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RESUMO

Ao longo dos anos, as bactérias desenvolveram mecanismos cada vez mais sofisticados a fim
de contornar os efeitos dos antimicrobianos e por conta disso, cepas resistentes continuam a
surgir, superando os antibioticos mais modernos. Os indicadores de saude global apontam que
as doengas infecciosas figuram entre as dez maiores ameagas a saiide publica no mundo e tem
atraido a atencdo de organizagdes em todo o mundo, como a Organizacdo Mundial da Satde
(OMS), a Unido Europeia, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o Conselho
Nacional de Saude (CNS) e dos Centros de Controle ¢ Prevencao de Doengas (CDC). Como
resposta, a OMS, por meio do Global Action Plan on Antimicrobial Resistance, estabeleceu que
o desenvolvimento de novas drogas e estratégias antibacterianas ¢ uma prioridade a nivel
mundial para o enfrentamento da resisténcia aos antimicrobianos. Estimativas apontam que em
2019 houve cerca de 1,27 milhdes de 6bitos globais em decorréncia de infecgdes por microbios
resistentes. Entretanto, ha projecdes de que o nimero de mortes pode chegar a 10 milhdes até
2050, se nenhuma acdo significativa for tomada a fim de combater a resisténcia aos
antimicrobianos. No contexto da descoberta de novos medicamentos, as hidrazonas e seus
derivados podem desempenhar um papel importante, especialmente ao considerar-se suas
propriedades. As caracteristicas quimicas e a atividade biologica desses compostos tém sido
objeto de interesse entre a comunidade cientifica. Essas moléculas ndo apenas desempenham o
papel de intermediarios cruciais nas sinteses de uma variedade de compostos heterociclicos
como também se destacam devido as suas notaveis atividades bioldgicas. Neste estudo buscou-
se utilizar aldeidos comerciais como recurso na sintese de N-acilidrazonas e 1,3,4-oxadiazois a
fim de avaliar a atividade antimicrobiana dos compostos obtidos, ampliando o entendimento
sobre suas propriedades e aplicacdes potenciais. A rota de sintese para obtencao dos oxadiazois
envolve duas etapas. A partir da reagdo dos aldeidos 3-hidroxibenzaldeido e salicilaldeido, e
das hidrazidas 4-fluorfenil, 4-clorofenil, 4-bromofenil, utilizando alcool etilico em refluxo,
foram sintetizadas 6 N-acilidrazonas, todas com rendimentos quantitativos. As N-acilidrazonas
foram utilizadas como material de partida para a sintese dos oxadiazois, por uma reacao de
ciclizacdo intramolecular com anidrido acético a 100°C. Obteve-se ao todo, 6 oxadiazois
inéditos com rendimentos entre 16-50%. As estruturas de todas as substincias foram
confirmadas por técnicas Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN). Os
compostos foram submetidos a testes de atividade antimicrobiana, por meio do ensaio de
microdilui¢do em caldo. Todas as N-acilidrazonas sintetizadas exibiram baixa atividade
antibiotica contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Entre os oxadiazdis, apenas o
composto 6A demonstrou atividade moderada contra S. aureus, enquanto os outros oxadiazdis
apresentaram atividade fraca tanto contra S. aureus quanto contra E. coli.

Palavras-chave: Atividade antibacteriana, produtos bioativos, heterociclicos nitrogenados



ABSTRACT

Over the years, bacteria have developed increasingly sophisticated mechanisms to circumvent
the effects of antimicrobial agents, leading to the continuous emergence of resistant strains that
surpass even the most advanced antibiotics. Global health indicators highlight infectious
diseases as one of the top ten threats to public health worldwide, drawing the attention of
organizations such as the World Health Organization (WHO), the European Union, the National
Health Surveillance Agency (ANVISA), the National Health Council (CNS), and the Centers
for Disease Control and Prevention (CDC). In response, the WHO, through the Global Action
Plan on Antimicrobial Resistance, has established the development of new drugs and
antibacterial strategies as a global priority to combat antimicrobial resistance. Estimates
indicate that, in 2019, approximately 1.27 million deaths worldwide were attributed to
infections caused by resistant microorganisms. Moreover, projections suggest that this number
could rise to 10 million by 2050 if no significant actions are taken to mitigate antimicrobial
resistance. In the context of drug discovery, hydrazones and their derivatives have gained
considerable attention due to their chemical properties and biological activities. These
compounds not only serve as crucial intermediates in the synthesis of various heterocyclic
systems but also exhibit noteworthy biological activities. In this study, commercially available
aldehydes were utilized as precursors for the synthesis of N-acylhydrazones and 1,3,4-
oxadiazoles to evaluate the antimicrobial activity of the obtained compounds, thereby
expanding the understanding of their properties and potential applications. The synthetic route
for oxadiazole production involved two steps. Initially, six N-acylhydrazones were synthesized
through the reaction of 3-hydroxybenzaldehyde and salicylaldehyde with 4-fluorophenyl, 4-
chlorophenyl, and 4-bromophenyl hydrazides under reflux in ethanol, yielding quantitative
products. These N-acylhydrazones were then subjected to an intramolecular cyclization reaction
with acetic anhydride at 100°C to afford six novel oxadiazoles, with yields ranging from 16%
to 50%. The structures of all substances were confirmed by Nuclear Magnetic Resonance
(NMR) spectroscopy techniques. The antimicrobial activity of the synthesized compounds was
assessed using the broth microdilution assay. All N-acylydrazones exhibited weak antibiotic
activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli. Among the oxadiazoles, only
compound 6A demonstrated moderate activity against S. aureus, whereas the remaining
oxadiazoles showed weak activity against both S. aureus and E. coli.

Keywords: Antibacterial Activity, Bioactive Products, Nitrogen Heterocycles
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1. INTRODUCAO
1.1. ANTIBIOTICOS

Medicamentos antimicrobianos sdo substincias de origem natural ou sintética com a
capacidade de inibir o crescimento ou causar a morte de microrganismos. A introdu¢do destes
farmacos no tratamento de infecgdes bacterianas, contribuiu para a reducdo significativa da
mortalidade e morbidade humana (OGAWARA, 2019; ZHU et al. 2020). O primeiro
antibidtico natural foi descrito por Bartolomeo Gosio em meados de 1893 a partir dos estudos
do fungo Penicillium brevicompactum. O composto obtido demostrava atividade antibiotica
contra a bactéria Bacillus anthracis (agente patogénico causador do antraz), e em 1912 os
pesquisadores Carl Alsberg e Otis Fisher sintetizaram a substincia e a nomearam como acido
micofendlico. Dois anos antes, em 1910, o composto arsfenamina, comercialmente conhecido
como Salvarsan, foi desenvolvido para tratar Treponema pallidum (patdégeno causador
da sifilis). Entretanto, o marco histérico na luta contra as doencas infecciosas ocorreu em 1928,
com a descoberta da penicilina e seu subsequente isolamento em 1939 (LIGON, 2004; MOHR,
2016; HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019).

Aproximadamente 20 anos apds o descobrimento da penicilina, em 1947, foi registrado
o primeiro caso de uma cepa bacteriana resistente a este antibidtico. Dois anos apds seu uso
clinico ser amplamente disponibilizado, foram isoladas quatro cepas de Staphylococcus
resistentes a penicilina. Em resposta, a meticilina foi desenvolvida em 1959 e introduzida no
mercado em 1960 com o objetivo de contornar a resisténcia a penicilina causada pela atividade
da penicilinase, enzima capaz de alterar a estrutura da penicilina. Essa inovagio permitiu que
as penicilinas continuassem a ser um tratamento eficaz, apesar da emergéncia de cepas
resistentes. Ainda assim, cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina foram
detectadas em 1961, o que demonstra a capacidade das bactérias de evoluir rapidamente e
adquirir resisténcia aos antibioticos (MONSERRAT-MARTINEZ; GAMBIN; SIERECKI,
2019)

Ao longo dos anos, as bactérias desenvolveram mecanismos cada vez mais sofisticados
a fim de contornar os efeitos dos antimicrobianos e por conta disso, cepas resistentes continuam
a surgir, superando os antibidticos mais modernos. Os indicadores de satide global, apontam
que as doengas infecciosas figuram entre as dez maiores ameagas a satde publica no mundo.
Além disso, os patogenos Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae, estao

entre as principais responsaveis por mortes em infec¢des relacionadas a resisténcia aos
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antimicrobianos (RAM). Como resposta, a Organizacdo Mundial da Satide (OMS), por meio
do Global Action Plan on Antimicrobial Resistance, estabeleceu que o desenvolvimento de
novas drogas e estratégias antibacterianas ¢ uma prioridade a nivel mundial para o
enfrentamento da resisténcia aos antimicrobianos (WHO, 2017; SEUKEP et al. 2022;
STOITSOVA, 2022)

A RAM ¢ reconhecida como uma das mais proeminentes questdes de saude publica e
tem atraido a atencdo de organizacdes em todo o mundo, como a OMS, a Unido Europeia, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o Conselho Nacional de Satde (CNS) e
dos Centros de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC). Estimativas apontam que em 2019
houve cerca de 1,27 milhdes de oObitos globais em decorréncia de infecgdes por microbios
resistentes. Entretanto, hd projecdes de que o nimero de mortes pode chegar a 10 milhdes até
2050, se nenhuma acdo significativa for tomada a fim de combater a resisténcia aos
antimicrobianos (SAVJANI; GAJJAR; SAVJANI, 2009; CASTRO et al. 2020; WASAN et al.
2023).

A RAM ¢ resultado da pressao seletiva causada pelo uso excessivo e inadequado de
medicamentos antimicrobianos em diferentes setores, incluindo a terapéutica médica, a
producdo de animais e a agricultura. Além disso, a falta de investimento em novos farmacos,
bem como o descarte inadequado de medicamentos existentes também sdo fatores importantes.
E preciso destacar que essa ¢ uma questdo complexa, de diversos fatores, ¢ requer agdes
abrangentes e integradas para ser combatida eficazmente (GEBEYEHU; BANTIE; AZAGE,
2015).

A velocidade com que surgem manifestagdes de resisténcias estd suplantando a
capacidade de desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. A quantidade de novos
antibioticos aprovados pelo FDA reduziu-se consideravelmente, de 29 agentes terapéuticos na
década de 1980 para 8 novos antibidticos na ultima década. As consequéncias destes problemas
para a saide publica sdo conhecidas por agentes reguladores, politicos e pelas empresas.
Entretanto, apesar das implica¢des negativas, os investimentos em programas de pesquisa e
desenvolvimento (P&D) de novos antibidticos vem sofrendo cortes gradativamente (PRASAD

et al. 2019; ARDAL et al. 2020; BOYD et al. 2021; MAGLANGIT et al. 2021).
1.2. HIDRAZONAS E N-ACILIDRAZONAS

A busca por substancias terapéuticas tem guiado a pesquisa cientifica ha bastante tempo.
Nos ultimos anos, no entanto, houve um crescente interesse em estudos voltados para o

desenvolvimento e a sintese de novas substincias com propriedades bioldgicas, como
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atividades antioxidante, anticancerigena, antimicrobiana, entre outras (KUMAR et al. 2020;
ABDEL-AZIZ et al. 2015). Pesquisadores em todo o mundo e em diversas areas, estdo
envolvidos na sintese de novas moléculas e/ou na andlise de suas atividades biologicas. Com o
objetivo de identificar substdncias com potencial para serem candidatas a medicamentos
(KOUROUNAKIS et al. 2020; ARORA et al.2020). Para atingir esse objetivo, diversos estudos
tém sido conduzidos nesse campo, utilizando uma ampla variedade de moléculas de diferentes
classes de compostos organicos (LIN et al. 2020; SUBRAMANIAN et al. 2020).

As hidrazonas (Figura 1) estdo entre os compostos organicos que frequentemente sao
estudados devido as suas atividades biologicas (SHARMA, 2020; KHODIJA, 2020). Em virtude
disso, sdo reconhecidas como uma das classes mais importantes de substancias com potencial
terapéuticos, amplamente utilizadas no desenvolvimento e na descoberta de agentes bioativos
em quimica medicinal, devido a sua variedade de propriedades bioldgicas (SHARMA, 2020),
muitas hidrazonas ou compostos derivados destas, possuem atividade antimicrobiana
(NASSAR et al. 2020), antioxidante (AFRIANA et al. 2020), anti-inflamatéria (ALSAIF et al.
2020), antituberculosas (THORAT et al. 2020), etc.

Muito utilizadas na sintese de compostos heterociclicos, as hidrazonas destacam-se por
sua facilidade de sintese, elevada estabilidade, propriedades quimicas e estruturais inicas. Essas
caracteristicas sdo frequentemente atribuidas a presenca do grupo azometina (C=N), que atua
como elemento fundamental em diversas reagdes (FERNANDEZ-PALACIOS et al. 2023), sdo
compostos com formula: R-C=N-NH-R’, obtidos geralmente por meio da reagdo de
condensagao entre hidrazinas e cetonas ou aldeidos (ARRUDA et al. 2020).

Nos ultimos anos, os compostos derivados de hidrazonas tém ganhado destaque na
quimica medicinal devido as suas propriedades biologicas. Sua ampla aplicagdo em estudos
voltados a sintese e a descoberta de novas moléculas com potencial bioldgico tem sido um fator
crucial para o aumento de sua relevancia na area (CAKMAK et al. 2022). Nesse sentido, as N-
acilidrazonas, também chamadas de bases de Schiff sdo derivados moleculares hidrazonicos,
que se destacam por exibirem uma ampla gama de propriedades biologicas (FERNANDEZ-
PALACIOS et al. 2023), incluindo atividades citotoxicas, antioxidantes, antibacterianas,
antifungicas, antivirais, antiparasitario, anti-inflamatério, anticonvulsivante e anti-hipertensivo
(SOCEA et al. 2022).

As N-acilidrazonas sdo oriundas da reacdo de condensacdo entre hidrazidas com
moléculas que contém grupos carbonilicos (aldeidos ou cetonas), e possuem estrutura geral:
RiR2C=N-NH-(C=0)-R3. A reacdo normalmente ocorre em solvente prético, podendo ser

catalisada por acido (pH 4-6), os produtos da sintese envolvendo os derivados hidrazdnicos
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normalmente possuem relativa facilidade de sintese, estabilidade a hidrolise e propriedades
quimicas/bioldgicas heterogéneas (ARRUDA et al. 2020).

Diversos compostos contendo a fra¢do acilidrazona desempenham papéis terapéuticos,
como a nitrofurazona (utilizada como antimicrobiano), o carbazocromo (empregado como
agente anti-hemorrdgico), a nifuroxazida (antibacteriano para infec¢des intestinais), o
dantroleno (relaxante muscular), a nitrofurantoina (com agdo antibacteriana), o nifuratel (com
propriedades antitricomonais e antifingicas), a nifurzida (indicada para infecgdes intestinais),
o nifurtoinol (para infecg¢des urindrias), a naftazona (estabilizador de capilares), a azimilida
(medicamento antiarritmico) e a zorubicina (antibiotico com atividade citotdxica) (SOCEA et
al. 2022; ROLLAS, KUCUKGUZEL, 2007). A estrutura das hidrazonas, N-acilidrazonas, bem

como a de alguns dos compostos contendo a fragdo acilidrazona ¢ ilustrada na figura 1.
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Figura 1. Exemplos de compostos bioativos derivados das N-acilidrazonas e substancias relacionadas
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Neste contexto, outro estudo realizado por Kumar e colaboradores (2009) reforga o
potencial das acilidrazonas ao sintetizar uma série desses compostos com diferentes
substituintes (CI, Br, NO:, entre outros) e avaliar sua atividade antimicrobiana in vitro. Os
derivados mostraram-se eficazes contra S. aureus, E. coli, Candida albicans e Aspergillus
niger, apresentando concentragdes inibitdrias minimas inferiores a 3 pg/mL. Adicionalmente,
outro estudo sintetizou acilidrazonas derivadas de benzo[b]tiofeno e avaliou seu potencial
contra cepas bacterianas, alguns dos compostos obtidos demonstraram concentracdo minima
inibitoria de 4 ng/mL para trés cepas de S. aureus, sendo uma referéncia (ATCC29213) e duas
isoladas clinicamente e resistentes a meticilina (SF8300) e a daptomicina (ST20171643)
(BARBIER et al. 2022).

No ambito da sintese de compostos contendo nitrogénio, as N-acilidrazonas destacam-
se como uma classe de intermediarios altamente versatil, amplamente empregada na concepgao
de prototipos com potencial farmacologico. Além disso, apresentam grande relevancia na
sintese de compostos heterociclicos, como os oxadiazois. A conversdo de N-acilidrazonas em
oxadiazdis ¢ facilitada por sua estrutura rica em nitrogénio, que favorece reacdes de ciclizagao
especificas, ressaltando sua importdncia como blocos de construcdo na sintese de novos

compostos heterociclicos.
1.3. OXADIAZOIS

Os oxadiazdis (também conhecidos como furadiazéis) sdo compostos heterociclicos
que possuem em sua estrutura um atomo de oxigénio e dois nitrogénios, e a depender da
localizagdo dos 4tomos de nitrogénio hd quatro isdmeros possiveis (Figura 2), sendo eles:

1,2,3-oxadiazol, 1,2,4-oxadiazol, 1,2,5-oxadiazol e 1,3,4-oxadiazol (BIERNACKI, 2020).

(@) (0]
N N
Ly Ly 1)
N N N
1,2,3-oxadiazol 1,2,4-oxadiazol 1,2,5-oxadiazol 1,3,4-oxadiazol

Figura 2. Isomeros dos oxadiazois

Embora a maioria dos compostos com o nucleo oxadiazol seja predominantemente de
origem sintética, alguns possuem ocorréncia natural. Exemplos disso sdo os alcaloides indolicos
fidianidina-A e fidianidina-B (figura 3), isolados do molusco opistobranquio Phidiana
militaris, que apresentam em sua estrutura, o grupo 1,2,4-oxadiazol. Em testes in vitro a
fidianidina-B demonstrou atividade citotoxica, sendo eficaz contra varias linhagens de células

mamiferas, tanto tumorais quanto nao tumorais (CARBONE ez al. 2011). De forma semelhante,
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0 acido quisqualico (figura 3), um composto natural contendo o grupo 1,2,4-oxadiazol, ¢
extraido das sementes de Quisqualis indica, uma planta da familia Combretaceae. Este
composto apresenta propriedades bioldgicas relacionadas ao sistema nervoso, sendo utilizado
no tratamento de diversas condi¢des, como derrames, epilepsia e distirbios neurodegenerativos,
0 que ressalta seu potencial terapéutico na area neuroldogica (VARDAN et al. 1983;

KOZIKOWSKI et al. 1998; HERMIT et al. 2004).

NH o NH
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o o

NH g NH O NH
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H,N Fidianidina-A 7 Acido quisqualico HaN Fidianidina-B 7

HN HN

Br
Figura 3. Estrutura da fidianidina-A, fidianidina-B e do acido quisqualico

Dentre os isomeros do oxadiazoéis, o 1,3,4-oxadiazol ¢ um dos mais explorados, devido
as suas diversas aplicagdes, seja na industria farmacéutica, de materiais cintilantes e de corantes
(BIERNACKI, 2020). O nucleo 1,3,4-oxadiazol, tem sido amplamente investigado ao longo
dos anos devido a sua capacidade de originar compostos com variadas atividades bioldgicas.
Essas moléculas tém demonstrado propriedades relevantes, incluindo efeitos anti-inflamatorios,
analgésicos, antidepressivos, anticancerigenos e antidiabéticos. Além disso, varias pesquisas
destacam a notavel atividade antimicrobiana associada a compostos que possuem o anel 1,3,4-
oxadiazol em sua estrutura, abrangendo atividade antibacteriana, antifingica e antiviral
(GLOMB, SWIATEK, 2021). Farmacos como Raltegravir® ¢ Zibotentan® (Figura 4),
utilizados clinicamente como antirretroviral e anticancerigeno, respectivamente, sdo exemplos

de compostos contendo a por¢ao 1,3,4-oxadiazol (POLOTHI ef al. 2018)

Me
/N ~N Y
Me ’< | H
o \N
o wmeMe
Raltegravir Zibotentan

Figura 4. Farmacos contendo a por¢ao 1,3,4-oxadiazol

Os aldeidos sdo grupos funcionais que podem softrer rea¢des de adi¢do nucleofilica, de
acordo com a literatura (MCMURRY, 2016) diversos compostos nitrogenados podem ser
sintetizados utilizados aldeidos como precursores. Diante do exposto, propds-se a sintese de 2

séries de N-acilidrazonas (6 compostos), a partir da reagdo entre aldeidos aromaéticos e
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hidrazidas, que foram utilizadas como materiais de partida para a sintese de 2 séries de 1,3,4-
oxadiazdis (6 compostos), como ilustrado no esquema 1. Posteriormente, os compostos obtidos
serdo submetidos a avaliagcdo da atividade antimicrobiana, a fim de ampliar o entendimento

sobre suas propriedades e aplicagdes potenciais.

X\
(@] O (e} N N
. EtOH Ac,0 |
NHy ——> N R~ >
R H R N A R NT N R o R
H H
Aldeido Hidrazida N-acilidrazona Oxadiazol

Esquema 1. Rota sintética proposta para a sintese das N-acilidrazonas e 1,3,4-Oxadiazois
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo a utilizagdo de aldeidos comerciais como recurso na
sintese de N-acilidrazonas ¢ 1,3,4-oxadiazéis. Paralelamente, foi realizada a avaliagdo da
atividade antimicrobiana destes compostos, com o intuito de ampliar o entendimento sobre suas

propriedades e aplica¢des potenciais.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

Os solventes utilizados foram de grau P.A, das marcas Dindmica e Merck. Os reagentes
utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich. A silica gel e cromatofolhas de aluminio
utilizadas foram das marcas Merck e Macherey-Nagel, respectivamente. Os meios de cultura e
reagentes para os ensaios de atividade antibacteriana foram adquiridos da Sigma-Aldrich e as
cepas bacterianas utilizadas foram comercializadas pela NEWPROV.

As massas de todos os reagentes e produtos foram aferidas em Balanca Analitica Bel
Engineering M214A. Os pontos de fusdo foram medidos em equipamento Uniscence do Brasil,
modelo 498.

Para a cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP), utilizou-se como fase
estacionaria silica gel 60 GF2ss, tamanho de placa 20x20cm. Como fase modvel, aplicou-se
mistura bindria dos solventes hexano e acetato de etila, na propor¢do de 2:1. Para a separagao
por cromatografia em coluna, foi utilizado silica gel, 230-400 mesh como fase estacionaria,
coluna com diametro de 6 cm, altura de 15 cm. Como fase moével, utilizou-se hexano e acetato
de etila, em gradiente crescente de polaridade.

Para monitoramento das reagdes, utilizou-se cromatografia em camada delgada (CCD),
em folhas cromatograficas de silica gel 60 GFes. Para relevacdo quimica, as cromatoplacas
foram nebulizadas com solug¢ao de p-anisaldeido/ H2SO4, com posterior aquecimento, e/ou com
solu¢do de metanol/H2SO4 (10%), seguida de aquecimento.

Os espectros de RMN de 'H e '3C foram adquiridos em equipamentos com diferentes
configuragdes. Espectrometro de RMN Bruker, modelo DPX-300, operando a 300 MHz (7,05
teslas) para a frequéncia de 'H, equipado com sonda dual direta dedicada a 'H e '*C (75 MHz)
para tubos de Smm. Espectrometro de RMN Bruker, modelo Avance Neo 500, operando a 500
MHz (11,75 teslas), para a frequéncia do 'H, equipado com sonda multinuclear smart probe
dedicada a 'H e '*C (125 MHz) para tubos de 5mm e gradiente de campo do eixo z.

Os espectros foram adquiridos a partir de amostras purificas, solubilizadas em solventes
deuterados (DMSO-d¢ e CDCI3) e acondicionadas propriamente em tubos de RMN de Smm.
Foram obtidos espectros de RMN de 'H e 1*C com pardmetros de aquisigdo pré-definidos para
amostras de triagem do laboratério de RMN (UFMS). Esses pardmetros podem ser observados
no lado direito ou esquerdo em todos os espectros anexados neste trabalho.

Os espectros adquiridos foram processados no Software TopSpin, versdo 4.4.1. A fase

e a linha de base foram corrigidas automaticamente. A calibragdo dos espectros foi realizada
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utilizando o sinal do hidrogénio residual do solvente deuterado como referéncia interna para 'H

e o sinal de carbono do solvente ou do tetrametilsilano (TMS) como padrio para *C.
3.2. SINTESE DAS N-ACILIDRAZONAS

Para sintetizar-se as N-acilidrazonas, adicionou-se em um tubo selado 50mg dos
aldeidos comerciais 2-hidroxibenzaldeido (A) ou 3-hidroxibenzaldeido (B), juntamente com
1,05 equivalente molar de uma das hidrazidas: 4-bromobenzoica (1), 4-clorobenzoica (2) ou 4-
fluorobenzoica (3), seguindo a metodologia descrita por Kugukguzel ef al. (2015). A reagao foi
conduzida em 1mL etanol P.A como solvente, com aquecimento (75°C) e agitacdo. As reagdes
foram acompanhadas por cromatografia de camada delgada (CCD) até observar-se o consumo
total do aldeido. Apds o término das reacdes, os produtos obtidos passaram por uma etapa de
extracdo liquido-liquido utilizando como solvente extrator uma mistura de H>O: Acetato de
etila 1:1 (30mL), sendo realizadas 5 extracdes. Em seguida, as amostras foram secas a atmosfera
em temperatura ambiente, pesadas e devidamente armazenadas. As N-acilidrazonas obtidas
foram submetidas a andlise por técnicas Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de

'H (RMN de 'H).

4-bromo-N’-(2-hidroxibenzilideno)benzoidrazida (1A): sélido branco; P.F.: 225-227°C.
RMN de RMN de 'H (8 em ppm, 300 MHz, DMSO-ds): & 6,93 (m, 2H), 7,30 (tl, 1H, Juu= 7,0
Hz), 7,55 (dl, 1H, Jun= 7,0 Hz), 7,76 (dl, 2H, Juu= 8,0 Hz), 7,89 (dl, 2H, Juu= 8,0 Hz), 8,64
(s, 1H, N=CH), 11,19 (s, 1H, OH), 12,11 (s, 1H, NH).
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Figura 5. Estrutura quimica do 4-bromo-N"-(2-hidroxibenzilideno)benzoidrazida (1A)

4-cloro-N’-(2-hidroxibenzilideno)benzoidrazida (2A): so6lido amarelo; P.F.: 218-220°C.
RMN de 'H (8 em ppm, 300 MHz, DMSO-d¢): 8 6,93 (m, 2H), 7,30 (tl, 1H, Juu= 7,8 Hz), 7,56
(dl, 1H, Jun= 7,8 Hz), 7,63 (dl, 2H, Juu= 8,2 Hz), 7,96 (dl, 2H, Juu = 8,2 Hz), 8,64 (s, 1H,
N=CH), 11,21 (s, 1H, OH), 12,16 (s, 1H, NH).
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Figura 6. Estrutura quimica do 4-cloro-N’-(2-hidroxibenzilideno)benzoidrazida (2A)

4-flior-N’-(2-hidroxibenzilideno)benzoidrazida (3A): sélido amarelo; P.F.: 195-197°C.
RMN de 'H (8 em ppm, 300 MHz, DMSO-ds): 6,93 (m, 2H), 7,30 (tl, 1H, Juu= 7,2 Hz), 7,57
(m, 2H), 8,72 (m, 2H), 9,08 (s, 1H, N=CH), 11,13 (s, 1H, OH), 12,20 (s, 1H, NH).
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Figura 7. Estrutura quimica do 4-flaor-N -(2-hidroxibenzilideno)benzoidrazida (3A)

4-bromo-N’-(3-hidroxibenzilideno)benzoidrazida (1B): soélido branco; fusdo com
decomposi¢io; P.F.: 245-250°C. RMN de 'H (8 em ppm, 300 MHz, DMSO-ds): & 6,84 (dd,
IH, Jun= 1,4 Hz, Jun= 8,2 Hz), 7,11 (d, 1H, Juu= 7,5 Hz), 7,21 (sl, 1H), 7,26 (tl, 1H, Juu=
7,8 Hz), 7,75 (dl, 2H, Jun= 7,5 Hz), 7,87 (dl, 2H, Jun= 7,5 Hz), 8,36 (s, 1H, N=CH), 9,65 (s,
1H, OH), 11,87 (s, 1H, NH).
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Figura 8. Estrutura quimica do 4-bromo-N"-(3-hidroxibenzilideno)benzoidrazida (1B)

4-cloro-N’-(3-hidroxibenzilideno)benzoidrazida (2B): so6lido amarelo; fusdo com
decomposi¢io; P.F.: 215-217°C. RMN de 'H (8 em ppm, 300 MHz, DMSO-ds): & 6,84 (dl, 1H,
Jun= 8,1 Hz), 7,10 (d, 1H, Juu= 7,5 Hz), 7,20 (sl, 1H), 7,26 (tl, 1H, Jun= 7,8 Hz), 7,61 (dI,
2H, Juu= 8,4 Hz), 7,94 (dl, 2H, Ju = 8,4 Hz), 8,36 (s, 1H, N=CH), 9,65 (s, 1H, OH), 11,87 (s,
1H, NH).
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Figura 9. Estrutura quimica do 4-cloro-N’-(3-hidroxibenzilideno)benzoidrazida (2B)

4-flior-N’-(3-hidroxibenzilideno)benzoidrazida (3B): solido amarelo; P.F.: 222-225°C.
RMN de 'H (8 em ppm, 300 MHz, DMSO-de): 5 6,84 (dl, I1H, Jux= 8,1 Hz), 7,10 (d, 1H, Jun=
7,4 Hz), 7,20 (sl, 1H), 7,26 (tl, 1H, Jun= 7,8 Hz), 7,37 (tl, 2H, Juu= 8,7 Hz, Jur= 8,6 Hz), 7,99
(tl, 2H, Juu= 8,6 Hz, Jur= 5,9 Hz), 8,35 (s, 1H, N=CH), 9,66 (s, 1H, OH), 11,82 (s, |H, NH).
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Figura 10. Estrutura quimica do 4-flior-N’-(3-hidroxibenzilideno)benzoidrazida (3B)

3.3. SINTESE DOS OXADIAZOIS

Os oxadiazois foram obtidos a partir das N-acilidrazonas (100 mg) correspondentes,
com a adicdo de ImL de anidrido acético, conforme procedimento descrito por Oliveira et al.
(2013). A mistura foi mantida a 100°C, em tubo selado, sob agitacdo por até 6 horas e
monitorada por cromatografia de camada delgada (CCD). Posteriormente, a mistura reacional
foi elaborada adicionando-se vagarosamente a mistura em um becker contendo 25 mL de 4gua
destilada gelada sob constante agitacdo, durante 30 minutos, para remocdo do excesso de
anidrido acético. Apds filtracdo, o produto foi purificado por cromatografia em coluna ou em
camada delgada preparativa, utilizando eluentes adequados a cada caso e analisados por

Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 1°C.

acetato de 2-(3-acetil-5-(4-bromofenil)-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol-2-il)fenila (4A): solido
branco; P.F.: 125-128°C. RMN de 'H (8 em ppm, 500 MHz, CDCls): & 2,19 (s, 3H), 2,32 (s,
3H), 7,15 (m, 2H), 7,28 (dl, 1H, Juu= 7,6 Hz), 7,44 (m, 2H), 7,57 (dl, 2H, Juu=8,6 Hz), 7,71
(dl, 2H, Ji,z=8,6 Hz). RMN de 3C (8 em ppm, 125 MHz, CDCl3): 20,97; 21,25; 90,37; 123,69;
126,19; 128,36; 129,07; 131,17; 132,13; 149,07; 155,05; 167,72; 168,95.
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Figura 11. Estrutura quimica do acetato de 2-(3-acetil-5-(4-bromofenil)-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol-2-
il)fenila (4A)

acetato de 2-(3-acetil-5-(4-clorofenil)-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol-2-il)fenila (5A): solido
amarelo; P.F.: 142-144°C. RMN de 'H (3 em ppm, 500 MHz, CDCl5): 6 2,19 (s, 3H), 2,32 (s,
3H), 7,15 (m, 2H), 7,28 (dl, 1H, Jun= 7,6 Hz), 7,44 (m, 2H), 7,41 (dl, 2H, Jun=8,6 Hz), 7,78
(dl, 2H, Jiz=8,6 Hz). RMN de 3C (8 em ppm, 125 MHz, CDCl3): 20,97; 21,25; 90,24; 123,65;
126,18; 128,21; 129,16; 131,16; 137,91; 149,04; 154,82; 167,68; 168,90.
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Figura 12. Estrutura quimica do acetato de 2-(3-acetil-5-(4-clorofenil)-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol-2-
il)fenila (5A)

acetato de 2-(3-acetil-5-(4-fluorfenil)-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol-2-il)fenila (6A): so6lido
amarelo; P.F.: 163-165°C. RMN de 'H (3 em ppm, 500 MHz, CDCl5): § 2,20 (s, 3H), 2,33 (s,
3H), 7,12 (m, 2H), 7,16 (m, 1H), 7,28 (m, 1H), 7,44 (m, 2H), 7,85 (dd, 2H, Ju,z=8,9 Hz, Jur=5,3
Hz). RMN de 3C (8 em ppm, 125 MHz, CDCI3): 20,96; 21,25; 90,08; 116,02; 116,19; 123,67,
126,19; 128,98; 129,18; 129,26; 131,11; 149,01; 154,98; 167,67; 168,95.
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Figura 13. Estrutura quimica do acetato de 2-(3-acetil-5-(4-fluorfenil)-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol-2-

il)fenila (6A)

acetato de 3-(3-acetil-5-(4-bromofenil)-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol-2-il)fenila (4B): so6lido
branco; P.F.: 167-169°C. RMN de 'H (8 em ppm, 500 MHz, CDCls): § 2,36 (s, 3H), 6,84 (ddl,
1H, Jup= 8,0 Hz, Jun= 2,0 Hz), 6,95 (tl, 1H, Juu= 8,0 Hz, Jur= 2,0 Hz), 7,00 (dt, 1H, Jun=
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8,0 Hz), 7,03 (s, 1H,), 7,24 (tl, 1H, Jix= 8.0 Hz), 7,58 (dl, 2H, Jiu= 8,6 Hz), 7,75 (dl, 2H,
Juu=8,6 Hz). RMN de 13C (8 em ppm, 75 MHz, CDCls): 21,45;92,21; 113,66; 117,23; 118,39;
128.,49; 130,20; 132,07; 156,26; 168,09
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Figura 14. Estrutura quimica do acetato de 3-(3-acetil-5-(4-bromofenil)-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol-2-
il)fenila (4B)

acetato de 3-(3-acetil-5-(4-clorofenil)-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol-2-il)fenila (5B): olco
amarelo. RMN de 'H (8 em ppm, 500 MHz, CDCls): § 2,28 (s, 3H), 2,34 (s, 3H), 7,08 (s, 1H),
7,14 (m, 1H), 7,20 (tl, 1H, Jun= 2,0 Hz), 7,35 (dt, 1H, Jun= 7,8 Hz, Jun= 2,0 Hz), 7,40 (tl, 1H,
Juwr= 7,8 Hz,), 7,43 (dl, 2H, Juu= 8,5 Hz), 7,82 (dl, 2H, Juu= 8,5 Hz). RMN de *C (§ em
ppm, 75 MHz, CDCls): 21,12; 21,45; 91,71; 119,82; 122,88; 123,33; 123,94; 128,34; 129,13;
129,84; 137,88; 137,96; 150,89; 155,09; 168,09; 169,24
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Figura 15. Estrutura quimica do acetato de 3-(3-acetil-5-(4-clorofenil)-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol-2-
il)fenila (5B)

acetato de 3-(3-acetil-5-(4-fluorfenil)-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol-2-il)fenila (6B): oOlco
amarelo. RMN de 'H (8 em ppm, 500 MHz, CDCl5): § 2,30 (s, 3H), 2,36 (s, 3H), 7,10 (s, 1H),
7,14 (m, 3H), 7,23 (tl, 1H, Jun= 1,5 Hz), 7,38 (dt, 1H; Jun= 8,0 Hz, Jun= 1,5 Hz), 7,42 (tl, 1H,
Jup= 8,0 Hz), 7,91 (m, 2H). RMN de 3C (8 em ppm, 75 MHz, CDCl3): 21,12; 21,43; 91,61;
115,92; 116,22; 119,76; 123,27; 123,94; 129,30; 129,37; 129,82; 137,96; 150, 89; 155,04;
168,09; 168,24
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Figura 16. Estrutura quimica do acetato de 3-(3-acetil-5-(4-fluorfenil)-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol-2-
il)fenila (6B)

3.4. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antibacteriana foi avaliada pelo ensaio de microdiluicdo em caldo,
segundo a metodologia descrita por Jesus et al. (2020). Placas de 96 pocos foram preparadas
colocando-se 100 puL de caldo Mueller-Hinton em cada poco. 100 pLL de uma solugdo preparada
inicialmente na concentragdo de 2 mg/mL foi adicionada ao primeiro pogo. Entdo, 100 pL deste
pogo foram transferidos para o segundo e sucessivas dilui¢des 1:2 foram realizadas para atingir
concentragdes finais no intervalo entre 1000 pg/mL até¢ 7,8 pg/mL, com volume final de 100
uL em cada poco. Para gentamicina a concentracao inicial nos pogos foi de 60 pg/mL. O in6culo
bacteriano se constituiu de uma cultura de 24 horas de cada espécie bacteriana (Staphylococcus
aureus NEWP0023 e Escherichia coli NEWP0022) em agar Mueller-Hinton diluida em solugao
salina estéril (0,9%) a uma concentra¢do de 108 UFC/mL, diluida 1/10 em solucdo salina estéril,
sendo 5 pL adicionados em cada pogo. Todos os testes foram realizados em triplicata e as placas
foram incubadas a 36°C por 18 horas. Ap6s este periodo 10 pL. de uma solugdo aquosa (0,5 %)
de cloreto de trifeniltetrazolio (CTT) foram adicionados a cada pogo e as placas foram
incubadas novamente a 36°C por 1 hora. Nos pogos onde o crescimento bacteriano ocorreu,
houve uma mudanga de coloracdo, de incolor para vermelho. A concentragdo inibitoria minima
(CIM) foi definida como a menor concentragdo de cada substancia onde ndao ocorreu mudanga

de coloragao da solucgao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. SINTESE DAS N-ACILIDRAZONAS

A sintese das N-acilidrazonas foi realizada por meio da reacdo de condensacdo dos
aldeidos comerciais A ou B, com as hidrazidas 1-3, que diferem unicamente nas porgdes
aromaticas, 4-bromofenil (1), 4-clorofenil (2), 4-fluorfenil (3), seguindo a metodologia

descrita por Kugukguzel et al. (2015), conforme demonstrado no Esquema 2.

H
< N
I ~
NH2-NH-C-R' EtOH N N
5% de excesso molar —A>
ae ';14;“/“1“ PN _Ao1-3A (série A) O

1-3B (série B)

A -R=0-OH 1-R'= '2'@"5’
B - R=m-OH 2_R':-g©—u
3-R'= -g-@—F

Esquema 2. Representacdo esquematica da sintese das N-acilidrazonas 1-3A e 1-3B a partir dos aldeidos
A e B e as hidrazidas 1-3.

O monitoramento da sintese das N-acilidrazonas por cromatografia em camada delgada
(CCD) evidenciou que o consumo completo do material de partida (aldeido) ndo era alcancado
nas condi¢des iniciais. Quando a reacdo foi conduzida utilizando a estequiometria de 1:1
(aldeido:hidrazida), observou-se a presenca residual do material de partida (aldeido) mesmo
apos tempos de reacdo superiores a 24 horas. Para contornar essa limitagao, determinou-se que
a utilizacdo de um pequeno excesso molar de hidrazida, equivalente a 5%, era suficiente para
garantir o consumo total dos aldeidos, promovendo maior eficiéncia na sintese.

Uma explicacdo para isso ¢ que provavelmente o equilibrio quimico ndo favorece
totalmente a formacao das N-acilidrazonas. Ao adicionar um excesso de hidrazida desloca-se o
equilibrio para a formagdo do produto de interesse.

Outro fator que influencia o progresso da reagdo ¢ o pH, e isso pode ser explicado com
base no mecanismo da reagdo, que ¢ descrito no Esquema 3. Nessa faixa de pH, a carbonila
provavelmente estara protonada, o que favorece a reagdo. O ataque nucleofilico inicia-se com
o par de elétrons ndo ligante do nitrogé€nio presente na hidrazida (a) atacando a carbonila do
aldeido, em seguida o par de elétrons da ligagdo C=0O vai e dire¢do ao oxigénio (b).

Posteriormente, o par de elétrons da hidroxila ¢ direcionado para capturar um préton presente
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no meio, convertendo o grupo hidroxila em adgua (H>O), que passa a atuar como um excelente
grupo de saida (¢). Em seguida, o par de elétrons do nitrogénio migra em direcdo a ligacao
carbono-nitrogénio, formando uma dupla ligagdo (C=N) e resultando na eliminacdo de uma
molécula de dgua (d). Na etapa final, uma base, possivelmente uma molécula de agua, abstrai
o proton da ligacdo N-H, restabelecendo a eletroneutralidade do nitrogénio (e) e conduzindo a

formacao da N-acilidrazona (f).
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Esquema 3. Mecanismo provavel para sintese das N-acilidrazonas a partir de aldeidos

Sendo assim, em um meio levemente acido, correspondente a um pH entre 4-5, a
carbonila do aldeido pode ser protonada, o que aumenta sua eletrofilicidade e converte o (OH)
em um grupo de saida melhor (H2O), ou seja, se ndo houver acido suficiente no meio (pH altos)
a reacdo serd lenta. Por outro lado, se o meio estiver excessivamente acido (pH baixo), a amina
(nucleofilica) sera protonada, e a etapa inicial de adi¢do nucleofilica ndo ocorrera. Portanto,
controlar a faixa de pH entre 4-5 ¢ particularmente favoravel, pois garante a completa conversao
dos reagentes em produtos, otimizando o rendimento (MCMURRY, 2016).

Diante disso, o tempo médio de reacdo foi de 6 horas, com controle do pH entre 4-5
(solugcdo de HCI) e excesso molar de 5% de hidrazida. O tempo méaximo de reagdo foi de
aproximadamente 20 horas (sem controle de pH e sem excesso molar de hidrazida). Como
resultado, obteve-se 6 compostos (1-3A e 1-3B) com rendimentos quantitativos. A
caracteriza¢do dos compostos foi realizada por meio de RMN de 'H (Espectros disponiveis nas
paginas 58-66). Considerando que as estruturas quimicas e sinais caracteristicos evidenciados
por RMN de 'H sdo semelhantes para todas N-acilidrazonas obtidas, optou-se por discutir o
assinalamento quimico e a confirmacdo estrutural unicamente para a N-acilidrazona (2B).
Entende-se que por haver grande similaridade estrutural entre todas as substancias da série A e

B, os dados discutidos para uma das substancias, permitem a compreender os fundamentos
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utilizados para a confirmagdo da estrutura de todos os compostos sintetizados para estas
respectivas séries.

No espectro da substancia 2B (Figura 17), ndo foram observados sinais na regido de
9,00-10,00 ppm, caracteristicos dos hidrogénios aldeidicos. A auséncia destes ¢ um forte
indicativo de que o material de partida (aldeido) foi totalmente consumido e o produto de
interesse foi possivelmente formado. Corroborando com isto, o espectro de RMN de 'H do
composto (2B), apresenta um simpleto (1H) com deslocamento quimico em 8,36 ppm,
correspondente a regido caracteristica do hidrogénio iminico (N=CH). Esse sinal confirma a
formag¢do do grupo imina, tipica de reagcdes de condensacdo entre aldeidos e hidrazidas. Além
disso, o espectro evidencia a presenca de um simpleto (1H) em 11,86 ppm, que pode ser
atribuido ao grupo amida (CONH). Ambos os sinais possuem deslocamentos quimicos e
multiplicidade consistente com o esperado para as N-acilidrazonas. A literatura descreve que
as N-acilidrazonas apresentam deslocamento quimicos caracteristicos em aproximadamente
8,32-8,82 ppm para hidrogénios do grupo funcional imina, e para amida (CONH) entre cerca
de 10,60-12,60 ppm (SILVA et al. 2010). O espectro do composto (2B) apresentou ainda um
simpleto (1H) com deslocamento quimico entre 9,65 ppm que pode ser atribuido a hidroxila
fenolica (OH). E relevante mencionar que o hidrogénio da hidroxila apresenta carater labil,
sendo suscetivel a trocas rapidas com prétons do solvente ou do meio. Contudo, a aquisi¢ao do
espectro em DMSO-ds, minimiza essas trocas, uma vez que o DMSO ¢ um solvente aprotico,
permitindo a observagdo clara dos sinais caracteristicos atribuidos ao hidrogénio da hidroxila
no espectro de RMN. De acordo com os dados espectrais, o composto (2B) apresentou multiplos

sinais na regido aromatica (6,58—7,94 ppm), atribuidos aos protons dos anéis aromaticos.
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Figura 17. Espectro de RMN de 'H (300 MHz; DMSO-d) para a N-acilidrazona (2B), com ampliagao
nas regioes de 6,75-8,45 ppm, corresponde aos hidrogénios aromaticos.

Os dados de RMN de 'H para os compostos 1-3A e 1-3B, tais como as constantes de
acoplamento (J), os deslocamentos quimicos (ppm) e multiplicidade dos sinais, sao
apresentados nas Tabelas 1 e 2. Os intervalos de deslocamentos quimicos comuns a todos os
compostos desta série estdo representados na estrutura, ja os deslocamentos quimicos

especificos estdo relatados na tabela.
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Tabela 1. Deslocamentos quimicos (& em ppm) de RMN de 'H (300 MHz; DMSO-ds) para as N-
acilidrazonas (1-3A).

8,64-8,65 (s) 12,11-12,20 (s)
H H
7,55-7,58 (dl; Jgg = 7,0-7,8 Hz)

|
~ N R
6,93-6,94 (m) N \n/
(0]

7,30-7,32 (tl; Jyy = 7,0-7,8 Hz)
OH

6,93-6,94 (m) 11,13-11,21 (s)

o (ppm) de RMN de 'H (300 MHz)

Composto R’
2 3 4 5 6
7,76 (dl, 7,89 (dl, 7,89 (dl, 7,76 (dl, 2H,
1A 2H, Jun= 2H, Juu= - 2H, Juu= Jup= 8,0
8,0 Hz) 8,0 Hz) 8,0 Hz) Hz)
7,96 (dl, 7,96 (dl, 2H, 7,63 (dl, 2H,
2H, Jun = Jun = 8,2 Jun=28,2Hz)
2A -
8,2 Hz) Hz)
- 8,72% 8,72% -
(m, 2H) (m, 2H)
3A -

*Nao foi possivel identificar os sinais correspondentes ao acoplamento H-F

Nao foi possivel atribuir inequivocamente os sinais correspondentes aos hidrogénios
aromaticos do composto 3A no espectro de RMN de 'H, pois os sinais estavam excessivamente
largos, além de que os dados espectrais revelaram a presenca de impurezas, resquicios do
material de partida (aldeido). No entanto, foi observado um sinal em 8,36 ppm (N=CH),
sugerindo a formag¢do do derivado desejado. Além disso, apos a purificacdo da amostra para
remover o reagente (aldeido), essa mesma amostra foi utilizada na sintese do oxadiazol

correspondente (6A), cuja estrutura foi confirmada por espectroscopia de RMN de 'H e '*C.
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Tabela 2. Deslocamentos quimicos (8 em ppm) de RMN de 'H (300 MHz; DMSO-ds) para as N-
acilidrazonas (1-3B).

8,35-8,37 (s) 11,83-11,88 (s)
H H

7,10-7,11 (d; Iy 5=7,0-8,0 Hz)
7,26-7,27 (t1; Jyy 1=7,0-8,0 Hz)

6,84-6,85 (dI; Jyy,;=7,0-8,0 Hz) 7,21-7,22 (sl) )

OH
9,66-9,67 (s)

o (ppm) de RMN de 'H (300 MHz)

Composto R’
2 3 4 5 6
7,87 (dl, 787 (@, 7>
1B 2H, Jiy= 2, Ja= §E7 5
7,5 Hz) 7,5 Hz) )
7,61 7,94 7,94 7,61
(dl, 2H, (dl, 2H, (dl, 2H, (dl, 2H,
2B Jun=8,4 Jun= 84 Jup= 8,4 Jup= 8,4
Hz) Hz) Hz) Hz)
7,37 7,99 7,99 7,37
t, 2H, (t, 2H, t, 2H, (4, 2H,
3B Jun=38,5 Jup= 8,5 Jup= 8,5 Jup= 8,5
Hz, Jur= Hz, Jur= Hz, Jur= Hz, Jur=
8,7Hz) 5,5 Hz) 55Hz) 8,7 Hz)

Adicionalmente, a multiplicidade dos sinais observada no anel 4-fluorfenil, presente

nos compostos 3B, sugerem o acoplamento dos hidrogénios com o fluor. Este fenomeno pode
ocorrer ja que o atomo de fliior possui um ntimero quantico de spin (/) nuclear de 1/2, o que
permite seu acoplamento com atomos de hidrogénio e carbono vizinhos. Para sistemas
aromaticos-orto € aromaticos-meta, a literatura descreve valores de constantes de

acoplamento Ju.r na ordem de 8-10 Hz e 4-6 Hz respectivamente (BRANCO, et al. 2015).
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4.2. SINTESE DOS OXADIAZOIS

Os 1,3,4-oxadiazois foram obtidos por meio da reacdo de fechamento da cadeia
aciclica das N-acilidrazonas (1-3A e 1-3B) por ciclizacdo oxidativa, com anidrido acético,

segundo metodologia descrita por Oliveira et al. (2013), como demonstrado no Esquema 4.

O]
H
H R' /4
D P e Acy0 \ \
, |
» o 1-3A (série A) o )\
1-3B (série B) o) R'

4-6A (série A)
4-6B (série B)

R m
A-R=0-OH 4-R=-3¢ )-u
B - R =m-OH

5.R'= ‘§©‘C'
x5O

Esquema 4. Representacdo esquematica da sintese de 1,3,4-oxadiazois 4-6A e 4-6B a partir das N-
acilidrazonas 1-3A e 1-3B.

Por meio do monitoramento da reacdo para sintese dos 1,3,4-oxadiazois por
cromatografia em camada delgada (CCD), constatou-se que tempos de reagdes superiores a 6
horas ou temperaturas superiores a 100°C conduziam a formacdo de subprodutos ou
contribuiram para a degradacio dos compostos de interesse, de modo que se estabeleceu como
condi¢des reacionais: 6 horas a 100°C.

Como resultado, obteve-se 6 compostos inéditos na literatura (4-6A e 4-6B) com
rendimentos entre 16-50%. A caracterizacdo dos compostos foi realizada por meio de RMN de
'H e *C (Espectros disponiveis nas paginas 58-66). Em virtude das estruturas quimicas e sinais
caracteristicos evidenciados por RMN 'H e *C serem semelhantes em todos os oxadiazois
sintetizados, optou-se por discutir o assinalamento quimico e a confirmacdo estrutural
unicamente do oxadiazol (5B).

Nio foram observados no espectro de RMN de 'H da substancia (5B) (Figura 18), os
sinais caracteristicos do material de partida (N-acilidrazona), tais como; simpletos (1H) na
regido entre 8,01-9,08 ppm referente ao grupo imina (N=CH) e simpletos (1H) entre 11,50-
12,20 ppm atribuidos aos grupos amida (CONH). E possivel observar no espectro de RMN de

'H para a substancia 5B a presen¢a de um simpleto (1H) com deslocamento quimico em 7,08
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ppm, atribuido a um préton metinico, sinal caracteristico do nucleo oxadiazol. Esses dois dados,
em conjunto, indicam que o material de partida foi consumido, resultando no fechamento do
anel oxadiazodlico e confirmando a sintese do composto esperado. Neste espectro foram
observados dois simpletos (3H), o primeiro em 2,28 ppm (mais blindado) e o segundo em 2,35
ppm (menos blindado), relacionados a metilas de grupos acetil, sugerindo ter ocorrido a
acetilacdo no nitrogénio (iminico) e na hidroxila fendlica, respectivamente.

De acordo com a literatura, os oxadiazo6is possuem sinais de deslocamentos quimicos
bastante especificos no espectro de RMN de 'H. Entre esses sinais, destacam-se dois
caracteristicos: um relacionado aos protons metilicos do grupo acetil ligado ao nitrogénio
(quando este encontra-se acetilado), com deslocamento quimico na regido alifatica entre 2,27 e
2,30 ppm, e outro correspondente aos protons metinicos, observado na regido aromatica entre
7,17 e 7,63 ppm (OLIVEIRA et al. 2013).

O espectro do composto (5B) exibiu ainda diversos sinais na regido aromatica (6,84—

7,75 ppm), correspondentes aos protons dos anéis aromaticos.

Current Data Parameters

COUNUNMWOUEHOODVNNUOT T TM™MO n oo NAME EDU-05 OXA-3H-4Cl
MO MO ANANANANrEeA A O ™ N EXPNO 1
Ll e S e S S i S S S S S S S N N PROCNO 1
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Date_ 20240419
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DS 2
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AQ 3.2767999 sec
RG 101
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DE 10.69 use
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
SFO1 500.1330883 MHz
NUC1 1H
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| \ola| = of Pl 10.60 use
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Figura 18. Espectro de RMN de 'H (500 MHz; CDCl;) para o oxadiazol (5B), com expansdes nas
regides de 7,00 a 7,90 ppm.

Os dados espectrais de RMN de 'C da substincia 5B (Figura 19), evidenciam a
presenga de um sinal em 91,7 ppm, caracteristico para a ligagdo O-C-N, confirmando a
formagdo do nucleo 1,3,4-oxadiazol. Além disso, ha dois sinais na faixa de 21 ppm, referentes

a metilas e dois em & 168,09 e 6 169,24, que podem ser atribuidos a carbonilas, corroborando a
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hipotese da acetilagdo da hidroxila fendlica e de um dos nitrogénios do anel oxadiazolico. Além

desses sinais, observou-se ainda os demais, correspondentes a carbonos aromaticos, entre 120

e 155 ppm, aproximadamente.
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Figura 19. Espectro de RMN de *C (125 MHz; CDCls) para o oxadiazol (5B).

As informa¢des de RMN de 'H correspondentes aos compostos 4-6A ¢ 4-6B,

abrangendo constantes de acoplamento (J), deslocamentos quimicos (6, em ppm) e padrdes de

multiplicidade dos sinais, estdo descritas nas Tabelas 3 ¢ 4. J4 as informagdes de RMN de °C

estdo descritas nas Tabelas 5 e 6. Os intervalos de deslocamentos quimicos compartilhados por

todos os compostos desta série estdo ilustrados na estrutura geral, enquanto os deslocamentos

quimicos especificos estdo discriminados nas tabelas.
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos (6 em ppm) de RMN de 'H (500 MHz; CDCl;) para os 1,3,4-
oxadiazois (4-6A).

(o]
2,20-2,21 (s)

7,14-7,15 (s)
7,15-7,17 (s)

7,44-7,46 (m)
7,44-7,46 (m)
7,28-7,29 (dl; Jyy 11=7,6 Hz)

A,

2,32-2,33 (s)

o (ppm) de RMN de 'H (500 MHz)

Composto R
2 3 4 5 6
7,57 (dl, 7,71 (dl, 7,71 (dl,
4A 2H, 2H, i 2H, 7,57 (dl, 2H,
Jup=8,6 Jun=8,6 Jun=8,6 Ju,p=8,6 Hz)
Hz) Hz) Hz)
7,41 (dl,2H, 7,78 (dl, 2H, 7,78 (dl, 2H,
7,41 (dl, 2H,
5A Jun=8,6 Jun=8,6 - Jun=8,6
Ju,p=8,6 Hz)
Hz) Hz) Hz)
7,85*% (dd, 2H, 7,85 (dd, 2H,
7,12% 7,12%
6A Jup=8,9 Hz, Jup=8,9 Hz,
(m, 2H) (m, 2H)
Jur=5,3 Hz Jur=5,3 Hz

*Nao foi possivel identificar os sinais correspondentes ao acoplamento H-F

41| Pagina



Tabela 4. Deslocamentos quimicos (6 em ppm) de RMN de 'H (500 MHz; CDCIl;) para os 1,3,4-
oxadiazdis (4-6B).

o]
2,20-2,28 (s)/(
N——N
7,00-7,10 (s) |
6,84-7,15 (m/ddl; Jy 5=8,0; Jyy y=2,0)
(¢} R

7,24-7,41 (ﬂ; Jl[,ﬂ=8’0)
7,00-7,36 ((lt; J","=8,0; Ju’u=2,0)

2,30-2,35 (s)

o (ppm) de RMN de 'H (500 MHz)

Composto R
2 3 4 5 6
7.8 @l 595 (1, 775(dl, 7,58 (dl, 21,
4B s 2H Jun= 2H, Jiw—  Jii= 8.6
TSP % 6 Hz 8,6 Hz Hz)
Hz)
7,43 (dl, 7,82 (dl, 2H, 7,82 (dl, 7,43 (dl, 2H,
2H, Jup= Jup= 8,5 2H, Jun= Jup= 8,5
5B
8,5 Hz) Hz) 8,5 Hz) Hz)
7,16* 7,91%* 7,91%* 7,16*
(m,2H)  (m, 2H) (m, 2H) (m, 2H)
6B

*Nao foi possivel identificar os sinais correspondentes ao acoplamento H-F

Nao foi possivel observar e atribuir as multiplicidades correspondentes ao acoplamento
H-F para os hidrogénios das substancias 6A e 6B, devido os sinais estarem muito largos e com

sobreposi¢do, no espectro de RMN de 'H.
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Tabela 5. Deslocamentos quimicos (8§ em ppm) de RMN de *C (125 MHz; CDCl;) para os 1,3,4-

oxadiazois (4-6A).

o
20,97-21,25

90,00-92,00
125-00-129,00

125-00-129,00
125-00-129,00
120-00-121,00

20,97-21,25 0

d (ppm) de RMN de *C (125 MHz)

Composto R
C1 C2 C3 C4 Cs Co
4A 133,69 132,13 128,36 126,19 128,36 132,13
SA 137,91 129,16 128,21 123,65 128,21 129,16
6A 15498 116,02 129,18 123,67 112,26 116,19
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Tabela 6. Deslocamentos quimicos (8§ em ppm) de RMN de *C (125 MHz; CDCls) para os 1,3,4-
oxadiazdis (4-6B).

@)

21,12-21,45%

91,61-92-21
123,00-128,34

128,00-129,00
118,00-119,00

117,00-119,00

O O
168-09-169,24

21,12-21,45

3 (ppm) de RMN de '*C (125 MHz)

Composto R
C1 C2 C3 C4 C5 Co

4B 137,62 128,49 130,20 132,07 130,20 128,49
SB 137,96 12834 129,13 129,84 129,13 128,34
6B 155,04 115,92 12937 12930 129,82 115,92

Ao todo, foram sintetizados seis oxadiazois (4-6A e 4-6B) com rendimentos entre 16-
50%. O mecanismo provavel da reag@o ¢ descrito no esquema 5. O par de elétrons do nitrogénio
ataca o carbono da carbonila do anidrido acético, em seguida o par de elétrons da dupla liga¢ao
vai em direcdo ao oxigénio. Na proxima etapa a carbonila ¢ regenerada e ocorre a saida do
grupo abandonador. Para entdo ocorrer o fechamento do anel oxadiazdlico, com o par de
elétrons do nitrogénio atacando o carbono imino e o par de elétrons da dupla deslocando-se em
dire¢do ao nitrogénio restabelecendo sua eletroneutralidade e fechando o anel. O hidrogénio do

nitrogénio € retirado por uma base presente no meio, e o par de elétrons vai em direcdo ao
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oxigénio, fazendo a ligagdo C=N, e empurrando o par de elétrons em direcdo ao oxigénio
restaurando sua eletroneutralidade. Uma segunda acetilagdo ¢ possivel, na hidroxila livre e

segue 0 mesmo mecanismo aqui descrito.

H

" v
@A\MTR L= () -
| \ - o) 100°C ) I o 4

R m

A -R=0-OH: m-H: p-H
B - R = 0-H: m-OH: p-H
C-R=-OCHz:; m-OH: p-H

H1COC, H3COC,
Y W SN

2-R= -%O—C‘ H |
3-R= ;@—F (;Xo)\rz‘__‘

\
N—N
S
o R
/\:f
COCH3 QT‘TH N o:<
COCH3 CHs

Esquema 5. Mecanismo provavel para sintese dos oxadiazois a partir de N-acilidrazonas

4.4. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As substancias sintetizadas foram testadas para determinar sua atividade antibidtica
contra cepas bacterianas padrdo, incluindo a Gram-positiva Staphylococcus aureus
(NEWP0023) e a Gram-negativa Escherichia coli (NEWP0022), utilizando o método de
microdilui¢do em caldo. Os valores de concentragdo minima inibitéria (CMI), expressos em
pg-mL™", estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Valores de Concentragio Minima Inibitéria (CMI, em pg.mL"') para as substincias
sintetizadas.

Concentracao Minima Inibitoria CMI

Ar o (ng. mL™")
Substancia S. aureus E.coli
NEWP0023 NEWP0022
1A 250 >250
2A 250 >250
3A 125 >250
1B 250 >250
2B >500 >250
3B >500 >250
4A 125 >250
5A >500 >250
6A 62,5 >250
4B 125 >250
5B >500 >250
6B >500 >250
Gentamicina <0,5 <0,5
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Todas as N-acilidrazonas obtidas apresentaram baixa atividade frente S. aureus e E.
coli. Entretanto, foi possivel observar que para os derivados fluorados houve uma grande
diferencga de valor de CMI entre os compostos 3A (com a hidroxila fendlica orto ao grupo imina)
e 3B (hidroxila em meta). Para os oxadiazois, apenas o composto 6A apresentou atividade
moderada contra S. aureus, contudo também foi possivel observar que a posi¢ao da hidroxila
fenolica acetilada e o tipo de halogénio influenciaram a atividade. Os compostos bromados (4A
e 4B) e os compostos clorados (SA e 5B) ndo sofreram influéncia da posi¢do da hidroxila,
entretanto os derivados contendo Br foram mais ativos que os contendo Cl. J4 para os
oxadiazois contendo flior, a posi¢do da hidroxila acetilada foi determinante, ja4 que para o
composto 6A, derivado do salicilaldeido, a CMI foi de 62,5 pg-mL™", enquanto que para o 6B,

derivado do 3-hidroxibenzaldeido, foi >500 pg-mL™", uma diferenca consideravel.
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CONCLUSOES
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5. CONCLUSOES

Neste estudo, seis N-acilidrazonas (1-3A e 1-3B) foram sintetizadas através da reacao
de condensag¢do entre aldeidos (3-hidroxibenzaldeido ou salicilaldeido), e benzoidrazidas (4-
fluorbenzoica, 4-clorobenzoica, 4-bromobenzdica), com rendimentos quantitativos. A partir
das N-acilidrazonas, foram sintetizados seis 1,3,4-oxadiaz6is inéditos (4-6A e 4-6B) por meio
de uma reacao de ciclizag¢do oxidativa com anidrido acético, com rendimentos variando de 16%
a 50%. A caracterizagdo estrutural desses compostos foi realizada por RMN de 'H e *C.

A sintese dos oxadiazois (4-6A e 4-6B) apresentou desafios significativos. A reagdo de
ciclizacdo oxidativa necessaria para a formagdo da estrutura heterociclica, envolveu o uso de
anidrido acético, o que exigiu condi¢cdes controladas para evitar a formacao de subprodutos
indesejaveis e garantir a eficiéncia da reagdo. Além disso, a baixa solubilidade de alguns
intermediarios se mostrou um empecilho durante a sintese. Esses desafios exigiram otimizag¢des
no procedimento experimental, como controle rigoroso da temperatura e do tempo de reacao,
além de uma andlise cuidadosa das condi¢des de purificacio.

Outro obstaculo relevante foi a degradagdo dos oxadiazéis logo apos a sintese, com
muitos dos compostos mostrando instabilidade notavel durante a separacdo cromatografica. Em
varios casos, a degradag¢do ocorreu apds a sintese, durante a cromatografia, dificultando ainda
mais a obten¢do dos compostos puros e exigindo ajustes cuidadosos nos métodos de purificagao
para minimizar perdas.

A atividade antibidtica das substancias foi testada contra as cepas bacterianas padrao
Staphylococcus aureus (NEWP0023) e Escherichia coli (NEWP0022), utilizando o método de
microdilui¢do em caldo. Os resultados mostraram que entre os 12 compostos sintetizados,
apenas o oxadiazol 6A, derivado do salicilaldeido e da hidrazida 4-fluorbenzdica, apresentou
atividade moderada frente a S. aureus, com MIC de 62,5 ng-mL". Foi possivel verificar que,
para os oxadiazdis, a posi¢do da hidroxila fenolica (acetilada no produto final) e o tipo de
halogénio interferiu na atividade bioldgica, o que foi interessante, mesmo sendo um conjunto

pequeno de compostos.
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A 17. Espectro de RMN de 'H do acetato de 3-(3-acetil-5-(4-fluorfenil)-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol-2-
iD)fenila (6B) em CDCls.
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A 18. Espectro de RMN de "°C acetato de 3-(3-acetil-5-(4-fluorfenil)-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol-2-
iD)fenila (6B) em CDCls.
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