SOLVENT
NS

Ds

SWH
FIDRES
AQ

RG

DW

DE

TE

Dl

dll
DELTA
DO

NUC1
Pl
PL1
SFol

CPDPRG[2
NUC2
PCPD2
PL2

PL12
PL13
SFO2

20151201
13.03
spect

5 mm Dual 13C/
zgpg30
32768

DMSO

7522

2
18832.393
0.574719
0.8699904
6502
26.550
6.00

300.0
0.15000001
0.03000000
0.05000000

CHANNEL f1

8.75
-3.00
75.4768036

300.1312005 MHz

F2 - Processing parameters

162.507
157.687
153.007
149.103
144.151
136.799
135.920
131.603
131.310
130.753

r168.529
130.587

130.091
129.951

129.819

129,628
129.293
128.822
127.631
127.487
127.192
119.367

115,584

“113.008

Anexos

£35.588
32.383
31.734
31.265
29.083
729,000
28.718
26.314
26,021
“18.991

1|H“l

SI 32768
SF 75.46774%98 MHz
WDW EM
SSB 0 . | S
LB 1.00 Hz
GB o
BC 1.40
180 160 140 120 100 80 60 40 20  ppm
. I
A 15: Espectro de RMN de 7C do composto 5d, 2-cloro-N'-(8-(3-
hidroxifenil)octalideno)benzohidrazida em DMSO-de.
Current Data Parameters =
NAME NRK-18-CF “ s H NN
EXPNO 5 - o RIS
PROCNO 1 NN
‘ AR N
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20160914 ] 2
Time 14.03 = -
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13/
PULPROG zg
™ 65536 ‘
SOLVENT DMSO - |
NS 8 @ Ji
DS 0 ~ || \,
SWH 4789,272 Hz o 4 w
FIDRES 0.073078 Hz I l
nQ 6.8419585 sec | ﬁ \ \L ‘
RG 50.5 I U o
DW 104.400 usec | J \J (N
DE 6.00 usec
TE 300.0 K T T T T T
D1 1.00000000 sec ﬁ 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 ppm
DO 1 /. '
emm————— CHANNEL f] —=—==—== |
———————— CHANNEL f1 ========
NUC1 14 !
P1 14.80 usec "7
PL1 -4.00 dB ppm
SFO1 300.1320409 MHz |
F2 - Processing parameters J‘ ﬂh
SI 65536 JW | \ f“
SE 300.1300121 MHz ] ] N \ ﬂ\ A
558 0 =M Ju e L D ANES AUVIN RV
LB 0.30 Hz
GB 0 T T T T T T T T
pC 1.00 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
. I
A 16: Espectro de RMN de 'H do composto 5d, 2-cloro-N'-(8-(3-

hidroxifenil)octalideno)benzohidrazida em DMSO-de apds aquecimento a 60°C.
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Current Data Parameters

NAME NRK-09
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20151021
Time 14.59
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG zq

TD 65536
SOLVENT DMSO

NS 8

DS 0

SWH 4789.272 Hz
FIDRES 0.073078 Hz
AQ 6.8419585 sec
RG 362

Dw 104,400 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 1H

Pl 14.80 usec
PL1 -4.00 dB
SFOL1 300.1320409% MHz
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 300.1300121 MHz
WDW EM

SS5B 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

SN L J\

~7.69
~7.867
-7.51

w

W

U
|~
WO D
| |

a MO O WM
. -0
A @ w®© o~
! L L
(|
f
” [ -‘I“'
i Y
l i Al
| | |
|“.. | I‘ | .
I ) [ \
SN
' . e
8.8 ppm 8.2 ppm
|
|
|
| T
| .
B U | U¥
N I I
11 10 9
| L)
o | =
(=] =) | )|
(=] i O |
v—: | O] O

@
an
(=

oo

7.49
-7.4%
-7.47

%.

i

7.02
Y\-7.00
6.97
6.56
-6.53
6.50

»i

il

ppm

-3.28

~2.46
~2.43
~2.41
—2.26
2,24

,J | — AA,,J_:" I‘b)

[
-
)

I

[/

.

-2.22
-2.19
-1.47

Anexos

2

-

—

A 17: Espectro de RMN de 'H do composto 5e, (E)-N'-(8-(3-hidroxifenil)octalideno)
nicotinahidrazida em DMSO-d.

Current Data Parameters

NAME NRK-09
EXPNO 3
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20151021
Time 15.04
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG zgpg30

D 32768
SOLVENT DMSO

NS 1118

DS 2

SWH 18832.393 Hz
FIDRES 0.574719 Hz
AQ 0.8699904 sec
RG 13004

DW 26.550 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 0.15000001 sec
dll 0.03000000 sec
DELTA 0.05000000 sec
TDO 1
m=m=m=== CHANNEL fl ========
NUC1 13c

Pl 8,75 usec
PLL -3,00 dB
SFOl 75.4768036 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG (2 waltzl6

NUC2 1H
PCPD2 100.00 usec
PL2 -4.00 dB
PL12 12.59 dB
PLL3 12.83 dB
SFO2 300.1312005 MHz
F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 75.4677498 MHz
wWDpwW EM

S5B o]

LB 1.00 Hz
GE 0

PC 1.40

—157.68
—153.59
——148.9%0
T 144.14
—135.75

T ’ T
180

160

T
140

—129.52
—123.95
—119.37
—115.58

T
120

-113.01

T
100

80

T
60

-35.57

T
40

32.39
——31.26

29.01
-26.41

T
20

ppm

A 18: Espectro de RMN de 3C do composto 5e, (E)-N'-(8-(3-hidroxifenil)octalideno)
nicotinahidrazida em DMSO-de.
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Anexos

l‘I-f:l ™~ O NN NN N o N~ M~ W

™ ~ =0 H DO AN N O o ® N

. - [s=IVe s e e R« SRR e Ty | NN

a o FE RS0 e e INENE N
Current Data Parameters N ‘w:‘ P ‘:‘. ;‘I \
NAME NRK-14R
EXPNO 11
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20160810
Time 16.38
INSTRUM spect ”
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG zg |
TD 65536 |
SOLVENT DMSO ‘
NS 8 ‘
DS 0 ||
SWH 4789,272 Hz
FIDRES 0.073078 Hz I ‘M
AQ 6.8419585 sec | ! i
RG 128 . |
oW 104,400 usec I o ‘.
DE 6.00 usec AN AN \
TE 300.0 K e B - EE—
D1 1.00000000 sec T T T T T T T T
DO 1 8.0 7.8 6 7.4 7.2 T.0 6.8 6.6 ppm
= == CHANNEL fl =
NUC1 1H
Pl 14.80 usec
PL1 -4.00 dB
SFol 300.1320409 MHz ‘
F2 - Processing parameters | |
SI 65536 | | |‘"‘
SF 300.1300121 MHz ' L q‘ I | \"H

\
ggg 0 o I\‘ I JUI\_,—JI[JLJJ [S— —y \._.,/l U Lu_f-Jl ! M
LB 0.30 Hz
GB 0 B B M BN A RN RARARARARY RARARARAS T T A A T
pc 1.00 12 11 10 9 8 7 6 5 q 3 2 1 ppm
. ]
A 19: Espectro de RMN de 'H do composto 5f (E)-N'-(8-(3-

hidroxifenil)octalideno)furano-2-carbohidrazida em DMSO-d.

Current Data Parameters

NAME NRK-14R
EXPNO 3
FROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20160810
Time 15.08
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG z2gpg30

jys) 32768
SOLVENT MeOD

NS 1247

Ds 2

SWH 18832.393 Hz
FIDRES 0.574719 Hz
AQ 0.8699904 sec
RG 14596.5

bW 26.550 usec
DE 6,00 usec
TE 300.0 K
Dl 0.15000001 sec
dll 0.03000000 sec
DELTA 0.05000000 sec
DO 1
=sssss== CHANNEL f]l =sssssa=
NUCl 13¢

Pl 8.50 usec
PL1 -3.00 dB
SFOl 75.4768036 MHz
CPDPRG[2

Nuc2

PCPD2

PL2

PL12

PL13

SFO2

F2 - Processing parameters
5L

SF 75.4677498 MHz
WDW EM

SEB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40 T ! T ! T

220 200

A 20: Espectro de RMN de

~41.79

A 00O N DO ©O N

NMO=TNOM O D0

HHH O OO 0OWwmN O

R R B W B BN

] D
e e e

~ 0w TODAO
@ m; M Hm o~
©® wd ocowmm
e N R ]
H o oHH HAH A
] N
f | \
| E— (I S ———
180 160 140 120 100 80

3C do composto 5f,

octalideno)furano-2-carbohidrazida em DMSO-ds.

60 40 20

ppm

(E)-N'-(8-(3-hidroxifenil)
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Anexos

® o w e O OO HmN oW
oM ~ M= 0o d o W o
L3 - A~ O~ L = N
Current Data Parameters oo o CE Sl e PRSI -
NAME NRK-15R V) L)) ] [ [
EXPNO 11 i AN B | [
PROCNC 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20160810 l
Time 16.43 |
INSTRUM spect “
PROBHD 5 mm Dual 13c¢/
PULPROG zg ||
D 65536
SOLVENT DMSO A A mh
s 8 A A [
DS 0 A \ i J [
SWH 4789.272 Hz e A S —
FIDRES 0.,073078 Hz L T T L
AQ 6.8419585 sec 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 ppm
RG 128
DW 104.400 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec ll
TDO 1 ‘
1
======== CHANNEL fl ======== Ul
NUCl 1H |
Pl 14.80 usec | \
PL1 -4.00 dB
SFO1 300.1320409 MHz ' .m‘l LY ‘
L
F2 - Processing parameters 11.5 ppm | \
ST 65536 | ‘
SF 300.1300121 MHz ! I
WowW EM ‘ ‘ / | Iy i
SS8B 0 I I
LB 0.30 Hz A ‘ J'\-‘IWU'L/\_JFJ\_J\___—,_J N UV 1\._._.“,_“
GB 0
BC 1.00 L RN ALY ALY LALLAAAN MR T T 4 MARAaAaa Lstasa T T I
12 11 10 g 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

A 21: Espectro de RMN de "H do composto 5g, N'-(8-(3-hidroxifenil) octalideno)tiofeno-
2-carbohidrazida em DMSO-d.

Curzent Data Parameters CURIAERRESEMAE curodwemamesan

NAME NRK-15 . WU N~ ANSFONTOO

EXPNO 3 ~ WO O DDD NN M
R e I I B I R R COOOO 0NN OO N

PROCNO 1 Hed A A A A A A A A A B R R R R N R R N
AR IR ] h oL )

F2 - Aequisition Parameters e NN =y | =

Date_ 20151125

Time 9.28

INSTRUM spect

PROBHD 5 mm Dual 13C/

PULPROG zgpg30

TD 32768

SOLVENT DMSO

NS 5823

Ds 2

SWH 18832.393 Hz

FIDRES 0.574719 Hz

AQ 0.8699904 sec

RG 13004

DwW 26.550 usec

DE 6.00 usec

TE 300.0 K

D1 0.15000001 sec

dll 0.03000000 sec

DELTA 0.05000000 sec

TDO 1

======== CHANNEL fl ========

NUC1 13c

Pl 8.50 usec

PL1 -3.00 dB

SFOL 75.4768036 MHz

== === CHANNEL f2 ========

CPDPRG[2 waltzlé

Nucz2 1H

BCPD2 100.00 usec

PL2 -4.00 dB

PL12 12.83 dB

PL13 12.83 dB

SFO2 300.1312005 MHz

F2 - Processing parameters

SI 32768

SF 75.4677498 MHz

wow B " - whebuntste oy — WLV —

LB 1.00 Hz

GB Q

PC 1.40 T . T N T N T N T N T ’ T . T ’ T . T ’ T . T ’ T

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

A 22: Espectro de RMN de 3C do composto 5g, N'-(8-(3-hidroxifenil) octalideno)
tiofeno-2-carbohidrazida em DMSO-ds.
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Current Data Parameters
NAME NRE-38
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20160727
Time 14.52
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG zg

D 65536
SOLVENT DMSO

Ns 8

DS 0

SWH 4789.272 Hz
FIDRES 0.073078 Hz
AQ 6.8419585 sec
RG 80.5

DW 104.400 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 1H

Pl 14.80 usec
PL1 -4.00 dB
SFO1 300.1320409 MHz
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 300.1300121 MHz
WwDwW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

Anexos

PN O MO O T G O T NG DD T AD DM OB D TN T O DD D ) 0
A A e A A R A A Al IR A R A e A A A AN
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. T N N 0 s \ N N N RN AP
e e — Ve
|“
I
) [
J I \
/ A I
nn [ Il l‘." I | |
| \ H \
) FJI‘UI \ J [ ‘lnl J‘ i |r\,' “ r'LJLI‘ﬂ‘J ‘._ﬂ ‘ |
)"\.‘ \\ JERAY \_ /" \ J.‘f\,‘ AR
' T ' T T T ' T ' T ' T ! T T
8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 ppm
‘\ |
AL
11 ppm ‘
| w"“\'
Ml il
..... J)\J._ A 'lkllv"k .A,.‘ : e JUU IV
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
JL i JUML JPUL L
(0| | (o] (o] (1= = @) (@] [
| ) =) of | w| [ = = | o
0| ey o o= of o | © o= i ©
ol o - Al | o | m) | o) 10|

A 23: Espectro de RMN de '3C do composto 7e, 3-(8-(2-(2-nitrofenil)hidrazona)
octil)fenol em DMSO-ds.

Current Data Parameters

NAME NRK-31
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20160719
Time 9.41
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG zq

TD 65536
SOLVENT MeOD

NS 8

DS 0

SWH 4789,272 Hez
FIDRES 0.073078 Hz
AQ 6.8419585 sec
RG 161.3

DW 104.400 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL f]l ========
NUC1 1H

Pl 14.80 usec
PL1 -4.00 dB
srol 300.1320409 MHz
F2 - Processing parameters
i 5536

SF 300.1200121 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

BC 1.00

NOWNIMOMNAYMEW 1) 0000 DN NO© W0
TRODXNNNAORDRONN © NOONNNS DD R ®© O ©
[ el e e i il el ol =B BT = - B M NN NNNNAAAAAAA
\V4 =S -
= W —
o
\ | I.‘V{L‘
M ‘| \ .
I
Rt (| ' H
N (i | |
| | J|| i I [ |
| \ VN i \ |
| (i [ 1Al ! \
/ Moy Y\ J“rﬂ AN
~ K VAN J p—
— . | | S
7.9 ppm 7.2 7.0 ppm 6.3  ppm
||
h
Lo ML
|
SN W WAV, WL N
I AN AAMAAMAL) T T
4 3 2 1 ppm
JUY DI
(o) 1] =r| of in|
V| 8| = — O
O (N| o oy 00|
L R

A 24:Espectro de RMN de "H do composto 8a, 3-(7-(3-acetil-5-(4-fluorofenil)-2,3-
dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il) heptil)fenilacetato em Metanol-d4.
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Current Data Parameters

NAME NRK-31
EXPNO 3
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20160719
Time 9.45
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13cC/
PULPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT MeOD

NS 428

Ds 2

SWH 18832.393 Hz
FIDRES 0.574719 Hz
AQ 0.8699904 sec
RG 13004

DW 26,550 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
Dl 0.15000001 sec
dll 0.03000000 sec
DELTA 0,05000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL f]l ===ss====
NUC1 3¢

Pl 8.50 usec
PL1 -3.00 dB
SFOl 75.4768036 MHz
=mmmmsss CHANNEL 2 s=sss===
CPDPRG[2 waltzlé
NUC2 1H
BCPD2 100.00 usec
PL2 -4,00 dB
FL12 12.83 dB
PL13 12.83 dB
SFO2 300.1312005 MHz
F2 - Processing parameters
sI 32768

SF 75.4677498 MHz
WDW EM

SSB Q

LB 1.00 Hz
GB Q

PC 1.40

150.85
—144.34

129.10
-128.97
—128.71
—125.48
~—121.18

-118.4%
-115.7%
-115.49

Anexos

93.01
35.12

-32.62
-28.84

T28.67
-28.60

-22.14
-19.87

~30.90
-1%.54

180

160

140

T
120

T
100

A 25:Espectro de RMN de 3C do composto 8a,
dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il) heptil)fenilacetato em Metanol-da.

Current Data Parameters
NAME NRE-35
EXFNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20160727

Time 13.45
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG zg

TD 65536
SOLVENT MeOD

NS 8

Ds 0

SWH 4789.272 Hz
FIDRES 0.073078 Hz
AQ 6.8419585 sec
RG 57

DW 104.400 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 1H

Pl 14.80 usec
PL1 -4.00 dB
SFO1 300.1320409 MHz
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 300,1300121 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

r9.64
r7.79

(]

~

~
L

F7.46
7.43

el
™~
~

7.21

-

oo
- o
= =~

w
w
w

80 60 40 20

Ppm

3-(7-(3-acetil-5-(4-fluorofenil)-2, 3-

o

A 26: Espectro de RMN de '"H do composto 8b, 3-(7-(3-acetil-5-(4-clorofenil)-2,3-
dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il) heptil)fenilacetato em Metanol-da.
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Anexos

Current Data Parameters —

NAME NRK-35 ©

EXPNO 3 o

PROCNO 1 o
—

F2 - Regquisition Parameters -

Date_ 20160727

Time 13.59

INSTRUM spect

PROBHD 5 mm Dual 13c/

PULPROG zgpg 30

D 32768

SOLVENT MeCQD

NS 755

Ds 2

SWH 18832.393 Hz

FIDRES 0.574719 Hz

RQ 0.8699904 sec

RG 10321.3

DW 26.550 usec

DE 6.00 usec

TE 300.0 K

Dl 0.15000001 sec

dll 0,03000000 sec

DELTA 0.05000000 sec

TDO 1

======== CHANNEL fl ===

NUC1 13C

Pl 8.50 usec

PL1 -3.00 dB

SFO1 75.4768036 MHz

======== CHANNEL f2 ========

CPDPRG[2 waltzl6

Nucz 11

PCPD2 100.00 usec

PL2 -4.00 dB

PL12 12.83 dB

PL13 12.82 dB

SF02 300.1312005 MHz

F2 - Processing parameters

j2he 32768

SF 75.4677498 MHz

WDwW EM

SSB Q

LB 1.00 Hz

GB 4]

PC 1.40

T ’ ’ T ’ T ’ T ’ T ' T ’ T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

A 27: Espectro de RMN de 3C do composto 8b, 3-(7-(3-acetil-5-(4-clorofenil)-2, 3-
dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il) heptil)fenilacetato em Metanol-da.

N®WoWDS o MmN MMENMDOMOoOWASMOWRWwTo
HOAOMN A @O~ NN M NOoOOUMeHN~YnnmMmoumoar-unm
MO WNONN OO 00N M NNDONNNNOCOOOO KK
FER el de s smmancnc oo oo o oo o
Current Data Parameters - e
NAME NRK-26
EXPNO 1
PROCNO 1 s TMO WD
™~ @ W o @ = © @ m o © 0 ML oo wn
e —~ @ o ™ o ™ 3 Co0o®®®
F2 - Acquisition Parameters [ R -] o~ [ 0 w© - NN‘_‘ ﬁ ﬁ‘_“_‘
Date_ 20160224 S S PP
Time 14.09
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13c/
PULPROG zg
D 65536
SOLVENT MeCD 1 L -
N3 8
DS 0 , i N
SWH 4789.272 Hz f Y "
FIDRES 0.073078 Hz f A \_ - ~—
AQ 6.8419585 sec \ v — —
RG 80.6 B Y A N~ N
DW 104.400 usec
DE 6.00 usec | . T . T . T . T . T . ppm 2.0 ppm
TE 300.0 K 7.6 7.4 7.2 7.0 ppm
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
HANNEL f1
NUC1 1H
Pl 14.80 usec
PL1 -4.00 dB
S5F01 300.1320409% MHz [
F2 - Processing parameters
s8I 65536
SF 300.1300121 MHz “
WDW EM | | ‘ ]
55B a ] \ [P
LB 0.30 Hz A OV e W ‘-4\/‘-a N
GB 1]
BC 1.00 e e e T T T T T T T T T T T T e
1z 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 PPm
c'mm'm‘m o H\-ﬂ‘m ﬂ"l(")
IR m| |~ | = ol
ololHola o o 0| = |~ oo
PN [P e e P o 2| il | e o]

A 28: Espectro de RMN de "H do composto 8c, 3-(7-(3-acetil-5-(4-bromofenil)-2,3-
dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il) heptil)fenilacetato em Metanol-da.
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Current Data Parameters

NAME NRE-26
EXPNO 3
PROCNC 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20160224
Time 1l6.14
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG zgpg30

D 32768
SOLVENT Me0D

NS 548

DS 2

SWH 18832.393 Hz
FIDRES 0.574719 Hz
AQ 0.8699904 sec
RG 13004

DW 26.550 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
Dl 0.15000001 sec
dll 0.03000000 sec
DELTA 0.05000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ===
Nucl 13c

Pl 8.75 usec
PL1 -3.00 dB
SFOl1 75.4768036 MHz
CPDPRG[2 waltzlé
Nuc2 1H
PCPD2 100.00 usec
PL2 -4.00 dB
PL12 12.59 dB
PL13 12.83 dB
SFO2 300.1312005 MHz
F2 - Processing parameters
5T

SF 75.4677498 MHz
WDW EM
SSB 0

LB 1.00 Hz
GB o]

PC 1.40

Anexos

_-169.82
“—168.23
~155.65
-150.86
144.32
7 132.28
£131.85
-128.15
“118.51
93.16

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

A 29: Espectro de RMN de 3C do composto 8c, 3-(7-(3-acetil-5-(4-bromofenil)-2,3-
dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il) heptil)fenilacetato em Metanol-da.

Current Data Parameters

NAME NRK-37
EXPNO 1 ~
PROCNO 1 !
)
F2 - Acquisition Parameters Il
Date_ 20160727
Time 13.08
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG zg
D 65536
SOLVENT MeCD 8
NS 8 [V
Ds 0 fo
SwH 4789.272 Hz e o
FIDRES 0.073078 Hz
AQ 6.8419585 sec
RG 90.5 T T T AN L T T T SRR |
DW 104.400 usec 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 ppm
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUC1 14 |
Pl 14.80 usec R
PL1 -4.00 dB |‘
SFO1 300.1320409 MHz ‘
— T 1 |
F2 - Processing parameters I J|
sI 65536 6.2 ppm ‘ ﬁ‘ i
SF 300.1300121 MHz I ﬁ1&q I A
WDW EM AV 1 I "4 VAVAR DN )
SSB 0
LB 0.30 Hz
B 0 T T T T T T T T T
PC 1.00 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0  ppm
NI ]|
@ cof @ | o [ |
Rl R e ] | M| =1 | & O
RSN S G o
Sled e e | o o] el e £

A 30: Espectro de RMN

de 'H do composto 8d, 3-(7-(3-acetil-5-(2-clorofenil)-2,3-

dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il) heptil)fenilacetato em Metanol-ds.
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Current Data Parameters

NAME NRK-37
EXPNO 3
PROCNC 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20160727
Time 13.12
INSTRUM spesct
FROBHD 5 mm Dual 13C/
PULFPROG zgpg 30

TD 32768
SOLVENT MeOD

NS 823

DS 2

SWH 18832.393 Hz
FIDRES 0.574719 Hz
AQ 0.8699904 sec
RG 13004

DW 26.550 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
Dl 0.15000001 sec
dll 0.03000000 sec
DELTA 0.05000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUCL 13c

Pl 8.50 usec
PL1 -3.00 dB
SFO1 75.4768036 MHz
======== CHANNEL f2 ===
CPDPRG([2 waltzlé

NUC2 1H
PCPD2 100,00 usec
PL2 -4.00 dB
PL12 12.83 dB
PL13 12.83 dB
SFO2 300.1312005 MHz

F2 - Processing parameters
sI 327

SF 75.4677498 MHz

WDW EM
S55B Q

LB 1.00 Hz
GB a

PC 1.40

200
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B e e R e I I I I I I I I S Y
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Anexos

A 31: Espectro de RMN de 3C do composto 8d, 3-(7-(3-acetil-5-(2-clorofenil)-2, 3-
dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il) heptil)fenilacetato em Metanol-da.
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Current Data Parameters . P e e e e e e e e
EXENO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20160727
Time 14.17
TNSTRUM spect / \
PROBHD 5 mm Dual 13C/ /
PULPROG zg i o —
D 65536 j}‘
SOLVENT MeOD R
NS 8
gvsm 4789.272 Hz 7'4 7‘2 7‘0 I 63
FIDRES 0.073078 Hz . pEm . ppm
AQ 6.8419585 sec .
RG 40.3 I
oW 104.400 usec “ "
DE 6.00 usec | H
TE 300.0 K i IR
D1 1.00000000 sec A A
TDO 1 S N N
======== CHANNEL fl ======== ‘
NUC1 1H T T I T T
P1 14.80 usec 9.0 8.8 8.6 8.4 ppm
PL1 -4.00 dB
SFO1 300.1320409 MHz
[
F2 - Processing parameters U AJ
gé 300 1383?2? MH | ] i l“ | N i’f\
WDW ’ : -”JJ;A_JUJ\,_,_JL_\_J\ . I _,fu'\’(‘\_ﬂ [
SSB 0
LB 0.30 He T T T T T T T
gg 0 oo 10 9 8 7 6 5 4 3 2 ppm
: UL U UL INTENN
wo| (o [afweldo| o (o] 0| o [vo] o
| o | = o o o o | S | @l | oo
— o o ™M M e o | O V| | co| |
e e e [ B GRS

A 32: Espectro de RMN de "H do composto 8e, 3-(7-(3-acetil-5-(piridin-3-il)-2, 3-
dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il) heptil)fenilacetato em Metanol-da.
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Current Data Parameters

@AM M=0 Ao TOON M
M ANDOAM AN O T NN A
fciried NRK-36 SO OO D W T
EXPNO 3 FOVNNTIOMTNNNNN A @
PROCNO 1 o e e e e e o e e e O
LA, M Y )0
F2 - Acquizition Parameters nov (L
Date_ 20160727
Time 14.32
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG 2gpg30
D 32768
SOLVENT MeOD
NS 829
Ds 2
SWH 18832.393 Hz
FIDRES 0.574719 Hz
AQ 0.8699904 sec
RG 13004
DW 26,550 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
Dl 0.15000001 sec
dll 0.03000000 sec
DELTA 0.05000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUCcl 13c
Pl 8.50 usec
PL1 -3.00 dB
SFOL 75.4768036 MHz
=====s== CHANNEL f2 =ssss===
CPDPRG[2 waltzlé
Nucz2 1H
PCPD2 100.00 usec
PL2 -4.00 dB
PL12 12.83 dB
PL13 12.83 dB
S5F02 300.1312005 MHz
F2 - Processing parameters
s8I 32768
SF 75.4677498 MHz
WDW EM
S5B ]
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40 T 1 T T T
200 180 160 140 120 100

35.14

80 60

~32.71
~30.88
~28.85
T28.69

40

28.63
-22.21
-20.01
-19.63

20

Anexos

Ppm

A 33: Espectro de RMN de 3C do composto 8e, 3-(7-(3-acetil-5-(piridin-3-il)-2, 3-
dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il) heptil)fenilacetato em Metanol-da.

o NS bl o o B B B B )
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Current Data Parameters ﬂ‘ W E,ﬁ) H K]~:\.’ / ‘

NAVE NmEo3a RS VI

EXENO 1

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20160726

Time 8.00

INSTRUM spect I

PROBED 5 mm Dual 13¢/ |\ .,

PULPROG zg I I

TD 65536 I I

SOLVENT MeOD n I

NS 8 JL B RN

Ds 0 o - o

SWH 4789.272 Hz | | | | | | | | |

FIDRES 0.073078 Hz

20 6.8419585 sec 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 Ppm

RG 143.7

bW 104.400 usec

DE 6.00 usec

TE 300.0 K

Dl 1.00000000 sec

TDO 1

======== CHANNEL fl ========

NuCl 1H

Pl 14.80 usec

PL1 -4.00 dB ‘

srol 300.1320409 MHz

F2 - Processing parameters ‘ | ﬁ:

51 65536 f I

SF 300.1300121 MHz \ | [\ |

WDW ; EM ||U | I I UJU UL

SSB e -

LB 0.30 Hz

GB 0 T T T T T T T T T T

pC 1.00 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
PN VAT
(] w0l | o o o '<; 2 (<
@ N H| O | O | O
W0 | N O O ﬂ" m M lﬂ l“
Sl ol o] | il @

A 34: Espectro de RMN de 'H do composto 8f, 3-(7-(3-acetil-5-(furan-2-il)-2,3-dihidro-
1,3,4-oxadiazol-2-il) heptil)fenilacetato em Metanol-da.
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Anexos

R e s A R A ]

Current Data Parameters L e T R i ae B el T B LN T BT ~ HWEHONMMODMN SO N

NAME NRK-32 oo I S ~ T H W MO 000000 0N
e = T . T R R R T R

EXPNO 3 R R I e R S I I ) o~ =~~~ W0WNOwM®DoN O

PROCNO 1 HoA A A A A o o I I T e B e N I NS S ]
\ ) Y, Ry N S

F2 - Acquisition Parameters T W RREEE TS W

Date_ 20160726

Time 8.06

INSTRUM apect

PROEBHD 5 mm Dual 13c/

PULPROG z2gpg30

TD 32768

SOLVENT MeOD

NS 843

Ds 2

SWH 18832.393 Hz

FIDRES 0.574719 Hz

AQ 0.8692904 smec

RG 3649.1

DW 26.550 usec

DE 6.00 usec

TE 300.0 K

Dl 0.15000001 sec

dll 0.03000000 sec

DELTA 0.05000000 sec

TDO 1

===s===== CHANNEL fl ========

NUC1 ic

Pl 8.50 usec

PLL =3.00 dB

SFOL 75.4768036 MHz

===s===== CHANNEL f2 ========

CPDPRG([2 waltzl6

NuUc2 1H

PCPD2 100.00 usec

PL2 -4.00 dB

PL12 12.83 dB

PL13 12.83 dB

SFO2 300.1312005 MHz

F2 - Processing parameters

51 32768

SF 75.4677498 MHz

WDW EM

S55B 0

LB 1.00 Hz

GB 0

PC 1.40 T ! T ' T ! I ! T ' T I ' T ! I T T

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

A 35: Espectro de RMN de 3C do composto 8f, 3-(7-(3-acetil-5-(furan-2-il)-2,3-
dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il) heptil)fenilacetato em Metanol-ds.
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Current Data Parameters L-‘_."‘ m" (= "

NAME NRK-33

EXPNO 1

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters 1

Date_ 20160726 ‘I

Time 7.26 |‘I

INSTRUM spect \

PROBHD 5 mm Dual 13C/ I

FULFROG zg

TD 65536

SOLVENT MeCD ; {

NS 8 ] /

Ds 0] - e - . o

SWH 4789.272 Hz

FIDRES 0.073078 Hz L L A AL

20 6.8419585 sec 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 ppm

RG 20.5

DW 104.400 usec

DE €.00 usec

TE 300.0 K

D1 1.00000000 sec

TDO 1

======== CHANNEL fl ========

Nucl 1H R

Pl 14.80 usec e .

PL1 -4.00 dB

SFO1 300.132040% MHz ‘

BAARRE AAARRARARY ARARARARAR RS

F2 - Processing parameters 6.3 6.2 ppm |‘

SI 65536 l i "l

SF 300.1300121 MHz il \I\H || ‘ |‘| " . i\

| \

Wy BN : 5 10 D SR U W VAV .

LB 0.30 Hz

GB 0 ANRRARARARAS AN M RN T A R B RS RS AR

PC 1.00 11 10 9 8 7 3 5 4 3 2 1 ppm
L N
i m'mﬁm'o (ol 0 0] 4
ool M| = N | O Ll s By
o|oo|lo | o = o= o)
o &l | | ol | 6] e | e 1)

A 36: Espectro de RMN de "H do composto 8g, 3-(7-(3-acetil-5-(tiofen-2-il)-2, 3-dihidro-
1,3,4-oxadiazol-2-il)heptil)fenilacetato em MeOD-d.a.
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Anexos
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Current bata Parameters 92 NS3CSSRSERS 2 serrrcdddosssad
NAME NRK-33 urfr g Qo gl g [l o T T AT T T MO O NN
EXPNO 3 [ LA LA [ Ly
PROCNG 1 Y VN T E T N
F2 - Rcquisition Paramsters
Date_ 20160726
Time
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13c/
PULPROG 2gpg30
TD 32768
SOLVENT MeOD
NS 1316
DS 2
SWH 18832.393 Hz
FIDRES 0.574719 Hz
AQ 0.8699904 sec
RG 13004
oW 26.550 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 0.15000001 sec
dll 0.03000000 sec
DELTA 0.05000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL f1 =
NUC1 13c
Pl 8.50 usec
PL1 -3.00 dB
SFOL 75.4768036 MHz
======== CHANNEL f2 ===
CPDPRG[2 waltzlé
ucz 1H
BCPD2 100.00 usec
PLZ -4.00 dB
BL12 12.83 dB
PL13 12.82 dB
SFO2 300.1312005 MHz
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 75.4677498 MHz
WDW EM
sSB [
LB 1.00 Hz
GB o
BC 1.40
T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

A 37: Espectro de RMN de 73C do composto 8g,

3-(7-(3-acetil-5-(tiofen-2-il)-2, 3-

dihidro-1,3,4-oxadiazol-2-il) heptil)fenilacetato em MeOD-d.

97



