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RESUMO

Neste trabalho realizou-se a sintese de 1,2,4-oxadiazois, que constituem um grupo
de compostos conhecidos por apresentarem diversas atividades biologicas. Procedeu-se
a sintese a partir de reacdes entre arilamidoximas e L-aminoacidos com seu grupamento
amino protegido, utilizando irradiagdo de microondas sem a utilizagdo de solvente,
comparando com a sintese realizada em presenca de solvente. As arilamidoximas
utiizadas foram a benzamidoxima, 4-clorobenzamidoxima, 4-toluilamidoxima, 4-
metoxibenzamidoxima, 4-nitrobenzamidoxima, e os aminoacidos associados foram L-
alanina, L-fenilalanina e L-metionina. Tais compostos foram analisados por
espectrometria no 1V, RMN*H e RMN*® C, onde se confirmou a obtencdo dos compostos
de interesse. Os rendimentos obtidos foram considerados bons (52% a 72%), sendo que
alguns compostos tiveram rendimentos menores quando comparados com 0S
rendimentos dos compostos sintetizados com uso de solvente. A toxicidade foi avaliada
pela técnica de crescimento micelial radial utilizando o fungo Aspergillus niger
comumente encontrado no meio ambiente utilizado frequentemente como bioindicador e
altamente resistente a compostos téxicos. Para a interpretacdo dos resultados foram
utilizados espectroscopia de infravermelho, andlise multivariada e quimiometria.
Utilizando a Matriz de Leopold foi possivel prever as acfes impactantes provocadas no
ambiente com a realizacdo da sintese bem como desenvolver acdes corretivas. As
curvas de crescimento micelial radial apresentaram o comportamento trifasico. O
composto 4-clorobenzamidoxima combinado com a L-alanina apresentou maior efeito
fungistatico na concentracdo de 2,0x10“ mol L™, j& com os derivados da L-fenilalanina e
da 4-toluilamidoxima o maior efeito fungistatico foi na concentracéo de 5,0x10™* mol L™, e
com a L-metionina e a 4-clorobenzamidoxima ocorreu o maior efeito fungistatico na
concentracdo de 4,0x10™ mol L. Na realizagdo da busca sistematica, pode-se prever
que nos compostos sintetizados utilizando a condensacdo entre arilamidoximas
substituidas e a L- alanina ocorre predominio dos parametros eletrdnicos e estéricos,
enquanto que com a L-fenilalanina e L-metionina ocorre uma interagdo entre parametros
hidrofébicos, estéricos e eletronicos. Na tentativa de obter um bom modelo utilizando a
quimiometria, foram relacionados pequenos fragmentos da molécula.

Palavras chaves: 1,2,4-oxadiazois, micro-ondas, quimica verde, quimiometria.



ABSTRACT

This work was carried out the synthesis of 1,2,4-oxadiazoles, which are a group of
compounds known to have various biological activities. This was the synthesis from
reactions between arylamidoximes and L-amino acids with their amino group protected,
using the microwave irradiation without the use of solvent, compared with synthesis
performed in presence of solvent. The arylamidoximes were used to benzamidoxime, 4-
chlorobenzamidoxime, 4-tolylamidoxima, 4-methoxybenzomidoxime e 4-
nitrobenzamidoxime, and the associated amino acids were L-alanine, L-phenylalanine
and L-methionine. These compounds were analyzed by spectrometry at IR, *H NMR and
13C NMR, which was confirmed to obtain the compounds of interest. The yields obtained
were considered good (52% to 72%), with some compounds had lower incomes
compared to the yields of the compounds synthesized with the use of solvent, but one
should take into account the time taken for completion of the reaction and no generation
of waste. The toxicity was evaluated by the technique of radial mycelial growth using the
fungus Aspergillus niger commonly found in the environment often used as bioindicators
and highly resistant to toxic compounds. For the interpretation of results were used for
infrared spectroscopy, multivariate analysis and chemometrics. Using the Leopold Matrix
was possible to predict the actions impacting the environment due to the implementation
of the synthesis and to develop corrective actions. The curves of growth radial mycelial
were presented the three-phase behavior. The compound 4-chlorobenzamidoxime
combined with L-alanine presented larger fungistatic effect on the concentration of
2.0x10™ mol L™, with the derivatives of L-phenylalanine and of the tolylamidoxime the
greater fungistatic effect went in to concentration of 5.0x10™* mol L™, and with the L-
methionine and the 4-chlorobenzamidoxime it happened was greater fungistatic effect in
the concentration of 4.0x10® mol L-*. In the conduct of systematic search, can be
expected that the compounds synthesized using the condensation between
arilamidoximes replaced and L-alanine is predominantly the electronic and steric
parameters, whereas with L-phenylalanine and L-methionine is a hydrophobic interaction
between parameters, steric and electronics. In an attempt to obtain a good model using
chemometrics, they were related to small fragments of the molecule.

Keywords: 1,2,4-oxadiazoles, microwave, green chemistry, chemometrics.
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1 INTRODUCAO

Sintetizar compostos utilizando tecnologias limpas € importante, pois cada vez
mais ha uma maior preocupacdo em relacdo a reducdo ou eliminacdo do uso ou
geracdo de produtos, sub-produtos, solventes, reagentes, que sd0 nocivos a saude
humana ou ao ambiente. A utilizagdo do forno de micro-ondas possibilita desenvolver
reacoes livres de solventes, sendo esta tecnologia ja relativamente explorada em
aplicacdes industriais. Tais aplicacdes estdo, gradativamente, sendo incorporadas ao
meio académico, no ensino e na pesquisa®?

Os derivados dos 1,2,4-oxadiazois constituem um grupo de compostos de grande
relevancia, sendo bastante explorada a sua sintese e a aplicacdo de determinadas
funcdes bioldgicas. Isto se deve ao fato de muitos destes compostos, ja conhecidos e
testados, possuirem atividades, tais como: analgésica®, anti-inflamatéria®,
antimicrobiana®, antiviral®, pesticida e inseticida’®, bloqueadoras de atividade B-
adrenoreceptora, entre outras.

A preparacdo dos compostos 1,2,4-oxadiazois derivados de aminoacidos e
arilamidoximas é de grande importancia pois, além dos mesmos poderem vir a ter
atividades biolégicas, podem ser preparados em poucas etapas sintéticas, com
matérias-primas abundantes e de baixo custo e implementacdo de tecnologia de
producdo limpa como a tabela de impacto de Leopold para podermos quantificar o
impacto ambiental causado com este projeto.

Um dos objetivos deste trabalho foi sintetizar 1,2,4 oxadiazois, substituidos na
posicéo 5, partindo de arilamidoximas com L-aminoacidos com seu grupamento amino
protegido utilizando forno de micro-ondas, ou seja, sem a utilizagdo de solvente
organico comparando com o método tradicional que utiliza solvente na sintese
implantando um dos principios da quimica verde como mostrado na Figura 1 e
identificar as acdes impactantes causadas por esses dois métodos utilizando a Matriz

de Leopold.
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Ar.__NH; ~ HOOC.__ R Ar N
I . Microondas / \
N_ NHCOOEt sem solvente, N R
OH DCC "0
la-e 2a-C NHCOOEt
Ar R 3a-c
a: Ph a: CHs
b: p-CIPh b: CHzPh
c: p-CH3Ph c: CH,CH,SCH3
d: p-CH3OPh
e: p-NO2Ph

Figura 1 - Sintese dos 1,2,4-oxadiazois utilizando irradiagdo de micro-ondas.

Outro objetivo foi a determinacéo da atividade bioldgica destes compostos usando
Aspergillus niger como agente bioldgico e testar a toxicidade dos compostos

sintetizados, aplicando regras de QSAR classico e Infravermelho, analise multivariada e

quimiometria, ferramenta esté tecnologia limpa.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Quimica verde

A quimica tem uma grande participacdo nos dias atuais com inUmeros produtos
fundamentais a humanidade, dentre os principios da necessidade tem-se como regra
de que a quimica deve manter a qualidade de vida. O grande desafio € a continuidade
do desenvolvimento, diminuindo os danos causados ao meio ambiente. 2

A gquimica verde tem a preocupacao do desenvolvimento de tecnologias que
pode ser definida como o desenho, desenvolvimento e implementacdo de produtos e
processos para reduzir ou eliminar o uso ou a geracao de substancias nocivas a saude
humana e ao ambiente™.

A emergéncia da quimica verde na educacdo e na pesquisa esta sendo
suportada por sociedades cientificas, governos e industrias™™.

Basicamente ha doze topicos a serem seguidos quando se quer implementar a
quimica verde em uma instituicdo de ensino, pesquisa ou inddstria®?:

e Evitar a producéo de residuo € melhor do que trata-lo apds a sua geracao;

e Desenhar metodologias sintéticas que possam maximizar a incorporacao de todos
0S materiais de partida no produto final;

e A sintese de um produto quimico deve utilizar e gerar substancias que possuam
pouca ou henhuma toxicidade a saude humana e ao ambiente;

o Os produtos quimicos devem ser desenvolvidos para a funcdo desejada,
apresentando a menor toxicidade possivel,

o A utilizacdo de substéancias auxiliares, como solventes, deve ser evitada quando
possivel;

o A energia utilizada precisa ser reconhecida pelos seus impactos ambientais e
econdmicos e deve ser minimizada. Se possivel 0os processos devem ser conduzidos a
temperatura e pressao ambiente;

e A utilizagdo de matérias-primas renovaveis deve ser escolhida em detrimento de

fonte ndo renovaveis;
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o A derivatizacdo, ou seja, uso de reagentes bloqueadores, de protecdo ou
modificadores temporarios, deve ser evitada, pois requerem reagentes adicionais e
podem gerar produtos indesejaveis;

¢ Reagentes cataliticos sdo melhores que estequiométricos

e  Os produtos quimicos precisam ser desenhados de tal modo que no fim de sua
funcdo ndo persistam no meio ambiente e sejam indcuos;

o E necessario o desenvolvimento de metodologias analiticas que viabilizem um
monitoramento e controle do processo, em tempo real, antes da formacao de
substancias toxicas;

e As substancias utilizadas devem ser escolhidas a fim de minimizar o potencial para
acidentes quimicos tais como explosdes e incéndios™

Os produtos ou processos da quimica verde podem ser divididos em trés
grandes grupos: o uso de fontes renovaveis ou recicladas de matéria-prima; aumento
da eficiéncia de energia, ou a utilizacdo de menos energia para produzir a mesma ou
maior quantidade de produto; evitar o uso de substancias persistentes, bioacumulativas
e toxicas™.

Esta idéia ética e politicamente poderosa, representa a suposicdo de que
processos quimicos que geram problemas ambientais possam ser substituidos por
alternativas menos poluentes ou ndo poluentes.

Assim, a adocao da quimica verde é s6 mais uma das iniciativas para a prevencao
poluicdo desenfreada. Este novo pensamento incentiva tal combinacdo para a
implementag&o da quimica verde nos curriculos e na pratica cientifica, bem como em

escala comercial e industrial*®.

2.1.1 Tecnologias limpas

A utilizacdo de técnicas quimicas e metodologias que reduzem ou eliminem o
uso ou geracdo de reservas (estoques de produtos téxicos), produtos, sub-produtos,
solventes, reagentes, que sdo nocivos a saude humana ou ao ambiente constitui uma
definicdo do Green Chemistry (Quimica Verde ou Quimica Sustentavel). Este conceito,
que pode ser atribuido a tecnologia limpa ja é relativamente comum em aplicacdes

industriais, especialmente em paises com industria quimica bastante desenvolvida e
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gue apresentem controle rigoroso na emissao de poluentes e vem, gradativamente,
sendo incorporado ao meio académico no ensino e na pesquisa®®.

Via de regra, tecnologias limpas sdo atividades desenvolvidas com o objetivo de
reduzir a poluicdo, o lixo, o0 consumo de energia, o0 abuso de agua e a agressao a
natureza. A grande vantagem das tecnologias “limpas” esta na possibilidade de reverter
custo em beneficio, ou seja, 0 que seria antes tratado como um problema (gastos
adicionais para evitar emissfes ou para pagar compensacfes, caso a reducdo de
emissfes nao seja técnica ou economicamente viavel) passa a ser uma vantagem
(ganhos de rendimento ou produtividade). As circunstancias que levam a adocao das
tecnologias limpas e otimizacdo de processos estdo normalmente associadas a
industrias de processo continuo, onde a reducdo de efluentes pode representar uma
economia consideravel de custos™®.

Tecnologia limpa, prevencéao primaria, reducao na fonte, quimica ambientalmente
benigna foram termos que surgiram para definir esta importante idéia, associado ao
desenvolvimento na quimica com o objetivo cada vez mais buscado pelo homem

moderno: o desenvolvimento auto-sustentavel*.

2.1.2. Avaliagdes qualitativas e quantitativas de impactos ambientais utilizando o

método “Matriz de Leopold”

2.1.2.1. Matriz de Leopold

A Matriz de Impactos, ou Matriz de Correlacdo Causa x Efeito, foi inicialmente
proposta por Leopold e colaboradores em 19717, e vem sendo alterada e aperfeicoada,
com o intuito de melhor adequé-la aos objetivos do Estudo de Impacto Ambiental.

A Matriz de Leopold, com diversas variantes, tem sido utilizada em Estudos de
Impactos Ambientais, procurando associar os impactos de uma determinada acao de
um empreendimento com as diversas caracteristicas ambientais de sua area de
influéncia.

Conforme Tommasi*®, 0 método da matriz de Leopold permite uma rapida
identificacdo, ainda que preliminar, dos problemas ambientais envolvidos num dado
projeto. E bastante abrangente, pois envolve aspectos fisicos, biologicos e sécio-

econdmicos. Apresenta, porém, desvantagens, como por exemplo, ndo permite avaliar
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a frequéncia das interacdes nem fazer projecdes no tempo e apresenta grande
subjetividade, sem identificar impactos indiretos nem de segunda ordem.

2.10 Micro-ondas

As micro-ondas séo radiacfes eletromagnéticas ndo ionizante, que possuem uma
frequéncia que vai de 300 a 300.000 MHNnz e que corresponde a comprimentos de onda
de 1 mm a 1 m. A regido de micro-ondas situa-se entre a regido do infravermelho e

ondas de radio no espectro eletromagnético’® conforme mostrado na Figura 2.

Comprimento de
| | l | | | | | |

103 Lot 1o 1o’ 10* 107 10 o o' 10%

onda, A (nm)

Frequéncia, v (Hz) | | | 1 | | | | | |
Lo 108 Lo Lo 1o Lo [0® Loe Lo+ 1

Visivel

. . Raios Raios

Raios Ratos - Microondas  Ondas de
g v :

gama X A | IV

radio

Tipo de radiacdo
Alta energia Baixa energia

Figura 2 — Demonstracédo do espectroelétromagnético

A utilizacdo do forno de micro-ondas em guimica analitica jA € conhecido desde os
anos 70, sendo que entre as suas aplicagcbes mais importantes encontram-se: digestéo
de amostras para andlise elementar, a extracdo de diversas substancias e a dessorcdo
térmica de varios compostos. Na sintese organica os primeiros relatos da utilizacédo do

forno de micro-ondas foi em 1986 °.

Recentemente a utilizacdo da irradiagdo de micro-ondas em sintese organica, tem
expandido o numero de artigos cientifico relatados na literatura envolvendo a sintese de
heterociclicos. A técnica tem sido aplicada a diversas reacdes organicas, entre elas
podem-se citar, oxidagao, reducéo, esterificacao, protecdo e desprotecao, cicloadicao,

condensacao, alquilacdo, substituicdo nucleofilica e muitas outras .
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Recentes avangos nas sinteses organicas catalisadas por sélidos &cidos e basicos
com a irradiacdo micro-ondas permitem que muitas reacdes sejam feitas na auséncia

de quaisquer solventes organicos .

O aquecimento por micro-ondas € completamente diferente daquele que ocorre
em um forno de cozinha convencional, onde o aquecimento ocorre por conducao,
irradiacdo e convecgdo. O aquecimento por micro-ondas € também chamado de
aguecimento dielétrico, e existem dois mecanismos principais para a transformacéo de

energia em calor %,

O primeiro deles é chamado rotacao dipolo, e relaciona-se com o alinhamento das
moléculas (que tem dipolos permanentes ou induzidos) com o campo elétrico aplicado.
Quando o campo é removido as moléculas voltam a um estado desordenado, e a
energia que foi absorvida para esta orientacéo esta nos dipolos é dissipada na forma de

calor %%,

O segundo mecanismo é chamado de conducao idnica, e o calor é gerado atraves
de perdas por friccdo, que acontecem através da migracdo de ions dissolvidos quando
sob acdo de um campo eletromagnético. Estas perdas dependem do tamanho, carga,

condutividade dos fons dissolvidos e interacéo destes ltimos com o solvente .

O fator de perda dielétrica mede a eficiéncia da conversédo de energia em calor. A
constante dielétrica da substancia é uma medida que indica sua polaridade, que
significa a habilidade de uma amostra converter radiacdo eletromagnética em calor, ou
seja, quanto maior a constante dielétrica mais a substancia € aquecida por micro-

ondas?®*,

Em geral, substancias polares absorvem bem micro-ondas (como &gua,
acetonitrila, etanol), enquanto que substancias menos polares (hidrocarbonetos
alifaticos ou aroméaticos) ou substancias com momento de dipolo nulo absorvem micro-

ondas fracamente?*,

Os primeiros relatos de reagdes organicas conduzidas em forno de micro-ondas

surgiram em 1986 em dois trabalhos independentes de Gedye?® e Guigere?®.
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As reacbes foram conduzidas em um frasco selado com uma comparagdo com
aquecimento convencional como mostra a Figura 3. Uma notavel reduc¢do no tempo de

reacdo foi observada, embora n&o tenha havido um controle de pressdo?.

COMe  Microondas Aq. Cléssico

CO,Me MeO,C
2 z 87% 67%
. ‘ o 10 min 4n
p-ileno 325<361°C  138°C
Me0,C
5 6

4

Microondas ~ Ag. Classico
62% 85%
15 min 12h
400<425°C 180°C

Microondas  Ag. Classico

40% 40%
KMnO4 5 min 25 min

9
o @ C
O Na OCH,Ph . fe
Microondas  Aqg. Classico
93% 89%
+ 4 min 16h
CN
11 12

CN

Figura 3 - Comparagéo entre micro-ondas e aquecimento convencional.

O uso do micro-ondas tem sido apontado como um procedimento de quimica
verde, ja que ndo € utilizado um solvente na reacdo, o que elimina a necessidade de
reciclar, descartar e manipular um solvente organico. Também tem-se mostrado grande
vantagem em termos de rendimento, tempo e menor formagéo de subprodutos.?’

As principais vantagens da utilizacdo de energia de micro-ondas sobre o
aquecimento convencional para uma reagao quimica seriam:

= As taxas de aquecimento em uma reacado onde alguma substancia presente

absorva bem micro-ondas sdo muito maiores que no aquecimento
convencional,

= O reator ou recipiente da reacdo pode ser transparente as micro-ondas, a

energia é absorvida somente pelos reagentes ou solventes;
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= A energia é transferida diretamente para a amostra, ndo havendo contato fisico

com a fonte de aquecimento;

= A possibilidade de maiores rendimentos, maior seletividade e menor

decomposicédo térmica, vantagens bem documentadas na literatura para varias
reacdes organicas em sistemas homogéneos e heterogéneos '.

Um exemplo de reagdo conduzida em micro-ondas é a da reacdo de sintese do
acido alfa-iodo-acético, segundo Trainor e colaboradores®®, comparacdes entre forno
micro-ondas e convencional foram relatadas por Loupy e colaboradores®®, em uma
revisdo sobre o uso de micro-ondas sem o uso de solventes, outro exemplo
interessante foi a saponificacdo de ésteres, conduzida em auséncia de solvente com
catélise por transferéncia de fase.

Algumas reaces tipo Wittig (Wittig-Horner)® ja foram conduzidas em forno de
micro-ondas de cozinha em um frasco aberto, na auséncia de solvente e sem
preocupacao com umidade conforme descrito na Figura 4.

As reactes de deslocamento direto também foram conduzidas com sucesso com
aguecimento por micro-ondas em auséncia de solvente organico, o aquecimento

convencional levou ao mesmo rendimento, porém levou dez horas.

H COoEt
j T

microondas

+ (Ph)s3P—=CHCOEt ————
150 W
20 min

Tf=210°C E/Zz=2:1
67%
14 15 16

Ag. convencional: 58% /10 h/ 170°C

Figura 4 — Reacdo tipo Wittig em forno de micro-ondas de cozinha.

Aquecimento por micro-ondas é uma forma atraente de conduzir reacfes
organicas pela grande reducéo nos tempos de reagéo e bons rendimentos.
A técnica é promissora do ponto de vista industrial, ja existindo varios reatores em

uma escala de laboratoérios.
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2.11 1,2,4 Oxadiazois

Foi dada énfase para a sintese de Oxadiazois com grupos funcionais ligados nos
carbonos C-3 ou C-5 do anel 1,2,4-oxadiazol, que constituem uma importante classe de
compostos pelo fato de muitos deles possuirem atividades biologicas tais como
antimicrobiano®, antiviral®, pesticida, inseticida®’, bloqueadora da atividade beta
adrenoreceptora entre outras.

Alguns dos compostos mais existentes como analgésico e antiinflamatorio sé&o
acidos propidnicos derivados de 1,2,4-Oxadiazois, como o lbuprofeno e Naproxeno®.
Um destes acidos, o &acido 3-[3-(fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propibnico (POPA),
apresenta uma significante atividade analgésica e anti-inflamatoria observada apos

1
| 3

administracdo oral °*. A estrutura quimica do acido 3-[3-(fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]

propidnico (POPA), pode ser observada na Figura 5.

N

N\>\\

@) CH>,CH,COOH
17

Figura 5 — Estrutura quimica do &cido 3-[3-(fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i]] propidnico
(POPA).
Alguns oxadiazois sao utilizados como pesticidas, especialmente como

32,33

inseticidas e acaricidas®”°, conforme as estruturas dos compostos 18 e 19

apresentados na Figura 6.
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Figura 6 - Estrutura quimica de pesticidas 3-arilalquenil-1,2,4-oxadiazois.

3

Os oxadiazois podem ser utilizados como agentes antivirais*** como mostra-se nos

compostos 20 e 21 da Figura 7.

R! R®

\J 2 Me
l\{/»YO R Me o

o e A -

20 21

Figura 7 - Estrutura quimica de agentes antivirais, [4-(isoxazolilalcoxi)fenil]-1,2,4-

oxadiazois 20 e 21

Varios métodos de obtencdo dos 1,2,4- oxadiazois sdo descritos na literatura.
Sokolov e colaboradores®. prepararam 1,2,4-oxadiazois através da reacéo da lactona
1,4-benzodioxin-2(3H)-ona com amidoximas em um solvente polar aprético tal como
DMSO(dimetilsulféxido) ou dioxano a 90-140°C. Uma sintese geral e eficiente de 1,2,4-
oxadiazois também foi descrita por Buscemi e colaboradores®. A sintese e reacdo de
oxadiazois litiados foi revisada por Grimmet e Iddon®. Outras sinteses de oxadiazois
sob condi¢cdes de irradiacdo de micro-ondas também foi estudada por Oussaid e

3839 Oussaid e colaboradores®’

colaboradores.®” e Srivastava e colaboradores
descreveram a preparacao de 1,2,4 oxadiazois 24 e 26 através de dois métodos: A) a
oxima 22 reage com acetato de isopropenila 23 na presenca de KSF sob irradiacéo de
micro-ondas (2-9 minutos) (Figura 8); B) a amidoxima O-acilada 25 absorvida em

alumina foi irradiada em um forno comercial por 5-10 minutos (Figura 9).

R NH
N OH HsC~ ~O  ~CHs microondas o~ “CHa
22 23 24
CH>

CH;
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Figura 8 - Preparacao dos 1,2,4-oxadiazois 24 sob o Método A.

O— I\K O—N
Al,O3 \
RJ 3 R! » /4
\\O N/H microondas R \N>\ R!
2
26

25
CH;
r=/ \, |
- ooy
Rl= Me,t-Bu, Ph, @ , @ , /@
NH-

Figura 9 - Preparacao dos 1,2,4 oxadiazois 26 método B.

Oliveira e colaboradores®. propuseram sintetizar oito novos compostos, 3-aril-5-
[(tien-3-i)]-1,2,4-0xadiazois 30 a partir de arilamidoximas 27, para obtencdo, por

aguecimento, dos 1,2,4 oxadiazois conforme relacionados na Figura 10.

Ar__NH; CH,CO-H Ar___NH; Ar
I . // § DCC /N, I o /TS 77N —
N S CHZCIZ, ta N\ W N M)
“OH o 7 0 7
27 28 29 30

Ar = Ph; 2-CH3Ph; 3-CHsPh; 4-CHgPh; 4-CIPh; 4-BrPh; 4-CHzOPh; 4-NO,Ph

Figura 10 - Sintese 1,2,4 oxadiazol com radical metiltienil no C-5.

A idéia que motivou o trabalho surgiu, segundo Oliveira e colaboradores “°, devido
ao fato de a literatura citar que radicais tienila proporcionam atividades farmacoldégicas,
nao sendo, no entanto, comum a juncdo desses radicais aos 1,2,4 oxadiazois. Os
autores obtiveram rendimentos médios de 80%, ndo tendo porém, investigado as

atividades bioldgicas dos compostos obtidos.
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Derivados de ftalimidas ja mostraram ter atividades antitumoral, hipolipidémica e
anticonvulsivante, entre outras. Devido a importancia comprovada destes derivados e
dos 1,2,4 oxadiazois, Antunes e colaboradores *'. decidiram sintetizar 1,2,4 oxadiazois
ligados a derivados da ftalimida, conforme Figura 11, com a finalidade de melhorar
suas respectivas atividades. Segundo os autores, resultados preliminares indicavam
que alguns destes compostos apresentavam boa atividade analgésica conforme o

modelo no composto 33 da Figura 11.

Ar._NH,

i i I N

OH §
@30 + NH,CH,COOH —> NCH,COOH —— > NCHZ% _N
DCC, THF o

A\ A\ A\
(0]

0]
31 32 33

Ar = 2-CH3Ph; 4-CHsPh; 4-CIPh; 4-BrPh; 4-CH30Ph; 4-NO,Ph
Figura 11 - Sintese de 1,2,4-oxadiazois 33 derivados da ftalimida 31.

Srivastava e colaboradores** descreveram a sintese de seis 3-aril-5-(propil)-
4,5 dihidro-1,2,4-oxadiazois 35a-f a partir de arilamidoximas 34a-f e butiraldeido 35 com
rendimentos de 59 a 89%, conforme esquema demonstrado na Figura 12. A oxidacéo
dos compostos 36a-f com MnO, em CH,Cl, ou com NaOCl em THF/H,0O, formaram os
1,2,4-oxadiazois 37a-f com bons rendimentos (74 a 95%). Testes de atividade anti-
inflamatéria foram realizados com os compostos 37a-f, com excecdo do composto 37e,
todos os outros compostos possuiram atividade anti-inflamatoria. Os cinco compostos
possuem propriedades anti-inflamatorias inferiores a aspirina, mas os resultados sdo
comparaveis com as 3-aril-5-isopropil-1,2,4-oxadiazois descritos anteriormente pelo

mesmo autor e seus colaboradores®.
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NH; A

~._ r
| + C3H7CHO Eﬁ_tlog' yNH Mnoz }
N ? N )\ X
OH ~0~ (CH2)2CHs NaOCI (CH2)2CHy
34a-f 35 36a-f 37a-f

Ar = a) Ph; b) 2-CHgPh; ¢) 3-CH3Ph; d) 4-CHgPh; €) 4- CIPh; f) 4-CH3OPh

Figura 12- Sintese de 1,2,4-oxadiazois a partir de benzamidoximas e isobutiraldeido.

Recentes pesquisas relataram atividade inibitéria da monoamino oxidase com
consequente acdo antidepressiva e ansiolitica. Por outro lado, € comprovado, na
literatura que a melhoria das propriedades farmacolégicas de certos farmacos é
obtida por latenciacéo. Estes sao acoplados a aminoacidos que parecem ter facilidade
em penetrar nas células, sem contudo serem téxicos. Estas constatacfes motivaram
Leite e colaboradores™. a elaborarem uma colecdo de derivados oxadiazois contendo
uma por¢cdo aminoacida. O derivado 3-] 3-(fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propandico foi
condensado aos aminoéacido L-fenilalanina, valina e isoleucina em meio basico, usando
DMF(dimetilformamida) como solvente.

Melo e colaboradores*propuseram uma sintese facil e eficiente de 3-aril-5[(1s)-t-
butiloxicarbonil-1-amino-(2s)-metil-1butil)]1,2,4 oxadiazois (4a-f) e 3-fenil-5-(1s)-t-
butiloxicarbonil-1- etil]-1,2,4 oxadiazol partindo de arilamidoximas, L-isoleucinas, L-
alanina de acordo com o esquema mostrado na Figura 13. As estruturas dos
intermediarios e compostos finais foram determinadas a partir de dados
espectroscopicos.

Ar

NH; ®) Ar NH; Ar

\H/ | DCC, CH,Cl, \H/ o 100-120°C 77 N
, OH 35N ta, N, I 35h > \
N N 65-800% N
OH e} -80% o
NHBoc
NHBoc NHBoc
38 39 40 41

Ar= C5H5; 3-CH3C6H4; 4-CH306H4; 4-CH30C5H4; 4-C|C5H4; 4-N02C5H4

Figura 13 - Sintese de 1,2,4-oxadiazois 41 a partir de arilamidoximas 38 e L-isoleucina
39.
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Billi e colaboradores *° descreveram a sintese do composto 8-(4-clorofenil)-8-
hidroxi-5-metil-8H-[1,4]tiazino[3,4-c] [1,2,4]oxadiazol-3-ona, com rendimento de 70%,
partindo do 6-(4-clorofenil)-3-metil-5-nitroimidazol [2,1-b][1,3] tiazol, por reacdo com
acido cloridrico e etanol sob refluxo, conforme Figura 14. Devido a obtencdo de uma
estrutura nova, a mesma foi submetida a testes in vitro de atividades antivirais e
antitumorais. Apesar de o composto ter se mostrado inativo contra o HIV(Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida), inibiu o crescimento de células tumorais, numa

concentracéo de 10 molar.

= N EtOH
Refluxo N \
//\ v N

X =H; 4-Cl; 4-Me; 4-NO>; 4-CN; 4-Ph; 4-Br; 4-F; 4-OMe;
3-OMe; 3-CFs3; 3-Cl; 3-Me; 3-NO;

Figura 14 - Sintese da oxadiazolona 43

Segundo Srivastava e colaboradores?’ a sintese de 1,2,4 oxadiazois utilizando
arilmidoximas substituidos na posicdo C-5 e acido palmitico em presenca de DCC
(diciclo-hexilcarbodiimida), tem relevante importancia pois estes compostos possuem
atividades anti-inflamatéria e antitumoral. A obtencéo de 1,2,4 oxadiazois, preparados a
partir de arilamidoximas com &cido palmitico em presenca de DCC (diciclo-

hexilcardodiimida), pode ser observada na Figura 15 .

Ar NH, @) Ar NH>
\H/ . DCC, CH,Cly \H/ o _uec ﬁ
R/\OH 6h, ta, Ny I 6 h 70-86%
N\ N\ N
OH O R
44 45 46 47

Ar = CgHs; 2-CH3CgHg4; 3-CH3CgHa; 4-CH3CgHy; 4-C|C6H4; 4-BrCgHg4
R= -CHzCHz(CHz);LzCHg

Figura 15 - Sintese de 1,2,4-oxadiazois 47 derivados de arilamidoximas 44 com
acido palmitico 45.
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2.12 Anédlise multivariada em QSAR

Os termos Relacdes entre Estrutura e Atividade Biologica ou SAR (do inglés
“structure activity relationships”) e Rela¢des Quantitativas entre Estrutura e Atividade
Biologica ou QSAR (do inglés “quantitative structure activity relationships”) designam
ramos de conhecimentos da Farmacologia e da Quimica Medicinal que buscam, de
uma maneira geral, estabelecer relacées qualitativas (no caso de SAR) ou quantitativas
(no caso de QSAR) entre propriedades (descriptores) fisico-quimicas, estruturais e
conformacionais de um grupo de compostos ou drogas estruturalmente relacionados e
uma propriedade biolégica em questdo*®. Estas relacées s&o Uteis para a compreensao
dos mecanismos que regem a acao destas drogas com atividade biolégica desejada.

Correlacionam entre séries congéneres de compostos, afinidades de ligantes a
seus sitios de ligacdo, seja proteina ou receptor de membrana, constantes de
velocidade e outras atividades biolégicas; com certas caracteristicas estruturais ou com
propriedades, moleculares, de grupo ou atbmicas, tais como lipofilicidade,
polarizabilidade, propriedades eletronicas e estéricas *°.

EquacOes de QSAR vém sendo usadas para descrever sobretudo atividades
biologicas entre diferentes séries de farmacos e candidatos a farmacos. Especialmente
dados de inibicdo de enzimas tem sido correlacionadas com propriedades quimico
fisicas com sucesso.

Entre as propriedades fisico-quimicas mais importantes para o estabelecimento
da atividade biolégica de farmacos citam-se a distribuicdo eletrénica, a hidrofobicidade
e a estereoquimica da molécula. Cada uma destas propriedades contribui com maior ou
menor intensidade para o estabelecimento da resposta bioldgica.

Vérios modelos mateméticos tém sido propostos para obtengcdo de um modelo de
QSAR sendo o mais conhecido o modelo de Hans-Fuijita**°. Este modelo estabelece
que a atividade bioldgica observada é o resultado da contribuicdo de diversos fatores
independentes que controlam o transporte e as interacbes do farmaco com o sitio
receptor. Estes fatores sé@o classificados como hidrofobicos, eletrénicos e estéricos
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relacionados a natureza e a posicdo do substituinte sendo que a atividade biol6gica
pode ser relacionada com a lipofilicidade através de um modelo linear multidimensional

do tipo

Log (1/C) = alogP + bo + cEs + d

ou através de um modelo parabdlico ou quadratico do tipo

Log (1/C)=-a(logP)® + blogP +coc + dEs + e

Nas equacbes P é o coeficiente de particdo octanol/agua, ¢ é a constante
eletrbnica de Hammett, Es é a constante estérica de Taft e C é a concentragcdo molar
do composto relacionada com uma resposta bioldgica determinada como, por exemplo,
ICs0, @ dose necessaria para inibir 50 % da resposta avaliada. As constantes a, b, ¢, d e
e sdo os coeficientes das variaveis independentes, log P, ¢ e Es obtidos pela andlise
de regresséo linear multipla.

O modelo linear correlaciona-se melhor com atividades biolégicas avaliadas in
vitro ou em pecas anatbmica simples ao passo que o modelo parabdlico explica melhor
ensaios in vivo ou com pecas anatdmicas complexas>’.

Para elaboracdo de um bom modelo matematico € necessario um conjunto de
variaveis que realmente tenham correlagdo com uma determinada atividade biol6gica.
Estas variaveis podem ser classificadas como:

- Hidrofdbicos: coeficiente de particdo (log P), constante hidrofébica (7z), constante
fragmental hidrofébica (f, f), coeficiente de distribuicdo (log D), coeficiente de particao
aparente (log P’), fator de capacidade em HPLC (log k, log ky), parametro de
solubilidade (9);

- Eletronicos: constante de Hammett (o, ¢, ¢ ), constante indutiva de Taft (o *, o),
parametro de campo de Swain e Lupton (3J), parametro de ressonancia de Swain e
Lupton (), constante de ionizacdo (pKa, ApKa), deslocamentos quimicos (*3C e H),
carga liquida atémica (q°, "), superdeslocalizabilidade (S", SF, SF), energia do orbital
molecular ocupado de maior energia (Exomo), energia do orbital molecular desocupado

de menor energia (ELumvo), potenciais eletrostaticos (Vr);
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a) Estéricos: parametro estérico de Taft (Es, E®), volume molar (MV), peso molecular
(MW), raio de van der Waals (r), volume de van der Waals (Vy), refratividade molar

(MR), paracor (Pr), parametros STERIMOL (L, B;, Bs). Polares: momento dipolar ()

A selecdo de variaveis em QSAR pode ser realizada por varios métodos, mas
neste trabalho vamos nos deter nos métodos quimiométricos em virtude de serem
estes selecionados para a aplicagdo do conjunto de compostos a serem sintetizados
neste estudo.

Este emprega métodos matematicos e estatisticos para analisar, planejar ou
selecionar experimentos de forma otimizada e para extrair o maximo de informacdes
guimicas com a andlise dos dados obtidos. Estes métodos tem possibilitado modelar
propriedades quimicas e fisicas de sistemas simples ou complexos a partir de seus
dados espectroscopicos.

Algumas exigéncias devem ser obedecidas na selecao e variaveis para estudos de
QSAR. Primeiro que devem ser evitadas regressées que contenham variaveis
correlacionadas®. A ndo obediéncia deste critério pode levar a modelos com
dificuldades na interpretacdo das implicagbes farmacologicas e bioquimicas
relacionadas com o préprio e perda da precisao na inversao matricial por MMQ ( média
dos minimos quadrados) por apresentar a matriz de dados duas colunas
correlacionadas (determinante proximo de zero).

Uma outra exigéncia é de que a razdo entre o niumero de descritores e 0 niumero
de compostos é limitada a propor¢do de, no minimo, 5:1 para que ndo ocorra ajuste
forcado do modelo (“overfitting”) em fungdo da ocorréncia de correlagdo por
coincidéncia®®. Excepcionalmente para casos em que o modelo de QSAR exige duas
variaveis € possivel estabelecer a correlacdo com quatro compostos por descritor.

Para derivados ndo homologos foram desenvolvidos modelos estatisticos mais
elaborados incluindo métodos quimiométricos que combinam andlise multivariada.
Estes podem ser classificados em Regressdo por Componentes Principais (PCR, do
inglés “principal components regression”),que consiste na constru¢ado de um modelo de
regressao utilizando unicamente as respostas instrumentais sem levar em
consideracdo informagdes provenientes das concentracdes ou Minimos Quadrados

Parciais (PLS, do inglés “partial least squares”)*’, que consiste na utilizacdo de
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informagdes das concentracdes e informacgdes espectrais na obtencdo do modelo de
regressdo.”®

A abordagem de construcdo de modelos de QSAR, que utilizam métodos
guimiométricos, baseia-se na Analise por Componentes Principais (PCA, do inglés
“principal components analysis”) que consiste na manipulagdo conjunto de dados,
expresso na forma de uma matriz, com o0 objetivo de representar as variagdes
presentes em muitas variaveis, através de um menor numero de componentes
principais (também denominados de fatores, varidveis latentes ou autovetores)®*®.
Estes fatores representam um novo sistema de eixos que representam as variaveis
originais num espac¢o com dimensfes contraidas em relacdo ao espaco original sendo
que cada fator agrupa aquelas variaveis que estdo altamente correlacionadas e a
variacdo presente em cada fator € complementar aos demais fatores (sdo vetores

ortogonais).

A construcdo de modelos de calibracdo passa entdo por uma etapa de selecéao de
variaveis que irdo servir de matriz de dados para a geracao dos diversos fatores a partir
dos quais sdo criados modelos de calibracdo que relacionam estes fatores com a
resposta biolégica em questao®.

Tanto o método PCR quanto o método PLS podem ser utilizados para a
modelagem por componentes principais. Seus parametros praticamente ndo se alteram
com a inclusdo de novas amostras (compostos) no conjunto de calibragao®.

O método PLS utilizado neste trabalho usa as informacfes das respostas
biolégicas (no caso de calibracdo em QSAR/SAR). Neste caso o primeiro fator é
denominado de variavel latente e descreve a direcdo de maxima variancia que também
se correlaciona com a resposta biolégica. Um fator agravante da qualidade do modelo
de PLS gerado é o de que se alguma das respostas biolégicas ndo apresentar
determinacao confiavel o modelo fica calibrado de maneira errada®.

Sobre 0 método de validagcdo do modelo de calibracdo cabe um comentario a
parte. Em condic¢des ideais seria interessante dispor de um conjunto de compostos néo
utilizados na elaboragédo do modelo de calibragdo para testar o modelo proposto. Em
QSAR este processo é caro além de demorado. Neste caso uma alternativa pratica &
utilizar o método de validacéo cruzada®. Esta metodologia baseia-se na remocado de

uma ou mais amostras do conjunto de calibracdo, construcdo do novo modelo de



36

calibracdo e utilizacdo do novo modelo para prever a resposta biolégica dos dados
removidos. Em seguida calcula-se o erro de previsdo dado pela diferenca entre a
resposta bioldgica prevista e a obtida experimentalmente. Por fim calcula-se a soma
dos quadrados dos erros de previsdo (PRESS) ou a sua raiz quadrada (RMSECV). O
processo € repetido para todas as variaveis e por fim com diferentes PCs.

A deciséo final sobre o nimero de fatores a serem considerados no modelo de
calibracdo sera dada em funcdo do menor valor de PRESS ou de RMSECV®%. Neste
sentido, um grafico de RMSECV em funcdo do numero de fatores deve decrescer
rapidamente com a introducdo de cada nova PC até que praticamente ndo se altere

com a inclusédo de maior numero de PCs (F1 na Figura 16 A).

SEV PRESS

F1 E2 F1

| | | I | | | | | | I | | |
N° de Fatores N° de Fatores

-
[

1 100

rVal VRA (%)

Cc D

| | | I | | | | | | I | | |
1 Ne de Fatores No de Fatores

Figura 16 - Curvas de erro padrao de previsdo — RMSECV (A), residuos - PRESS (B),

coeficiente de correlacao de validacdo — Ryval (C) e variancia relativa acumulada — VRA (D)
em funcdo do ndmero de fatores incluidos no modelo de validagéo. F1(A, B): nimero minimo
de fatores a partir do qual os valores de RMSECV e PRESS pouco variam; F1(D): fator com

maior variancia que o fator anterior; F2 (A, B, C): niumero étimo de fatores.



37

Este comportamento ocorre em virtude de que maior niumero de fatores produz
pouca alteracdo na variancia relativa acumulada®®. Uma inclusdo excessiva de fatores
pode armazenar informacéo desnecessaria ou ndo correlacionada com a propriedade
medida levando a perda na qualidade do modelo. Neste caso, 0 nimero maximo de
fatores que pode ser incluido para melhorar a qualidade do modelo de validacao é
determinado como o menor valor de RMSECYV obtido.

As curvas de PRESS para um modelo de validacdo sdo semelhantes as de
RMSECV uma vez que os valores de PRESS e de RMSECYV estéo relacionados pelas
expressoes

PRESS = Y (Y -Y)?

4)
RMSECV = (PRESS)"?
)
n-k-1
Ryval=1- _PRESS
(6)
> (Y= Yw)?
onde
Y = valor determinado experimentalmente para um determinado composto
Y = valor previsto para um determinado composto
Ym = média de valores medidos experimentalmente para o conjunto de
compostos testados
n = numero de compostos

k = nimero de fatores

Curvas de Coeficiente de Correlacdo de Validagdo Rpval devem se aproximar de 1
com a inclusao de novos fatores até o ponto (F2) em que um maior niumero de fatores
leve a uma queda na qualidade do modelo. Valores de R2val sdo sempre menores que
valores de Coeficiente de Correlacdo de Calibracdo (Rcal) o mesmo acontecendo com
o erro padrao de calibracédo (SEC), uma vez que perde-se informacdo com a exclusédo
de um composto no processo de validacdo cruzada. Logo, bons modelos de validacao
sdo sempre bons modelos de calibracdo fazendo com que os parametros estatisticos
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(RMSECV, PRESS e R%al) dos modelos de validacdo sejam mais confiaveis para
escolha do melhor candidato a modelo®.

Um outro parametro que se costuma utilizar para acompanhar o nivel de
informacéo fornecido pelos fatores € a Variancia Relativa Acumulada (VRA) que mede,
em porcentagem, a quantidade de variancia incluida em cada fator criado pelo método
de PLS. Normalmente a maior varidncia é apresentada pelo primeiro fator com
decréscimo rapido da variancia nos fatores subsequentes.

Uma vez validado o modelo, determinado o niumero 6timo de fatores pode se
determinar o vetor de regressao que pode ser entdo aplicado na previsdo da resposta

biol6gica de novos compostos.

2.5 Aplicacdes de espectroscopia no infravermelho

A espectroscopia do infravermelho (IV) é um tipo de espectroscopia de absorcao
a qual usa a regido do infravermelho do espectro eletromagnético®. Como as demais
técnicas espectroscopicas, ela pode ser usada para identificar um composto ou

investigar a composicao de uma amostra.

A espectroscopia no infravermelho se baseia no fato de que as ligagdes quimicas
das substancias possuem frequéncias de vibracdo especificas, as quais
correspondem a niveis de energia da molécula (chamados nesse caso de niveis
vibracionais). Tais frequéncias dependem da forma da superficie de energia potencial
da molécula, da geometria molecular, das massas dos atomos e eventualmente do

acoplamento vibronico®”.

Se a molécula receber luz com 'exatamente’ a mesma energia de uma dessas
vibracdes, entdo a luz sera absorvida desde que sejam atendidos a determinadas
condi¢cBes. Nao obstante, as frequéncias de ressonancia podem ser em uma primeira
aproximacao relacionadas ao comprimento da ligacdo e as massas dos atomos em

cada ponta dela®”.

A radiacdo infrvermelha corresponde aproximadamente a parte do espectro
eletromagnético situada entre as regides do visivel e das micro-ondas. As porcao de

maior utilidade esta situada entre 4000 cm™ e 400 cm™.


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Espectroscopia_de_absor%C3%A7%C3%A3o&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Radia%C3%A7%C3%A3o_infravermelha
http://pt.wikipedia.org/wiki/Espectro_eletromagn%C3%A9tico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Espectroscopia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Liga%C3%A7%C3%A3o_qu%C3%ADmica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Subst%C3%A2ncia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Freq%C3%BC%C3%AAncia
http://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%ADvel_de_energia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Superf%C3%ADcie_de_energia_potencial
http://pt.wikipedia.org/wiki/Geometria_molecular
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Acoplamento_vibr%C3%B4nico&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Massa_at%C3%B4mica
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Embora o espectro de IV seja caracteristico da molecula com um tod, certos
grupos de &tomos dao origem a bandas que ocorrem mais ou menos na mesma
frequéncia, independentemente da estrutura da molécula. E justamente a presenca
dessas bandas caracteristicas de grupos que premite através do exame do espectro e
consulta a tabelas, de informacBes estruturais Uteis, para fazer a identificacdo das

estruturas.”®

As vantagens de IV como ferramenta para caracterizacdo e diferenciacdo de
espécimes clinicos baseia-se na simplicidade da metodologia e baixo custo da analise
em relacdo a outras metodologias e técnicas moleculares, além da natureza limpa do
processo, sem gerar residuo e sem destruir a amostra necessitando de alguns poucos
miligramas para ensaio por reflectancia difusa (amostra soélida) ou até a regidao de
microgramas para amostras de proteinas em solucdo aquosa pela técnica de Reflexao
Total Atenuada (ATR, do inglés “atenuated total reflectance”)®.

Em bioquimica a espectroscopia de IV tem encontrado aplicacdo para
caracterizacdo de relacfes estrutura atividade de farmacos e seus receptores, tais
como prostaglandinas®. Ensaios desta natureza buscam observar conformacoes
moleculares no sitio ativo dos receptores através da andlise de ligante receptor em
solucbes de solvente especifico (tetracloreto de carbono, 4gua), buscando salientar
interacbes do tipo ligacbes de hidrogénio entre o susbtrato e determinados
grupamentos do sitio ativo.

Em QSAR, a espectroscopia de IV tem fornecido elementos de natureza eletrbnica
para suporte de modelos que busquem prever esta atividade em funcdo de
determinadas bandas do espectro ou, mais precisamente, em funcdo da variacdo da
intensidade ou do deslocamento de bandas para diferentes substituintes em uma classe
congénere. Assim, tem sido observado com a absorcdo de vibragbes em frequiéncias
caracteristicas de nitrilas em benzonitrilas onde o maximo de absor¢cdo do grupo CN

tem apresentado relacéo linear com o parametro de Hamett ®%.
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2.6 Aspergillus niger

A aspergilose é uma micose sistémica oportunistica provocada por uma das
espécies pertencentes a um dos grupos do género Aspergillus® acredita-se na
existéncia de 600 espécies de Aspergillus isoladas do solo, detritos vegetais, ar
atmosférico, alimentos, e de lesbes humanas e de animais. Agentes oportunistas por
exceléncia, eles podem provocar colonizacdo em cavidades preexistentes, infeccao
propriamente dita, processos alérgicos e intoxicacbes. O potencial fungistatico e
fungicida de diversas classes de compostos ja& tém sido investigados contra o
Aspergillus niger, incluindo fendis halogenados, sais de acidos carboxilicos, derivados
do é&lcool benzilico, entre outros.

Como biodegradadores naturais, os fungos encontram substancias necessérias
para 0 seu desenvolvimento na natureza. Eles absorvem nutrientes através da
membrana plasmatica, como composto de baixo peso molecular dissolvidos em agua®*.

Aspergillus niger € um fungo caracterizado por conidios escuros geralmente
negros e conidioforos hialinos a marrons, com cabecas globosas. O conidi6foro
apresenta cabeca conidial radiada, com métulas e fiadlides ou somente fialides. Conidios
escuros unicelulares, globosos, medindo 4-5 micra de diametro.

Aspergillus niger € um Ascomicete de distribuicdo cosmopolita, que € isolado
com frequéncia em cereais, frutos secos e frescos e encontrado frequéntemente no
solo, é uma das poucas espécies de fungos que receberam o estatus de GRAS
(generally regarded as safe) conferido pela Food and Drug Administration( FDA) devido
a sua baixa toxicidade®*.

Esta espécie de fungo € utilizado na biotransformacédo hepatica e como
bioindicador podendo ser amplamente empregado no monitoramento ambiental, pois
sdo excelentes removedores de substancias de ambientes, podendo-se citar a
possibilidade de empregar com fixadores de substancias radioativas®.

A escolha pela utilizacdo do Aspergillus niger neste trabalho € devido aos
estudos existentes sobre biodegradacdo e biotransformacdo em que exerce esta
funcdo, jA que este fungo é extremamente resistente ao meio ambiente e capaz de

degradar compostos muito toxicos.
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3 METODOLOGIA

A metodologia utilizada nas reacfes de sintese de 1,2,4-oxadiazois pode ser
visualizada pelo fluxograma abaixo. Foram preparados os materiais de partida e a
protecdo do grupamento amino dos aminodcidos para apds realizar a sintese.
Primeiramente a reacéo foi realizada pelo método de irradiacdo por micro-ondas sem a
utilizacdo de solvente e posteriormente com solvente obtendo-se assim os 15
compostos caracterizados por 1,2,4-oxadiazois sendo derivados de arilamidoximas
substituidos na posi¢do para e L-aminoacidos, logo apds foram desenvolvidos testes de
atividade antifngica, analise de Infravermelho, RMN 'H e RMN *3C, estudos das acées
impactantes destas duas metodologias e ainda utilizacdo de quimiometria, conforme

demonstrado na Figura 17.

Preparo das arilamidoximas

(1).

Benzamidoxima (a); Protecéo do grupo amino dos
p-cloro-benzamidoxima (b); L- agjllnqaCICZO)S (2).
-toluilamidoxima(c); anina (a);
i ) T Fenilalanina(b);

p-metoxibenzamidoxima (d);

Reacdo com _ Reagdo das Reacédo sem
solvente — arilamidoximas com <« solvente
0s L-aminoéacidos.

|

1,2,4 oxadiazois

v

Andlise de Infravermelho,
RMN 'H e RMN *3C
Andlise de impacto ambiental
Ensaio toxicologico
Quimiometria

Figura 17 - Fluxograma da Metodologia.
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3.1 Equipamentos

Na realizacao das sinteses dos 1,2,4-oxadiazois foram utilizados os

equipamentos relacionados a seguir:

DN N NN

<\

Balanca analitica Gibertini, modelo E42S-B,;

Balanca Quimis, modelo SA210;

Bomba de vacuo, marca Tecnal, modelo Te.058, série 0176;

Chapa de aquecimento com agitador magnético Velp Scientifica;
Espectrémetro de Infravermelho FT - IR Nicolet, modelo Magma 550;

Espectrémetro de ressonancia magnética nuclear, modelo DPX - 200,

marca Brucker;

Cromatografo a Gas Varian 3300, detector por captura de elétrons,
is6topo®®Ni; sistema de aquisicdo de dados através do Workstation Star
4.5 (Varian, EUA);

Evaporador rotatorio Fisaton, modelo 802, série 26158;
Forno de Micro-ondas Panasonic, modelo NNS60BK;
Maquina de gelo Everest, modelo EGE 160;
Refrigerador Eletrolux R340;

Lampada UVA (365 nm);

Coluna capilar DB-5 (5% fenil e 95% metilpolisiloxano) de silica fundida,
30 m de comprimento, 0,25 mm d.i. e 0,25um de espessura do filme;(J &
W Scientific, EUA).



3.2 Solventes e Reagentes comerciais

Os solventes e reagentes empregados neste trabalho foram utilizados conforme
adquiridos pelas empresas Aldrich, Vetec, Nuclear, Dinamica, Merck e Quimex,
estando eles listados na Tabela 1.

Tabela 1 - Solventes e reagentes empregados na sintese de 1,2,4-oxadiazois.

REAGENTES MARCA
1,4-Dioxano Vetec
Benzonitrila Merck
4-Toluilnitrila Merck
4-Clorobenzonitrila Merck
4-Metoxibenzonitrila Aldrich
4-Nitrobenzonitrila Aldrich
Acetato de etila P.A Vetec
Acetona Vetec
Acido cloridrico P.A. Vetec
Bicarbonato de sédio Vetec
Carbonato de Sédio Anidro Vetec
Cloridrato de L- L-alanina Vetec
Cloridrato de L- L-fenilL-alanina Vetec
Cloridrato de L- L-metionina Vetec
Cloridrato de hidroxilamina Vetec
Cloroférmio P.A. Vetec
Diclorometano P.A Vetec
Diclorometano Grau Cromatografico Merck
Dimetilsulféxido P.A. Nuclear
Dioxano P.A. Vetec
Etanol P.A. Vetec
Gas Nitrogénio White Martins, Brasil
Hexano Quimex
Hidroxido de sodio P.A. Vetec
N,N-diciclo-hexilcarbodiimida 99% Merck
Silicagel 60 (0,040-0,063 mm) Vetec
Sulfato de Magnésio Anidro P.A Dinamica

Tetrahidrofurano (THF) Nuclear
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3.3 Sintese dos 1,2,4-oxadiazois

Nos métodos de sintese desenvolvidos envolvem reacdes entre o0s L-
aminoéacidos (2a-c) e as arilamidoximas (la-e) com a formacgdo dos 1,2,4-oxadiazois

(3a-c), conforme pode ser observado na rota sintética mostrada na Figura 18.

Ar NH, Método A Ar N
\”/ HOOC. R SOLVENTE SOB REFLUXO ou, | I
N * Método B- g N\O/\CHR
“SOH NHCOOEt FORNO DE MICROONDAS
la-e 2a-c NHCOOEt
- oo 3a-c
a: Ph a: CHs
b: p-CIPh b: CH,Ph
c: p-CHsPh ¢: CH,CH,SCH3
d: p-CH3OPh
e: p-NO,Ph

Figura 18 - Sintese dos 1,2,4-oxadiazois (3a-c).

3.3.1 Preparacéao das Arilamidoximas (la-e)

Em um baldo de fundo redondo de 100 ml, adicionaram-se 75 mmol (5,21 g) de
cloridrato de hidroxilamina; 37,5 mmol (7,95 g) de carbonato de soédio anidro e,
posteriormente, 20 ml de agua deionizada. Em seguida, agitou-se manualmente o
conteudo do baldo até que a efervescéncia cessasse completamente. Adicionou-se,
entdo, ao baldo, 20 ml de etanol e 100 mmol de arilnitrila (benzonitrila, para a formacéao
da benzamidoxima la; p-clorobenzonitrila, para a obtencdo da p-clorobenzamidoxima
1b; p-toluilnitrila para a obtencdo da p-toluilamidoxima 1c; p-metdxibenzonitrila para a
formacdo da p-metdxibenzamidoxima 1 d e p-nitrobenzonitrila para a formacdo da p-
nitrobenzamidoxima 1e). Logo apds, refluxou-se a mistura até se observar a formagéo -
de cristais esbranquicados no condensador, o que ocorre em cerca de meia hora.

Continuou-se o refluxo por mais dez minutos, confirmando-se, apds este periodo, a
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formacdo da arilamidoxima através de cromatografia em camada delgada (n-
hexano/cloroférmio, 1:1).

Removeu-se, em seguida, o solvente da mistura no evaporador rotatério,
obtendo-se um material pastoso, ao qual se adicionaram 15 mL de agua deionizada. A
mistura, entdo, repousou durante uma noite em refrigerador, observando-se formagao
de duas fases, uma aquosa e outra solidificada no fundo do baldo. A camada aquosa
remove a maior parte do cloreto de sodio e hidroxilamina residuais. Posteriormente,
filtrou-se o contetudo do baldo. A fase solida obtida foi dissolvida em agua deionizada e
a mistura foi, entdo, levada ao refrigerador novamente, onde repousou por mais uma
noite, periodo no qual ocorre a cristalizacdo da arilamidoxima. Filtraram-se os cristais
obtidos, deixando-os em dessecador para remocao da agua residual.

As arilamidoximas la-e foram, portanto, preparadas pela reacao de arilnitrila com

cloridrato de hidroxilamina em presenca de carbonato de sédio, conforme Figura 19.

Nay,CO3 = AI’\/

CH3COOH N_
48 49 OH

la-e

. NH;z
ArC=N + (H3NOH) CI

Ar

a: Ph

b: p-CIPh

c: p-CHsPh
d: p-CH30Ph
e: p-NO2Ph

Figura 19 - Preparacéo das arilamidoximas (la-e).
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3.3.2 Prote¢do do Grupo Amino dos Aminoéacidos

Em um béquer de 250 ml contendo 30 mL de uma solucédo de hidroxido de sddio
1N a 0°C, dissolveram-se 30 mmol do aminoéacido a ter seu grupo amino protegido (L-L-
alanina; L-L-fenilL-alanina; L-L-metionina). Sequiencialmente, adicionaram-se 37,5 mmol
(3,6 mL) de cloroformiato de etila pelo periodo de 90 minutos, mantendo-se o pH da
mistura entre 10 e 11 através da adicdo de solucdo de hidroxido de sédio 1N.
Transcorrido este periodo, retirou-se o béquer do banho de gelo, deixando-se o sistema
reagindo a temperatura ambiente por mais 90 minutos, também mantendo-se o pH
entre 10 e 11.

Em seguida, lavou-se a mistura com diclorometano (3 aliquotas de 25 ml),
posteriormente, acidificou-se a fase aquosa até pH 1 com uma solu¢cdo de acido
cloridrico 6N, extraindo-se, entdo, o aminoacido protegido com diclorometano (5
aliquotas de 30 ml). Tomou-se a fase organica e secou-se a mesma com 4 g de sulfato
de magnésio anidro, filtrando-a logo ap6s. O diclorometano foi, entdo, evaporado no
evaporador rotatorio, restando no baldo uma fase oleosa que consistia no aminoacido
com seu grupo amino protegido.

A protecdo do grupo amino dos aminoacidos foi feita, pois, através de método
utilizando cloroformiato de etila em meio béasico, formando os aminoacidos protegidos

conforme mostrado na Figura 20.

HOOC R HOOC R
CICOOCH,CH3 .
NH- NaOH NHCOOEt
50a-c 2a-c
R
a: CHs
b: CH,Ph

c: CH,CH,SCH3

Figura 20 - Prote¢&o do grupo amino dos L-aminoé&cidos.
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3.3.3 Reacdo das Arilamidoximas com os L-aminoacidos Protegidos, para
formacao dos 1,2,4-oxadiazois

3.3.3.1 Método A: Sintese dos 1,2,4-oxadiazois com solvente

Adicionou-se a um baldo de fundo redondo de duas bocas de 100 mL, 1,0 mmol
da arilamidoxima 1la-e (0,136 g de benzamidoxima 1l1la; 0,170 g de p-
clorobenzamidoxima 1b; 0,149 g de p-toluilbenzamidoxima 1c; 0,166 g de p-
metoxibenzamidoxima 1d; 0,215 g de p-nitrobenzamidoxima 1e) 1,2 mmol (0,247 g) de
N,N"-diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) e 1,0 mmol de L-aminoacido protegido (0,160 g de
L-alanina 2a; 0,236 g de L-fenilL-alanina 2b; 0,220 g de L-metionina 2c) dissolvido em
20 mL de dioxano. A 110°C e sob atmosfera inerte (nitrogénio), refluxou-se a mistura
durante 8-12 horas, conforme a Figura 21.

O acompanhamento da reacao foi realizado através de cromatografia em camada
delgada, observando-se o desaparecimento dos compostos de partida da reacdo e a
formacéo de produtos.

Apds, o solvente foi removido em um evaporador rotatério e dissolveu-se o
conteldo que restou no baldo em solucdo de n-hexano/acetato de etila (7:3),
adicionando-se 0 mesmo numa coluna cromatogréfica de silicagel, na qual utilizou-se,
inicialmente, n-hexano como eluente. Na sequéncia, eluiu-se com solu¢cdes de n-
hexano/acetato de etila nha concentracao (7:3).

Analisaram-se as fracfes coletadas da coluna através de cromatografia em
camada delgada. Uniram-se, entdo, as fracdes de mesmo Rf, removendo-se,

posteriormente, 0s solventes em um evaporador rotatério.

Ar.__ _NH
~_ T2 HOOC R _ \HiN
: ¥ occ,bivano,
N\OH NHCOOEt N2, refluxo ~0 C‘ZHR
8-12 horas
la-e 2a-c NHCOOEt
Ar = R = i
a: Ph a: CHs
b: p-CIPh b CHPh
c: p-CHsPh ¢: CHaCHaSCHs
d: p-CH3OPh
e: p-NO2Ph

Figura 21 - Sintese dos 1,2,4-oxadiazois 3a-c com solvente sob refluxo.
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3.3.3.2 Método B: Sintese dos 1,2,4-oxadiazois sem solvente (micro-ondas)

Para os testes de preparagdo dos 1,2,4-oxadiazois utilizando o micro-ondas
doméstico, foi adotado o seguinte procedimento: adicionou-se em um tubo de ensaio
com tampa de rosca 0,5 mmol dos L-aminoé&cidos ( 0,080 g de L-alanina 2a; 0,118 g de
L-fenilL-alanina 2b; 0,110 g de L-metionina 2c) e 0,5mmol da arilamidoxima la-e
(0,0680 g de benzamidoxima 1a; 0,085 g de p-clorobenzamidoxima 1b; 0,074 g de p-
toluilamidoxima 1c; 0,083 g de p-metoxibenzamidoxima 1d; 0,107 g de p-
nitrobenzamidoxima 1e). Apés a homogeneizacdo do aminoacido com a arilamidoxima
adicionou-se 0,8 mmol de DCC (diciclo-hexilcarbodiimida 0,124g) e misturou-se
novamente os reagentes.

O tubo de ensaio contendo os reagentes foi levado ao micro-ondas com a tampa
semi-fechada por tempos que variaram entre 3 a 9 minutos, utilizando poténcia média-

alta, conforme Figura 22.

Ar
Ar NH

N HoOC. R . N

I + \r microondas N I
la-e 2a-c NHCOOEt

Ar = R = 3a-c
a: Ph a: CH3
b: p-ClIPh b: CH,Ph
C: p-CH3Ph ¢: CHy,CH,SCH3
d: p-CH3OPh
e: p-NO,Ph

Figura 22 - Sintese dos 1,2,4-oxadiazois 3a-c sem solvente (micro-ondas).
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3.4 Anédlises Espectroscopicas na Regido do Infravermelho (1V)

Nas andlises de absorcdo na regido do infravermelho, seguiu-se o procedimento
padrdo para todas as amostras, num ambiente aclimatado a 20°C e com a umidade
relativa do ar inferior a 60%, utilizando-se Espectrometro Nicollet, Magna 550, de janela
espectral de 4000 a 600 cm™ (departamento de Quimica e Fisica — UNISC). Os
espectros de absorcdo no infravermelho foram registrados na forma de filme liquido e
pastilha de KBr, com filme de poliestireno de 0,05 mm de espessura na absorcéo de
1601 cm™.

Para as amostras soélidas secas, realizaram-se as analises através do Método de
Reflectancia Difusa (DRIFTS), no qual a amostra € macerada com KBr e colocada hum
acessorio do equipamento, juntamente com o branco, que consiste em KBr puro.
Procedeu-se a andlise do branco e, seqiencialmente, a da amostra. O resultado
provém dos espectros da amostra, excluindo-se o branco.

As amostras liquidas e sdélidas ndo completamente secas (pastosas) foram
analisadas através do Método de Reflectancia Total Atenuada Horizontal (ATR), no qual
a amostra € colocada sobre um prisma e analisada utilizando-se como branco a
varredura na superficie limpa do prisma. O resultado provém dos espectros da amostra,

excluindo-se o branco.
3.5 Anélises Espectroscopicas de Ressonancia Magnética Nuclear

Nas analises por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN H) e de carbono treze (RMN **C) os espectros foram obtidos através
de um Espectrobmetro Brucker DPX, o qual opera numa freqiéncia de 200 MHz. Os
deslocamentos quimicos (8) estao relacionados em parte por milhdo (ppm) em relagao
ao tetrametilsilano (TMS) utilizando como padrao interno para os espectros de RMN *H,
CDCl3 (7,26 ppm) como solvente; colocando-se entre parénteses a multiplicidade (s =
singleto, d = dubleto, t = tripleto, m = multipleto), o nimero de hidrogénios deduzidos da

integral relativa.
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3.6 Condi¢cbes Cromatogréficas utilizadas

As amostras padroes dos compostos sintetizados foram injetadas em um
cromatografo a gas Varian 3300 (departamento de Quimica e Fisica — UNISC), detector
por captura de elétrons, is6topo®’Ni; sistema de aquisicdo de dados através do
Workstation Star 4.5 (Varian, EUA); e serviram de base para identificacdo, para os
calculos de quantificacdo dos produtos obtidos na sintese por irradiacdo de micro-
ondas.

O carregamento da seringa consistiu na aspiracdo de 0,5 uL da solugéo a ser
analisada e 0,4 uL de ar. O injetor foi mantido a temperatura de 260 °C, o gas de
arraste utilizado foi o Nitrogénio 4.5 de pureza.

Utilizou-se uma coluna capilar de fase polarizavel DB-5 (5% fenil e 95%
metilpolisiloxano) de silica fundida, 30 m de comprimento, 0,25 mm d.i. e 0,25um de
espessura do filme (J & W Scientific, EUA), com rampas de aquecimento da coluna de
60 °C até 250 °C, aumentando 10°C por minuto. Primeiramente injetou-se a amostra
padrdo de 1,2,4-oxadiazol (sintetizado através do método tradicional com solvente e
posteriormente purificado) no cromatégrafo e analizou-se o cromatograma obtido.
Inicialmente dissolveu-se os compostos sintetizados em CH,CI, e filtrou-se as amostras
em uma minicoluna (Pipeta de Pasteur) contendo silicagel. Posteriormente injetou-se a
amostra obtida através da reacdo de obtencdo dos 1,2,4-oxadiazois via micro-ondas,

efetuandos-e a analise do cromatograma em comparacgdo ao padréo.

3.7 Matriz de Leopold

Os provaveis impactos ao meio fisico, bidtico e antropico decorrentes das
atividades ou acdes consideradas e representadas na matriz de interacdo, foram
listados em consonancia a cada elemento do meio e em relacdo as etapas de sintese
(com e sem solvente) dos 1,2,4-oxadiazois. A identificagdo dos impactos se deu a partir
da relacéo entre a acéo prevista (linha) e o fator ambiental considerado (coluna) e sua

caracterizacao qualitativa.
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A qualificacdo dos impactos seguiu 0s seguintes critérios, conforme apresentado
por Silva®:
Caracteristicas de Valor:
a) Impacto positivo: quanto uma a¢ao causa melhoria da qualidade de um parametro;
b) Impacto negativo: quando uma acédo causa dano a qualidade de um parametro.
Caracteristicas de Ordem:
a) Impacto direto: quando resulta de uma simples relacdo de causa e efeito;
b) Impacto indireto: quando € uma reacdo secundaria em relacao a acao.
Caracteristicas de Espaciais:
a) Impacto local: quando a acao circunscreve-se ao proprio sitio e suas imediagoes;

b) Impacto regional: quando um efeito se propaga por uma area além das imediacoes;
c) Impacto estratégico: o componente é afetado coletivo, nacional ou internacional.

Caracteristicas Temporais:

a) Impacto em curto prazo: quando o efeito surge no curto prazo (a ser definido);

b) Impacto em médio prazo: quando o efeito se manifesta no meédio prazo (a ser
definido);

c) Impacto em longo prazo: quando o efeito se manifesta no longo prazo (a ser
definido).
Caracteristicas Dindmicas:

a) Impacto temporario: quando o efeito permanece por um tempo determinado;

b) Impacto ciclico: quando o efeito se faz sentir em determinados periodos (ciclos);

c) Impacto permanente: executada a agéo, os efeitos ndo cessam de se manifestar num
horizonte temporal conhecido.
Caracteristicas Plasticas:

a) Impacto reversivel: a acdo cessada, o fator ambiental retorna as condi¢des originais;

b) Impacto irreversivel: quando cessada a agéo, o fator ambiental n&o retorna as suas

condicdes originais, pelo menos num horizonte de tempo aceitavel pelo homem.

3.8 Atividade antifungica

Para os experimentos foi utilizada a amostra de Aspergillus niger cepa ATCC

898 isolada do pulméo de um paciente da Univerisdade de Sao Paulo-USP, mantida
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em agar Sabouread na colecdo de microorganismos de Microbiologia Industrial da
UNISC.

O indculo de Aspergillus niger foi preparado através da adicdo de repiques de
uma cultura de 15 dias da amostra selecionada a tubos de ensaio contendo 10 mL de
meio Sabouread estéril inclinado, com o auxilio de alga de platina. Posteriormente,
guando o fungo ja se mostrava desenvolvido, adicionou-se agua estéril e agitou-se
manualmente, para geracdo de suspensao de esporos. Apos, a suspensao foi deixada
em ligeiro repouso para permitir gue o material decantasse. Em seguida, adicionou-se
cerca de 1mL dessa suspensdo a superficie de placas de Petri contendo meio
Sabouread solidificado e outros contendo este mesmo meio. Estas placas foram,
ent&o, incubadas por cerca de 36 horas a 30 °C em estufa.

Solucbes de 1,2,4-oxadiazois foram preparadas em Dimetilsulfoxido nas
concentracdes de 5,0x10°molL™? , 1,0x10™* molL?, 2,0x10* molL™, 4,0x10™ molL™,
8,0x10™ molL™.

Discos de cultura de 5 mm de diametro foram recolhidos com punch biopsy n°5 e
depositados invertidos em triplicata em placas contendo 9,9 mL de Agar Sabouread e
0,1 mL de solugdo antifingica previamente diluida. Junto foi incubada placa contendo
somente dimetisulfoxido denominada de controle negativo ou branco. As placas foram
incubadas em estufa a 30 °C por cerca de 48 horas e submetidas & determinacéo das
curvas de crescimento.

Ap6s o periodo de incubacgéo em estufa a 30 °C, mediram-se 2 didmetros ortogonais
dos halos das colénias, com paquimetro digital, com precisédo de 0,1 mm. Tendo estes
dois valores aplicou-se a equacdol para o tamanho médio dos halos a fim de se

verificar o crescimento do fungo e, assim, a eficiéncia de cada solugéo.
DM = (dyx dy)Y? 1)
A média dos diametros das triplicatas foi obtida pela equacéo 2:

DF = dm+ dm,+ dms (2)
3
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3.9 Analise exploratoria multivariada

Estudos de correlagdo quantitativa estrutura atividade antifingica (QSAR) foram
realizados empregando busca sistematica e meétodos quimiométricos baseados em
analise de componentes principais (PCA) modelados por PLS.

As varidveis utilizadas para estudos de SAR compreenderam parametros teoricos
e experimentais. Pardmetros tedricos foram estimados a partir de calculos utilizando o
menu QSAR do programa Hyperchem versao 6.0 e incluiram parametros hidrofobicos,
estéricos e eletronicos. Variaveis experimentais consistiram de conjunto de espectros
DRIFTS de 1,2,4-oxadiazois em brometo de potassio coletados na regido de 4000-400
cm™ e selecionados para processamento na faixa de 3800-400 cm™.

Parametros tedricos foram utilizados na busca sisteméatica visando determinar o
coeficiente de correlacdo linear entre dois parametros utilizando software Microsoft
Excel 08. Modelos quimiométricos de correlagdo entre didmetros de colbnia e
frequéncias de IV foram obtidos utilizando o método dos minimos quadrados parciais
(PLS) utilizando o software Pirouette 2.7. Os modelos obtidos foram validados por

validacdo cruzada com exclusdo de uma amostra por vez.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao e Andlises dos Materiais de Partida

Na preparacdo das arilamidoximas, obteve-se a benzamidoxima na forma de
cristais esbranquicados, a p-clorobenzamidoxima na forma de cristais amarelados, a p-
toluilamidoxima na forma de cristais esbranquicados, a p-metoxibenzamidoxima na
forma de cristais brancos e a p-nitrobenzamidoxima forma de cristais amarelados.
Obteve-se a benzamidoxima com rendimentos de 70%, 85% para a p-
clorobenzamidoxima, 95% para a p-toluilamidoxima, 90% para a p-
metoxibenzamidoxima e 70% para a p-nitrobenzamidoxima.

Nas reacfes de protecdo do grupo amino dos L-aminoacidos L-alanina, L-fenilL-
alanina e L-metionina, utilizando cloroformiato de etila, obteve-se a L-fenilL-alanina na
forma de cristais brancos e 0s outros compostos nas formas oleosa (6leo incolor). Os

compostos foram obtidos com rendimentos de: 60% (2a); 88% (2b) e 70% (2c).

4.2 Obtencdo e Andlises por CG-DIC, IV e RMN *H dos 1,2,4-oxadiazois

As diversas reacdes envolvendo as arilamidoximas e o0s L-aminoacidos,
objetivando a formacédo dos 1,2,4-oxadiazois, foram realizadas em micro-ondas, com
um tempo variando entre 3 a 9 minutos e a uma poténcia média alta, obtendo-se entéo
os 1,2,4-oxadiazois em bons rendimentos. Outras condi¢des reacionais foram testadas
utilizando o micro-ondas, onde variou-se o tempo reacional sendo que, os melhores
resultados obtidos na sintese dos 1,2,4-oxadiazois estdo descritos na Tabela 2, que
podem ser comparados com os resultados obtidos por Dornelles e colaboradores®.
(reagOes utilizando dioxano como solvente, sob refluxo com tempo reacional de 8 a
12h).
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Tabela 2 - Dados fisicos referentes aos 1,2,4-oxadiazois obtidos através da reacédo

entre arilamidoximas e os L-aminoacidos, sob irradiacdo de micro-ondas comparando

com utilizacdo de solvente.

Reacéao Reacéao
Tempo sem solvente/ com Tempo reacional
Composto rea.lcional micro.—ondas solve.nte (horas/com

(minutos/ Rendimentos Rendimentos solvente)

micro-ondas) (%), (%)°°
3aa 4 54 73 8
3ab 6 61 75 9
3ac 6 53 60 8
3ba 5 55 65 8
3bb 5 57 82 9
3bc 3 60 79 10
3ca 5 52 70 8
3ch 3 72 70 8
3cc 9 55 73 8
3da 6 52 60 8
3db 4 52 70 10
3dc 4 51 70 10
3ea 4 72 71 8
3eb 4 68 65 8
3ec 3 51 68 8

Os produtos finais obtidos apés purificacdo por coluna cromatografica ou placa

preparativa, foram analisados por IV, RMN H e RMN **C. Obtendo-se os seguintes
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dados espectrais das andlises dos 1,2,4-oxadiazois que estdo representados na
Tabela 3.

Tabela 3 - Dados espectrais dos 1,2,4-oxadiazois.

IV v(cm™) RMN'H (CDCls/ TMS); RMN*C
Produto
S (ppm) (CDCI3/TMS);
6 (ppm)
3304 (N-H); 8.05 (d, 2H); 7.4-7.5 (m,3H); 6.43 (d, 179.7; 167.7; 155.6; 130.8;
2936(C-H); 1699 (- 1H); 5.1-5.3 (m, 1H); 4.12 (q, 2H); 128.3; 126.9; 126.1; 60.9;
NHCOO); 1681 (C=N) 1.63 (d, 3H); 1.19 (t, 3H) 44.2;18.9;14.0
3aa
3313 (N-H); 8.05 (d, 2H); 7.4-7.5 (m, 3H); 7.2-7.3 178.5; 168.0; 155.6; 134.9;
2978 (C-H); 1694 (m, 3H); 7.13 (d, 2H); 5.78 (d, 1H); 131.1; 129.3; 129.1; 128.6;
(NHCOO); 1679 (C=N) 5.4-5.5 (m, 1H); 4.10 (q, 2H); 3.31 (d, 127.3; 126.3; 61.3; 49.6; 39.5;
3ab 2H); 1.19 (¢, 3H) 142
3304 (N-H); 8.06 (d, 2H); 7.4-7.5 (m, 3H); 5.75 (d, 178.7; 168.1; 155.8; 131.2;
2929 (C-H); 1682 1H); 5.2-5.4 (m, 1H); 4.17 (q, 2H); 128.4; 127.3; 126.3; 61.4;
(NHCOO); 1651 (C=N) 2.62 (t, 2H); 2.2-2.4 (m, 2H); 2.12 (s, 47.8; 33.0; 31.3; 29.6; 15.3;
3ac 3H); 1.26 (t, 3H) 143
3305 (N-H); 7.91 (d, 2H); 7.35 (d, 2H); 6.25 (d, 179.9; 167.0; 155.5; 136.9;
2983 (C-H); 1685 1H); 5.1-5.2 (m, 1H); 4.10 (g, 2H); 128.7; 128.3; 124.7; 61.0;
(NHCOO); 1675 (C=N) 1.60 (d, 3H); 1.18 (t, 3H) 53.2;19.0; 14.1
3ba
3318 (N-H); 7.98 (d, 2H); 7.44 (d, 2H); 7.2-7.3 (m, 178.7; 167.0; 155.6; 136.0;
2986 (C-H); 1694 3H); 7.09 (d, 2H); 5.43 (d, 1H); 5.2- 135.0; 128.8; 128.7; 128.3;
(NHCOO); 1641 (C=N) 5.3 (m, 1H); 4.13 (q, 2H); 3.31 (d, 128.2; 126.8; 124.6; 61.0;
3bb 2H); 1.23 (t, 3H) 49.5;34.5;14.1
3304 (N-H); 8.00 (d, 2H); 7.43 (d, 2H); 6.39 (d, 178.9; 167.0; 155.8; 137.0;
2928 (C-H); 1694 1H); 5.2-5.3 (m, 1H); 4.17 (q, 2H); 128.7; 128.3; 124.6; 61.2;
(NHCOO); 1651 (C=N) 2.62 (t, 2H); 2.2-2.4 (m, 2H); 2.12 (s, 47.5;32.4;29.5;15.0; 14.1
3bc 3H): 1.26 (t, 3H)
3290 (N-H); 7.93 (d, 2H); 7.24 (d, 2H); 6.37 (d, 179.5; 167.8; 155.6; 141.1;
2930 (C-H); 1715 1H); 5.1-5.3 (m, 1H); 4.11 (q, 2H); 129.1; 127.0; 123.4; 60.9;

(NHCOO); 1656 (C=N) 2.37 (s, 3H); 1.63 (d, 3H); 1.17 (t, 44.2;21.0;19.1;14.1
3ca 3H)
3306 (N-H); 7.93 (d, 2H); 7.22 (d, 2H); 7.1-7.2 (m, 178.3; 167.9; 155.6; 141.2;
2980 (C-H); 1690 5H); 6.04 (d, 1H); 5.3-5.5 (m, 1H); 135.0; 129.1; 128.9; 128.2;
(NHCOO); 1659 (C=N) 4.05 (g, 2H); 3.28 (d, 2H); 2.35 (s, 127.1; 126.9; 123.4; 61.1;
3cb 3H); 1.17 (t, 3H) 49.6;39.3; 21.2; 14.1




3cc

3da

3db

3dc

3ea

3eb

3ec

3305 (N-H);
2925 (C-H); 1702
(NHCOO); 1669 (C=N)

3302 (N-H);
2985 (C-H); 1731
(NHCOO); 1691 (C=N)

3308 (N-H);
2970 (C-H); 1686
(NHCOO); 1659 (C=N)

3296 (N-H);
2932 (C-H); 1736
(NHCOO); 1679 (C=N)

3283 (N-H);
2930 (C-H); 1726
(NHCOO); 1675 (C=N)

3305 (N-H);
2920 (C-H); 1695
(NHCOO); 1659 (C=N)

3305 (N-H);
2925 (C-H); 1683
(NHCOO); 1649 (C=N)

7.93 (d, 2H); 7.24 (d, 2H); 6.39 (d,
1H); 5.2-5.3 (m, 1H); 4.15 (g, 2H);
2.62 (t, 2H); 2.38 (s, 3H);2.1-2.3 (m,

2H); 2.09 (s, 3H); 1.24 (t, 3H)

7.90 (d, 2H); 6.87 (d, 2H); 5.80 (d,
1H); 5.0-5.2 (m, 1H); 4.06 (g, 2H);
3.75 (s, 3H); 1.56 (d, 3H); 1.16 (t,

3H)

7.84 (d, 2H); 7.09 (d, 2H); 6.9-7.0 (m,
3H); 6.80 (d, 2H); 5.76 (d, 1H); 5.2-
5.3 (m, 1H); 3.96 (g, 2H); 3.64 (s,

3H); 3.16 (d, 2H); 1.04 (t, 3H)

8.00 (d, 2H); 6.97 (d, 2H); 6.21 (d,
1H); 5.2-5.3 (m, 1H); 4.16 (g, 2H);
3.84 (s, 3H); 2.63 (t, 2H); 2.2-2.4 (m,

2H); 2.10 (s, 3H); 1.25 (t, 3H)

8.0-8.2 (m, 4H); 6.06 (d, 1H); 5.1-5.2
(m, 1H); 4.08 (g, 2H); 1.60 (d, 3H);

1.16 (t, 3H)

8.1-8.3 (m, 4H); 7.1-7.3 (m, 5H);
6.33 (d, 1H); 5.4-5.5 (m, 1H); 4.10 (g,

2H); 3.35 (d, 2H); 1.15 (t, 3H)

8.2-8.4 (m, 4H); 6.42 (d, 1H); 5.2-5.4
(m, 1H); 4.17 (g, 2H); 2.69 (t, 2H);
2.2-2.4 (m, 2H); 2.15 (s, 3H); 1.27 (t,

3H)

178.5; 167.8; 155.8; 141.2;
129.1; 127.0; 123.2; 66.5;
51.0; 29.4; 21.1; 14.9; 14.1

179.4; 167.7; 161.8; 155.6;
128.9; 118.8; 114.0; 61.2;
55.1; 44.4; 19.6; 14.3

178.1; 167.6; 161.7; 155.6;
135.0; 129.0; 128.9; 128.3;
126.9; 118.7; 113.9; 61.1;
55,0; 49.6; 39.3; 14.2

178.3; 167.6; 161.6; 155.7;
128.7; 118.6; 113.9; 61.1;
55.0; 47.6; 32.7; 29.5; 15.0;
14.2

180.7; 166.4; 155.6; 149.2;
132.2; 128.1; 123.7; 61.2;
50.1;19.2; 14.2

179.5; 166.3; 155.5; 149.0;
135.0; 131.9; 128.7; 128.2;
127.9; 126.8; 123.5; 61.0;
53.2; 38.8; 14.0

179.7; 166.3; 155.8; 149.0;
132.0; 127.0; 123.7; 61.2;
47.6; 32.3; 29.5; 24.7; 14.1

S7

As amostras padroes dos compostos sintetizados foram injetadas em um

cromatdgrafo a gas e serviram de base para identificacdo, para os calculos de

quantificacdo dos produtos obtidos na sintese por irradiacdo de micro-ondas. As

Figuras 23 e 24 mostram os cromatogramas obtidos da amostra padrédo 3aa e amostra

sintetizada por irradiagdo de micro-ondas 3aa, respectivamente. Atravées desta analise,
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foi possivel identificar a presenga do 1,2,4-oxadiazol (3aa) com um tempo de retencgédo
de 22,246 minutos (area de 218746) quando comparado com o padrdo (tempo de
retencdo de 22,334 minutos e area de 432217). Também observou-se a presenca de
sub-produtos com alguns picos significativos com tempo de retencdo de 20,203 e

28,090 minutos, com areas de 121394 e 57027, respectivamente.

20,123
21, 24e
23.708

92 . 50m

Le, =.124

T T T T T |IIIIIII%IAII ||InI| [l b o

Figura 23 - Cromatograma da amostra padrao purificada 3aa.

L2dE—

2,839
23.709
28,050

29,231
30, P83
39,538

|

Figura 24 - Cromatograma da amostra sintetizada sem purificacdo 3aa.

A titulo de exemplificacdo, serd apresentada as bandas caracteristicas do
composto 3aa, Figura 25: em 3304 cm™ (N-H); 2936 cm™ (C-H); 1699 cm™ (NHCOO);
1681 cm™ (N=C). Com relacéio ao espectro de RMN 'H para este mesmo composto,
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pode-se observar na Figura 26 sinais caracteristicos em 8,05 ppm (d, 2H arométicos na
posi¢ao orto); em 7,40-7,50 ppm (m, 3H aromaticos na posicdo meta e para); em 6,43
ppm (d, 1H, NH); entre 5,1-5,3 ppm (m, 1H, CH); em 4,12 ppm (g, 2H, OCH,); em 1,63
ppm (d, 3H, CH3) e em 1,19 ppm (t, 3H, CH3).
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Figura 25 - Espectro de Infravermelho do composto 3aa.
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Figura 26 - Espectro de RMN *H do 1,2-4-oxadiazol 3aa

Com relagcdo a sintese dos 1,2,4-oxadiazois utilizando a irradiacdo de micro-
ondas, os rendimentos obtidos através destas reacfes foram moderados quando
comparados com as realizadas na presenca de solvente e aquecimento, conforme
relatado por Dornelles et al®®.

Observando o tempo reacional utilizado para a preparacao dos 1,2,4 oxadiazois,
a nao utilizacdo de solvente organico, a diminuicdo de gasto de energia pode-se
concluir que os rendimentos podem ter sido menores quando comparados com as
reacoes utilizando solvente, mas o beneficio que traz ao meio ambiente € imensuravel,
guando neste experimento conseguimos evitar a producdo de residuos, sintetizar e
gerar substancias mais seguras causando pouca toxicidade ao ambiente sem a
utilizacao de solventes e ainda diminui¢éo do gasto de energia com a reducéo do tempo
gasto para realizar a sintese aplicando assim as leis da quimica verde com sucesso.

Conforme descrito na referida literatura, a reacdo que foi desenvolvida na
presenca de solvente e aquecimento (produto 3aa), o rendimento foi de 73%; e na

reacao realizada neste trabalho, utilizando o micro-ondas, o rendimento foi de 54%.
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Uma diminui¢do no rendimento ndo deve ser considerado muito relevante nesta
pesquisa, j& que o tempo reacional € de 5 minutos enquanto que utilizando solvente

esta entre 8-12 horas.

4.3 Avaliagéo dos impactos ambientais

Tendo como base a matriz de Leopold, nas Tabela 4 e 5 pode ser observada a
matriz de identificacdo qualitativa dos impactos ambientais no processo de sintese dos
materiais de partida e da sintese dos 1,2,4-oxazadiazois em presenca de solvente e por
irradiacao de micro-ondas.Nestas tabelas podem ser observadas no eixo horizontal as
caracteristicas ambientais relativas ao meio Fisico, Bidtico e Antropico enquanto que no
eixo vertical podem ser percebidas as etapas do processo e as respectivas atividades
impactantes.

Assim como nas Tabelas 4 e 5 a Figura 27 permite reconhecer a avaliacédo
qualitativa de impactos ambientais, seguindo o critério de Valor, ordem, espaco, tempo,
plasticidade e dinamica.

Os impactos da sintese dos materiais de partida, possuem a mesma acao
impactante no ambiente, pois foram sintetizados da mesma maneira, ja a sintese dos
1,2,4-oxadiazois, como foram utilizados dois métodos, possui acfes impactantes
diferenciadas como apresentado na Tabela 6. Uma vez identificadas as acles
impactantes ao meio ambiente e elencado as medidas consideradas necessérias para
melhorar 0 processo, ou seja, que possibilitem minimizar os impactos negativos e

maximizar os positivos, além de atribuir responsabilidade de execucao.



Tabela 4 — Matriz de identificacdo qualitativa de impactos ambientais na sintese dos 1,2,4-oxadiazois com solvente.
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CARACTERISTICAS AMBIENTAIS RELEVANTES

Etapas Atividades Impactantes Meio Fisico Meio Meio Antrépico
Bidtico
Ar Recurso Recurso Flora/Fauna
Hidrico Edafico
o
@ — S
o o o © g > —
= AT T S o &) O ©
O O O [} | © © c
D 5] © o5 8 ) O iT
c c ® @ @ o) 5 ot
S il € € o 20 S s} 3 S O
3 g = < T © 2» S © je! © T 35
b= @9 = = £5 c c = = = O
© 0 o c c g9 o 5} [ S 83
o] T (@) O o £ 2 o 145) > < > 2
o o> O O oS [aja) w [ (04 0] Ca
Pesagem dos materiais
de partida NDLCTV | NDLCTV NILMTV NILOTV NILOTV PIRMTV - NDLMAS | NDLCAS | PDECTV
Sintese dos Reacdo de sintese NDLCTV | NDLCTV NILMTV NILOTV PILOTV PIRMTV PDECAV | NDLMAS | NDLCAS | PDECTV
Reagentes Consumo de energia elétrica - - - - - NIRCYS NIECAV - - -
Consumo de agua - - - - - NIRCYS NIEMYS - - -
para arrefecimento
Purificacéo NDLCTV | NDLCTV NILMTV | NILOTV NILOTV - NDECTV | NDLMAS | NDLMAS | PDECTV
Caracterizacéo/ldentificacdo | NDLCTV | NDLCTV NILMTV | NILOTV NILOTV - PDECTV | PDLCTS | NDLCTS | PDECTV
Pesagem dos materiais
de partida NDLCTV | NDLCTV NILMTV | NILOTV NILOTV PIRMTV - NDLMAS | NDLCAS | PDECTV
Sintese dos Reacao de sintese NDLCTV | NDLCTV NILMTV | NILOTV NILOTV PIRMTV PDECAR | NDLMAS | NDLCAS | PDECTV
1,2,4- Consumo de energia elétrica - - - - - NIRCYS NIECAS - - -
oxadiazois Consumo de agua - - - - - NIRCYS NIEMYS - - -
para arrefecimento
Purificacéo NDLCTV | NDLCTV NILMTV | NILOTV NILOTV - NDECTV | NDLMAS | NDLMAS | PDECTV
Caracterizacdo/ldentificacdo | NDLCTV [ NDLCTV NILMTV NILOTV NILOTV - PDECTV | PDLCTS | NDLCTS | PDECTV

LEGENDA: P — positivo; N — negativo; D — direto; | — indireto; L — local; R — regional; E — estratégico; C — curto prazo; M — médio prazo; O — longo prazo;

T — temporario; Y — ciclico; A — permanente; V — reversivel; S — irreversivel.
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Tabela 5 — Matriz de identificagdo qualitativa de impactos ambientais na sintese dos 1,2,4-oxadiazois sem solvente (micro-ondas).

CARACTERISTICAS AMBIENTAIS RELEVANTES

Etapas Atividades Impactantes Meio Fisico Meio Meio Antropico
Bidtico
Ar Recurso Recurso Flora/Fauna
Hidrico Edafico
©
) - 2
=] Q Q (1) 8 > —
= 1S S Ro] o (] O ®©
2 o O © | © o &
n @®© @®© O 5 © <
c c M g «© S (] O iT
(1) = = On o] o]
= o9 o =0 1S =} 5] 3 9
> n 9 € €O S = = S ® 3 =
3] 35 S T o c 2 e ) 2 25
s 0 o c c E o =) S o
[ © © o O o £ 2 o o S < > 9
o o> ] (O] [alya) L [ (04 ] oo
Pesagem dos materiais
de partida NDLCTV | NDLCTV NILMTV | NILOTV NILOTV PIRMTV - NDLMAS | NDLCAS | PDECTV
Sintese dos Reacéo de sintese NDLCTV | NDLCTV NILMTV | NILOTV NILOTV PIRMTV PDEMCR | NDLMAS | NDLCAS | PDECTV
Reagentes Consumo de energia elétrica - - - - - NIRCYS NIEMCS - - -
Consumo de agua - - - - - NIRCYS NIEMYS - - -
para arrefecimento
Purificac&o NDLCTV | NDLCTV NILMTV | PILOTV PILOTV - NDECTV | NDLMAS | NDLMAS | PDECTV
Caracterizacdo/ldentificacdo | NDLCTV | NDLCTV NILMTV | NILOTV NILOTV - PDECTV | PDLCTS | NDLCTS | PDECTV
Pesagem dos materiais
de partida NDLCTV | NDLCTV NILMTV | NILOTV NILOTV PIRMTV - NDLMAS | NDLCAS | PDECTV
Sintese dos Reacéo de sintese PDLCTV | PDLCTV PILMTV | PILOTV PILOTV PIRMTV PDEMCR | PDLMAS | PDLCAS | PDECTV
1,2,4- Consumo de energia elétrica - - - - - PIRCYS PIEMCS - - -
oxadiazois Consumo de agua - - - - - PIRCYS P IEMYS - - -
para arrefecimento
Purificacdo NDLCTV | NDLCTV NILMTV | NILOTV NILOTV - NDECTV | NDLMAS | NDLMAS | PDECTV
Caracterizacéo/ldentificacdo | NDLCTV | NDLCTV NILMTV | NILOTV NILOTV - PDECTV | PDLCTS | NDLCTS | PDECTV

LEGENDA: P — positivo; N — negativo; D — direto; | — indireto; L — local; R — regional; E — estratégico; C — curto prazo; M — médio prazo; O — longo prazo;

T — temporario; Y — ciclico; A — permanente; V — reversivel; S — irreversivel




Reacéo de sintese com solvente

Reacéo de sintese sem solvente

Valor

M positivo M negativo

Valor

M positivo M negativo

Ordem

H direto M indireto

Ordem

B direto M indireto

Espaciais

M local Mregional ™ estratégico

10%

Espaciais

M [ocal W regional ™ estratégico
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Temporais

M curto prazo ® médio prazo

 longo prazo

0%

Temporais

M curto prazo M médio prazo

 longo prazo

19% 0%

Dinamicas
M temporario M ciclico

[ permanente

Dinamicas
B temporario M ciclico

[ permanente

Plasticas

M reversivel M irreversivel

Plasticas

W reversivel M irreversivel
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Figura 27 — Avaliacdo qualitativa de impactos ambientais, seguindo o critério da Valor,
ordem, espaco, tempo, dindmica e plasticidade.
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Tabela 6 — Acbes impactantes e medidas ambientais propostas para a sintese de 1,2,4-

oxadiazois com solvente e sem solvente.

Etapas Acdes impactantes Medidas
Sintese dos - Manuseio de materiais toxicos. - Adotar procedimentos adequados
1,2,4-oxadiazois - Possibilidade de contaminacdes. no manuseio dos compostos.
com solvente - Possibilidade de intoxicagdes. - Exigir o uso continuo de EPI’s.
- Consumo de energia elétrica. - Desenvolver metodologias
- Consumo de agua de arrefecimento. alternativas de sintese, com

reducdo de energia.
- Adotar um sistema de recirculagdo

de 4gua para o arrefecimento.

Sintese dos - Manuseio de materiais toxicos. - Adotar procedimentos adequados
1,2,4-oxadiazois - Possibilidade de contaminacdes. no manuseio dos compostos.
sem solvente - Possibilidade de intoxicagoes. - Exigir o uso continuo de EPI’s.

(micro-ondas)

4.4 Ensaios de atividade antifungica

O ensaio de atividade fungistatica utilizado baseou-se na inibicdo do crescimento
micelial radial. Este ensaio € realizado utilizando discos de culturas previamente
preparados por inoculacdo de placas com agar Sabouraud-extrato de levedura (YEPD)
que apobs incubacdo a 30 °C, ficam completamente cobertas com a colénia do fungo.
Desta superficie sdo, entdo, recortados discos de cultura com auxilio de um coletor de
bidépsia de pele com diametro especifico (“‘punch biopsy”), sendo posteriormente
transferidos para placas contendo agar teste com a solucdo da droga previamente
diluida.

Esta metodologia visando determinagdo da MIC de isolados clinicos de
dermatofitos foi inicialmente proposta (com algumas modificacdes) por Butty e
colaboradores®’, demonstrando ser mais rapida e com eficiéncia comparada ao do
método de macrodiluicdo evitando, neste caso, a necessidade de padronizacdo de
suspensao de células. Neste caso a atividade antifungica € definida pelo didametro do
halo da colénia e ndo pela concentracédo inibitéria minima (MIC) sendo que quanto
menor o halo de crescimento maior a atividade antifingica.

Este método serve para avaliar o potencial inibitério de diferentes compostos

frente a uma cepa fungica bioindicadora. No caso, foi selecionada uma amostra de
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Aspergillus niger, um fungo de crescimento rapido, muito resistente a compostos
toxicos, ubiquo no meio ambiente e com potencial patogénico humano em situacdes de
imunossupressao, como é o caso da cepa aqui selecionada, a qual foi isolado do
pulmédo de um paciente da USP.

Devido a sua alta resisténcia a xenobidticos, a cepa em questao foi selecionada
para avaliar, num primeiro momento, a toxicidade de 1,2,4-oxadiazois frente a um
microrganismo heterotrofico bioindicador do meio ambiente, dentro de um objetivo
maior de evitar a producédo de compostos antifUngicos com acao toxica ambiental.

Analisando inicialmente as curvas de crescimento fungico pode-se verificar que
nas cinco concentragbes testadas 0S compostos apresentaram 0 mesmo
comportamento. Existem trés padrées de curvas de atividade antifiingica® sendo
caracterizados como: monofasicas,caracterizadas pela inibicdo do crescimento com
aumento da concentragdo do composto em estudo; bifasicas, onde atinge um ponto
méaximo de inibicdo e apds a atividade fungistatica decresce ou estaciona e trifasica que
ocorre um aumento da atividade fungistatica, até um ponto maximo de inibicdo do
crescimento seguido por perda momentanea da atividade fungistatica até o ponto de
minima atividade, logo apds ocorre a recuperacdo da atividade com o aumento da
concentracdo do composto em estudo, sendo este o padrdo observado. Pode-se
observar o comportamento dos padrdes de curvas na Figura 28.

Essas situacdes ocorrem, possivelmente, devido a uma adaptacao fisioldgica por
inducdo de enzimas relacionadas com a assimilacdo ou a biodegradacéo de substratos
que podem fornecer carbono e nitrogénio como nutrientes ou ainda alteracbes
morfoloégicas na estrutura das hifas vegetativas tornando-as mais delgadas e alongadas

como tentativa de escapar a a¢ao do xenobiotico.

Diametro A
de coldnia

P1

[Droga] [Droga] [Droga]



Figura 28 - Padrdes de curvas de atividade fungistatica. A: monofasica; B:
bifasica; C: trifasica.

Na Tabela 7 encontram-se as respectivas médias dos diametros de
colonias de Aspergillus niger cepa 898 com seus desvios padrdes para cada
composto nas cinco concentracdes testadas. A representacdo destes valores
pode ser visualizada nas Figuras 29,30 e 31.

Tabela 7 - Diametro de halos de colénias de ATCC 898, obtidos com
diferentes concentragdes de 1,2,4 oxadiazois Aspergillus niger

Composto 0,5x10“*molL™ 1,0x10* molL™ 2,0x10* molL™ 4,0x10“*molL™ 8,0x10* molL™

3aa 11,3+0,1 12,6 £0,2 17,6+04 14,2+ 0,6 115+0,2
3ba 12,4 £ 0,07 12,1+£0,5 9,603 10,5+0,6 10,2+0,7
3ca 9,2+05 9,603 9,605 9,1£0,7 8,2+03
3da 76+03 82+05 82+0,2 78+03 70£05
3ea 8,8+05 95%0,3 9,3£0,2 8,4£0,6 76x05
3ab 9,7+0,6 10,6 £0,3 10,8 +£0,2 11,1+0,3 12,0+ 0,6
3bb 9,7+0,3 9,7£0,8 109+0,1 10,3+£0,2 103+0,5
3ch 94+0,1 10,2+0,3 96=04 9,3£0,6 8,2%0,2
3db 8,4+05 7,7£03 6,8+0,2 6,5+03 6,2+0,2
3eb 98+04 10,7+0,8 11,2+£0,5 10,4+£0,2 95%05
3ac 8,1+0,1 79£0,2 82+05 7,702 6,305
3bc 8,4+0,0 9,3£0,3 9,1£08 8,609 6504
3cc 89+03 9,701 9,3£05 10,1+0,7 105+0,5
3dc 10,7+0,8 11,2+0,2 87+04 85+0,8 8,0£0,1

3ec 74+07 76=03 83+0,6 91£0,7 66=11
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Figura 31 - Crescimento micelial radial de Aspergillus niger USP 898 frente
a 1,24-oxadiazois derivados da condensacdo entre

arilamidoximas p- substituidas e L-metionina.

Na Figura 32 é demonstrado as culturas de Aspergillus niger frente a 1,2,4-
oxadiazois sintetizados a partir de p-clorobenzamidoxima e L-alanina (composto 3ba) e
1,2,4-oxadiazois sintetizados a partir de benzamidoxima e L-fenilalanina diluidas nas
concentracdes de 5,0x10°molL™? , 1,0x10* molL?, 2,0x10* molL?, 4,0x10* molL™,

8,0x10™ molL™ respectivamente.
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Figura 32 — Exemplo de halos de crescimento micelial radial de Aspergillus niger frente
a diferentes concentractes de 1,2,4-oxadiazois.

Observando-se as Figuras 29, 30,32 pode-se ver que praticamente todas as
concentracbes apresentaram uma diminui¢cdo do crescimento micelar radial em relacéo
ao controle.

O composto p-clorobenzamidoxima combinado com L-alanina teve o maior efeito
fungistatico em concentracdo de 2 x10* mol.L™ levando a uma redugéo em torno de
45%, sendo este o Unico derivado que chegou préximo do MIC 5o demosntrado na
Figura 29. Entre os derivados com a L-fenilalanina, a p-toluilmidoxima obteve maior
atividade fungistatica, em 5,0 x10° mol.L™ com cerca de 30% de reducdo do

crescimento micelial radial conforme Figura 30. Ja entre os derivados com a L-
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metionina observou-se maior atividade fungistatica com o p-clorobenzamidoxima em
concentracéo de 4 x 10 mol.L™ quando se observou uma reducdo em torno de 30% no
crescimento micelial radial como pode-se observar na Figura 31.

Particularmente nos compostos derivados da L-metionina, observa-se que na
maior concentracdo testada (8x10“ mol.L™) ha uma perda acentuada da atividade
fungistéatica sendo que no caso do composto derivado da p-nitrobenzamidoxima ocorre
um estimulo do crescimento.

Os derivados da p-nitrobenzamidozima foram o0s que apresentaram menor
atividade fungistética na faixa de concentracéo testada, enquanto 0os que apresentaram
maior atividade fungistatica foram os derivados da p-cloro benzamidoxima e p-toluil.

Os compostos com maior efeito fungistatico foram os derivados da L-alanina
sugerindo que o efeito antifingico € dependente de parametro estérico em relacdo ao
grupo R do aminoacido e ao substituinte do anel aromatico. Para uma melhor
compreensao dos parametros dos substituintes do anel aromatico foram aplicados
meétodos de regressao linear simples e através da busca sistematica. Para uma visao
mais global da relacdo entre a estrutura da molécula e a atividade antifingica
observada foi aplicada a correlacao quimiométrica entre os espectros de infravermelho
dos compostos e os diametros de crescimento micelial radial utilizando a regressao
multivariada por minimos quadrados parciais (PLS).

A titulo de exemplificacdo consta na Figura 33 a comparacédo entre 0 modelo de
correlagcdo entre o crescimento micelial radial e as triplicatas dos espectros de
infravermelho da regido espectral de 1,2,4-oxadiazois na concentracdo de 1,0x10™

molL.
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Figura 33 — comparacdo entre crescimento micelial radial e triplicatas de

espectros de infravermelho de 1,2,4-oxadiazol na concentragéo de 1x10™ molL

4.5 Estudos de correlagcdo quantitativa entre estrutura e atividade biolégica dos

1,2,4 oxadiazois utilizando Aspergillus niger ATCC 898

Para os estudos de correlacdo foram utilizados a busca sistematica e o método
guimiométrico, ambas ferramentas estatisticas. Inicialmente serdo apresentados e

discutidos a andlise sisteméatica e posteriormente os dados quimiométricos.
4.5.1 Busca sistematica
A busca sistematica foi realizada utilizando a correlacdo entre a média do

diametro do CRM e algumas propriedades moleculares normalmente utilizadas para
avaliacdo de estudos de SAR e QSAR®.
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Os parametros fisico-quimicos dos substituintes selecionados para este estudo
foram constituidos pelo parametro hidrofobico(r), pelos parametros eletrénicos ¢, 3 e R
e pelos parametros estéricos MRs, L, B; e Bs.

A escolha da busca sistematica para avaliar modelos de correlacdo estrutura
atividade fungistatica com estes parametros foi devido ao reduzido niumero de variaveis
para serem explorados por quimiometria. Esta opgéo levou a resultados contraditérios
de dificil interpretacdo, principalmente, decorrente da baixa correlacdo entre
complexidade estrutural e atividade biolégica, ocorrendo comportamentos semelhantes
entre 1,2,4-oxadiazois oriundos de arilamidoximas e L-aminoacidos e comportamentos
diferentes dentro de 1,2,4-oxadiazois de mesma arilamidoxima ou de mesmo
aminoécido.

Na tabela 8 observamos os parametros hidrofébicos eletrénicos e estéricos dos

substituintes de arilamidoximas para a obtencédo dos 1,2,4-oxadiazois.

Tabela 8: Parametros hidrofébicos, eletrdnicos e estéricos dos substituintes H, Cl, CHs,
OCH3 e NO; de arilamidozimas substituidas utilizadas para obtencdo de 1,2,4-
oxadiazois por condensacdo com L-aminoacidos.

n° O'pb 3¢ iRd MRs® |_T B;]_T Bes

H 00 00 00 00 103 206 1,0 1,0
Cl 0,71 0,23 0,41 -0,15 6,03 3,52 1,80 1,80
CH; 0,56 -0,17 -004 -0,13 5,65 2,87 1,52 2,04
OCHj; -0,02 -0,27 0,26 -0,51 7,87 3,98 1,35 3,07
NO, -0,28 0,78 0,67 0,16 7,36 3,44 1,70 2,44

a

n: constante lipofilica de Hansch-Fujita; ® cp: constante

eletrdnica de Hammett para substituinte em posicéo para; °S:
efeito de campo de Swain & Lupton; 4 R efeito de ressonancia

de Swain & Lupton; °MRs: refratividade molar; 'L, By, Bs:

Parédmetros STERIMOL.
Na tabela 9,10 e 11 encontram-se os valores de coeficiente de regressao obtidos
para correlacdo entre a atividade antifingica e uma variavel independente dos 1,2,4

oxadiazois onde os valores em negrito representam a melhor correlagao.
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Tabela 9: Valores de R para modelos de regressao de diametros de colonia de A. niger
USP ATCC 898 versus concentracao de 1,2,4-oxadiazois derivados da condensacao
entre arilamidoximas substituidas (R = H, Cl, CH3, OCH3 e NO,) e L-alanina com uma

variavel independente.

Classe 5,0x10°molL™ 1,0x10” molL™ 2,0x10” molL™ 4,0x10™ molL™ 8,0x10™ molL™

s -0,141 -0,498 -0,434 -0,544 -0,651
Cp 0,744 0,955 0,107 0,185 0,727
MRs 0,536 -0,036 -0,658 -0,427 0,294
3 0,625 0,654 -0,392 -0,255 0,537
R 0,567 0,886 0,613 0,594 0,634
L 0,284 -0,154 -0,830 -0,652 0,054
B 0,721 0,274 -0,602 -0,477 0,242
Bs 0,321 -0,189 -0,529 -0,294 -0,263

#Valores em negrito representam a melhor correlagéo para a concentragéo de 1,2,4-oxadiazol utilizada.

Analisando a tabela 9 pode-se observar que nas concentracdes (5x10° molL™ e
1,0x10* molL™ e 8x10“* molL™) a melhor correlagdo ocorre com o parametro c,. Este
valor absoluto reflete a grandeza dos efeitos indutivos e de ressonancia exercidos pelo
grupo substituinte no centro da reacdo ou na propriedade biologica avaliada (CMR). O
valor positivo indica que substituintes que possuem a capacidade de atrair elétrons
induzem maior halo de colbnia e, consequentemente, menor atividade antifingica.

Nas concentracbes de (2,0x10™* molL™ e 4,0x10* molL™) a melhor correlacéo
ocorreu no parametro estérico L sendo que o valor negativo indica o aumento do
volume do substituinte na posicao para, e ndo da molécula como um todo, induz menor
didmetro da colénia e consequentemente maior atividade antifingica, levando a supor
que a inibicdo do crescimento deve estar sendo controlada por interagdo do composto
com um sitio receptor com elevado espaco e que o aumento do volume do substituinte
deve estar favorecendo a melhor ocupacéo deste espaco.

Na tabela 10 encontra-se 0 mesmo estudo para os 1,2,4-oxadiazois obtidos com

derivados de arilamidoximas substituidos e a L-fenilalanina.
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Tabela 10: Valores de R para modelos de regressao de diametros de coldnia de A.niger
USP ATCC 898 versus concentracao de 1,2,4-oxadiazois derivados da condensacao
entre arilamidoximas substituidas (R = H, Cl, CHz, OCH3z e NOy) e L-fenilalanina com

uma variavel independente.

Classe  5,0x10°molL™ 1,0x10* molL™* 2,0x10™ molL™ 4,0x10” molL* 8,0x10™ molL™

s -0,434 0,040 -0,244 0,704 0,502
Cp 0,263 0,464 0,310 -0,438 0,169
3 0,009 0,585 -0,011 -0,617 0,512
R 0,428 0,138 0,538 -0,054 -0,281
MRs -0,728 0,829 0,107 -0,075 0,480
L -0,579 0,620 -0,228 -0,258 0,653
B -0,558 0,835 0,121 0,125 0,709
Bs -0,653 0,639 0,084 -0,162 0,239

#Valores em negrito representam a melhor correlagéo para a concentragéo de 1,2,4-oxadiazol utilizada.

Na analise dos compostos derivados da L-fenilalanina observa-se que ocorre
uma dependéncia da atividade fungistatica que depende de uma combinacdo de
parametros hidrofébicos (n), eletrbnicos (%) onde se destacam e estéricos (MRs, B,).
Possivelmente, o sinal negativo de hidrofobicidade pode indicar que ha necessidade de
um grupo polar ou polarizavel para interagir com o sitio ativo. O aumento do tamanho
do substituinte diminui a atividade, ao contrario do observado com a L-alanina, pode
estar ocorrendo interacdo entre os sitios (ver a molécula como um todo), conforme os
valores em negrito mostrado na TabelalO.

Na tabela 11 estédo os dados de correlagdo com os 1,2,4-oxadiazois derivados de

arilamidoximas substituidas e L-metionina.
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Tabela 11: Valores de R para modelos de regressao de diametros de colonia de A.niger
USP ATCC 898 versus concentracao de 1,2,4-oxadiazois derivados da condensacao
entre arilamidoximas substituidas (R = H, ClI, CH3, OCH3z e NO;) e L-metionina com uma

variavel independente.

Classe  5,0x10° molL™ 1,0x10“ molL™ 2,0x10“* molL™  4,0x10“ molL™  8,0x10™ molL™

s -0,331 -0,532 -0,129 -0,362 -0,922
Cp 0,707 0,203 0,218 0,189 0,604
3 0,982 0,577 0,239 -0,017 0,409
R 0,107 -0,293 0,108 0,343 0,566
MRs 0,664 0,854 0,657 -0,230 -0,153
L 0,722 0,787 0,369 -0,089 -0,212
B, 0,644 0,321 0,471 0,046 -0,287
Bs 0,520 0,944 0,612 0,285 -0,040

Valores em negrito representam a melhor correlagdo para a concentragdo de 1,2,4-oxadiazol utilizada.

Nos derivados da L-metionina também ocorre uma combinagédo de fatores que

refletem a correlacdo deste composto indicando os seus diversos mecanismos de acao.

Na tabela 9, 10 e 11 encontram-se os valores de coeficiente de regressao
obtidos para correlacdo entre a atividade antifangica e uma variadvel independente dos

1,2,4 oxadiazois onde os valores em negrito representam a melhor correlacao

A execucdo da busca sistematica ao conjunto de dados das tabelas 9, 10 e 11
para os 1,2,4 oxadiazois gerou equacdes de regressado. Na construcdo das tabelas ndo
foi imposta qualquer restricdo quanto ao grau de correlagdo entre as variaveis
independentes foi escolhida a melhor correlagdo (em negrito) para cada concentracao
de 1,2, 4-oxadiazol utilizado.
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4.6 Quimiometria

A utilizacdo de métodos quimiométricos baseou-se na aplicacdo de selecdo de
frequéncias dos espectros de DRIFT, utilizando em seguida o processamento PLS para
sua modelagem. A selecdo de frequéncias seguiu o critério baseado nas classes de
movimentos moleculares passiveis de serem encontrados ao longo do espectro de IV
em funcéo da estrutura dos compostos utilizados, partindo-se da utilizacdo do espectro
total (4000-600 cm™).

Primeiramente, as faixas espectrais foram divididas em intervalos fixos de 300
cm™ e deslocadas ao longo da regido de 600 a 4000 cm™, com acréscimos seriados de
100 em 100 cm™. Numa segunda abordagem, as regifes espectrais forma subdivididas
com base em movimentos vibracionais especificos presentes naquela regido, a fim de
otimizar o modelo. Na tabela 12, encontram-se todas as tentativas feitas para que se
chegasse ao modelo escolhido.

A qualidade dos modelos de validagéo foi avaliada comparando-se, inicialmente,
o valor do coeficiente de correlacéo (R? val), o erro padrédo de validacdo (RMSECV), e o
namero de fatores (Componentes Principais) associados a estes valores. O coeficiente
de correlacao foi considerado o critério inicial para aceitacdo ou rejeicado de modelo
sendo aceitos apenas modelos de PLS com (R? val > 0,99. O segundo critério de
selecdo foi o valor do RMSECV sendo selecionados modelos com menor valor de
RMSECV e posteriormente com o menor nimero de fatores.

Tabela 12: Faixas espectrais utilizadas para a tentativa de encontrar o melhor

modelo matematico.

Espectro pardmetros  5x10°molL" 1,0x10"molL™  2,0x10"molL™  4,0x10"molL"  8,0x10" molL™
cm™
900-600 0,29 0,18 0,12 0,18 0,21
RMSECV
) 0,098 0,997 0,997 0,996 0,996
R” val
9 5 8 6 8
F
1000-700 RMSECV 0,18 0,12 0,21 0,11 0,22
R’ val 0,999 0,997 0,997 0,998 0,981
F 7 6 8 7 9
1100-800 RMSECV 0,11 0,27 0,27 0,18 0,22
R? val 0,996 0,998 0,998 0,998 0,998

F 7 5 5 8 8
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1200-900

1300-1000

1400-1100

1500-1200

1600-1300

1700-1400

1800-1500

1900-1600

2000-1700

2100-1800

2200-1900

2400-2100

2500-2200

2600-2300

2700-2400

RMSECV
R’ val

F

RMSECV
R’ val

F

RMSECV
R? val
F
RMSECV
R? val
F
RMSECV
R? val
F
RMSECV
R? val
F
RMSECV
R? val
F

RMSECV
R? val
F

RMSECV
R? val
F
RMSECV
R? val
F
RMSECV
R? val
F

RMSECV
R® val
F
RMSECV
R? val
F
RMSECV
R® val
F
RMSECV
R? val
F

0,19
0,997

0,23
0,991

0,20
0,995

0,24
0,996

0,79
0,911

0,24
0,996

0,13
0,998

0,3
0,995

0,28
0,988

0,27
0,998

0,26
0,991

0,72
0,938

11
0,842

1,08
0,845

0,54
0,969
9

0,06
0,997

0,19

0,991

0,21

0,995

0,14
0,996

0,40
0,965

0,13
0,997

0,19
0,998

0,18

0,995

0,17

0,998

0,19
0,998

0,16
0,996

0,28
0,989

0,68
0,902

0,55
0,939

0,21
0,997

0,07
0,998

0,26

0,995

0,18

0,994

0,17
0,998

0,53
0,964

0,19
0,998

0,21
0,998

0,25

0,995

0,40

0,978

0,30
0,988

0,22
0,996

0,35
0,989

0,60
0,954

0,65
0,949

0,24
0,998

0,14
0,997

0,20

0,995

0,17

0,992

0,20
0,998

0,50
0,944

0,19
0,997

0,27
0,998

0,21

0,997

0,35

0,978

0,21
0,998

0,19
0,996

0,42
0,969

0,60
0,924

0,75
0,879

0,32
0,979

0,10
0,998

0,25
0,995

0,29
0,998

0,37
0,981

0,74
0,942

0,36

R 0,987
F9
0,28
0,998

0,62

0,997

0,33

0,988

0,24
0,998

0,36
0,988

0,79
0,939

1,20
0,811

1,20
0,839

0,73
0,949
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3100-2800

3300-3000

3400-3100
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1050-950

1250-1150

1300-1200

1350-1250

2900-2800

3300-3000+

1600-1500

3000-3100+
1100-950+
800-700
900-860+
820-770+
1125-1100+
3100-3000

RMSECV
R? val
F
RMSECV
R? val
F
RMSECV
R? val
F
RMSECV
R? val
F

RMSECV
R? val
F
RMSECV
R? val
F
RMSECV
R?val
F
RMSECV
R? val
F
RMSECV
R? val
F
RMSECV
R? val
F
RMSECV
R? val
F
RMSECV
R? val
F
RMSECV
R? val
F
RMSECV
R?val
F

RMSECV
R? val
F

0,34
0,989

0,22
0,988

0,43
0,975

0,25
0,989

0,20
0,998
8
0,96
0,879
9
0,78
0,919
9
0,38
0,989
9
0,34
0,989
9
0,79
0,919
9
0,64
0,959
9
0,66
0,949
9
0,24
0,998
9
0,24

0,999
9
0,19
0,999

0,19
0,999

0,24
0,989

0,20
0,959

0,28
0,989

0,31
0,998

0,35
0,979

0,43
0,969

0,16
0,999

0,33
0,979

0,40
0,969

0,73
0,899

0,69
0,909

0,12
0,999

0,12
0,998

0,10
0,999

0,27
0,998

0,28
0,989

0,37
0,985

0,31
0,989

0,28
0,998

0,50
0,969

1,03
0,849

0,34
0,989

0,20
0,999

0,50
0,969

0,63
0,949

0,53
0,969

0,17
0,998

0,17
0,999

0,11
0,999

0,25
0,988

0,21
0,991

0,37
0,985

0,36
0,979

0,19
0,998

0,31
0,979

1,09
0,739

0,31
0,979

0,63
0,919

0,50
0,949

0,84
0,849

0,53
0,939

0,14
0,998

0,14
0,999

0,13
0,999

0,65
0,958

0,49
0,975

0,36
0,985

0,32
0,989

0,21
0,998

0,57
0,969

1,52
0,739

0,69
0,949

0,96
0,899
F9
0,74
0,949

1,25
0,829

0,62
0,959

0,31
0,988

0,31
0,989

0,13
0,999

80
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Legenda: RMSECV- erro padrdo de validacao. R%val - coeficiente de correlacdo de

validagdo. F- nimero de fatores.

Analisando os resultados da Tabela 12, pode-se observar que bons modelos
foram obtidos com uma faixa espectral minima da ordem de 300 cm™, utilizando as
triplicatas dos espectros referentes aos quinze compostos sintetizados. Mesmo assim,
nem todos os intervalos anteriormente definidos com esta faixa de frequéncias
mostraram-se adequados para a obtencdo de modelos de previsédo, indicando que
diferentes regides espectrais especificas para determinados movimentos vibracionais
deveriam ser melhores associadas para uma melhor qualidade dos modelos de
previsdo. Neste sentido as regides espectrais foram selecionadas com base em trés
grandes porcdes da estrutura: o radical fenila, o anel 1,2,4-oxadiazélico e o radical

aminoacil protegido conforme pode ser visualizado na tabela 13.

Tabela 13: Bandas e faixas espectrais escolhidas para cada regidao da estrutura
da familia de 1,2,4-oxadiazois investigados.

Fragmento Regido espectral (cm™) Movimento associado
Radical fenila 900-675 Deformagéo angular C-H fora do plano
de anel aromético

Deformagéo angular no plano da

1300-1100 ligacédo
Deformagéo axial de ligacéo C-C

1600-1581 1500-1400 Harmonicas ou de combinacéo
2000-1650

Nucleo 1,2,4-oxadiazol 1600-1570 C=N
1250-1200 Deformagéo axial C-O
3100-3000 Deformacéo axial de C-H
850-750 Deformagéo axial de N-O

Fonte: SILVERSTEIN, R.M.; Bassler, G.C.; Morrill, T.C. Identificacdo espectrométrica de

compostos organicos. Rio de Janeiro: Editora Guanabara Koogan, 52 Ed.

Analisando cada um dos intervalos pode-se perceber que na regiao de 900-600
cm™ possuem um bom valor preditivo, com pequenas variacdes das Figuras de mérito
nas diferentes concentracbes avaliadas. Esta regido espectral € caracterizada
predominantemente pela deformagéo angular fora do plano de C-H, a qual pode ser

correlacionada com o numero de atomos de hidrogénio adjacentes nos diferentes
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anéis.”® Entre 1000-700 cm™ , regido onde se consegue concentrar um maior nimero
de informacdes da molécula, pois estdo concentradas as trés regides da familia de
derivados, mostra que existem informacdes que ndo sdo importantes e outras que
deveriam estar nesta regido, pois o0 modelo necessitou de até nove fatores como mostra
na Tabela 12.

Pode-se verificar que de 3000 a 2000 cm™ os resultados obtidos com todas as
tentativas feitas utilizando intervalos de 300 cm™ foram os que apresentaram pior
qualidade preditiva, indicando que esta regido mostra-se pobre de informacdes
caracteristicas dos compostos estudados.

Comparando os resultados com as diferentes concentracdes, foi observado que
os modelos de menor qualidade preditiva foram obtidos nas concentra¢cdes 5x10™ molL’
1 e 8x10” molL™ , enquanto que a concentracdo de 1x10" molL™ foi a que apresentou
melhores modelos de predicdo do CMR, RMSECV e R%a.

Na tentativa de encontrar o melhor modelo comegamos a relacionar pequenos
fragmentos da molécula em busca de otimizar o processo. Utilizamos o critério de
utilizar faixas espectrais pequenas mas gue Seus grupamentos estivessem presentes
nos compostos testados, a fim de estudar o seu comportamento até chegarmos ao
modelo ideal que esta localizado na ultima linha da Tabela 12. Podemos perceber que
se agrupassemos poucos fragmentos, com intervalos menores de 300, mesmo que
aleatoriamente nao alcancariamos 0 nosso objetivo, pois como ja mencionado, €
necessario um namero minimo de informacdes moleculares.

Agrupamos diferentes faixas com grupamentos moleculares pertencentes a
todos os compostos utilizados na sintese, como pode-se ver 0s intervalos espectrais e
suas respectivas posi¢cdes e movimentos associados como mostrado na Figura 34.

A Figura 35 demonstra os espectros de infravermelho das bandas caracterizadas
como o melhor modelo demonstrando as bandas de todos os compostos a fim de

identificar caracteristicas semelhantes entre eles.
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Figura 34 — Espectro de infravermelho de todos os 1,2,4-oxadiazois
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Figura 35: Espectro de infravermelho de fragmentos de bandas dos 1,2,4-oxadiazois

caracterizada como melhor modelo.
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Entre 900-860 cm™ e 820-770 cm™ as vibracdes de deformacéo axial de C-H fora do
plano sdo geralmente intensas, pois sdo correspondentes ao numero de &atomos de
hidrogénio no anel.Analisando os intervalos entres 1125-1100 cm™ a absor¢do mais
caracteristica do espectro é uma banda intensa que ocorre entre 1150 e 1085 cm™ e é
devida a deformacédo axial assimétrica de C-O-C. Essa banda aparece usualmente em
torno de 1125 cm™. A banda de deformacdo axial simétrica é geralmente fraca no
infravermelho e mais facilmente observada no espectro Raman. Ja em 3100-3000 cm™ as
vibracbes de deformacéo axial de metileno dos hidrocarbonetos ciclicos sem tensdo no
anel sdo praticamente as mesmas observadas no caso dos alcanos aciclicos. O aumento
da tensdo do anel move as bandas de deformacdo axial de C-H progressivamente para
frequéncias mais altas. Os grupos CH, e CH do anel absorvem aproximadamente na regiao
de 3100 cm™. A absorcdo correspondente a deformacéo axial de C-H ocorre na regido de
3000 cm™, as posicdes de deformacao axial esté entre a que menos varia no espectro.

Neste caso pode-se constatar que o melhor modelo utilizou regides/faixas espectrais
diferentes, mostrando que para se obter um bom modelo é necessério informacdes de

diversas partes da molécula, onde todas as estruturas utilizadas para a formacao
dos compostos em estudo sdo importantes para a sua atividade.

As iniciativas da quimica verde englobam todas as areas da ciéncia, sempre
considerando o principio da sustentabilidade, o uso de reagentes alternativos e renovaveis,
com o objetivo de central de diminuir os reagentes toxicos e nao biodegradaveis no
ambiente, no desenvolvimento de produtos seguros, ou seja, ndo téxicos, para se evitar
perdas indesejaveis na sintese, maior rendimento e menor geracdo de subprodutos e por
final na minimizacdo do consumo de energia. Utilizando o infravermelho (DRIFT) pode-se
prever a atividade biolégica (CMR) e a determinacdo da toxicidade dos compostos

sintetizados utilizando todos esses principios da quimica verde.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando as condi¢des reacionais em que foram realizados os experimentos,
pode-se concluir que:

- Os rendimentos das reacdes, de obtencao dos 1,2,4-oxadiazois, realizadas por
irradiacdo de micro-ondas foram moderados quando comparados com as realizadas
na presenca de solvente e aquecimento. Para obtencdo de melhores rendimentos, as
condi¢cdes reacionais devem ser otimizadas, variando-se o tempo reacional, a
guantidade dos materiais de partida e do reagente de acoplamento (DCC) ou ainda,
utilizando-se outros reagentes de acoplamento.

- Os produtos obtidos através da irradiagdo de micro-ondas e purificados por
coluna cromatogréfica de silicagel ou placa preparativa, apresentaram um maior
rendimento quando comparados com a analise dos cromatogramas utilizando a
cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de chamas. Acredita-se que as
amostras injetadas no cromatdgrafo a gas foram parcialmente decompostas, visto que
os valores calculados em relagédo ao rendimento, baseados nas areas e nos tempos de
retencdo (cromatogramas), sao inferiores aos dos compostos purificados e analisados
por RMN *H.

- As técnicas de identificacdo e elucidacdo estrutural utilizando a espectroscopia
de IV, RMN 'H e RMN *3C se mostraram mais eficientes quando comparados com a
cromatografia gasosa.

- O uso da irradiacdo de micro-ondas em auséncia de solvente, foi de grande
importancia, por ser um procedimento coerente com a filosofia da Quimica Verde, esta
técnica possibilitou reduzirmos em muito o tempo de reacdo reduzindo o gasto de
energia, podendo assim identificar mais rapidamente as condi¢cdes adequadas para
cada reacao.

Pode-se prever a atividade antifingica dos compostos sintetizados (CMR), bem
como sua toxicidade, utilizando tecnologias limpas e mostrando a importancia do
infravermelho no desenvolvimento deste trabalho.

A criacao de um modelo onde utiliza-se partes diferentes do composto sintetizado
para prever sua atividade e toxicidade é um avancgo, pois conseguimos mostrar que

podemos excluir varias etapas utilizadas em outras metodologias utilizadas até agora.
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Com este trabalho podemos minimizar o impacto ambiental causado em varias
etapas do processo.

Na sintese dos produtos orgéanicos foi possivel a geracdo de residuos, pois a
partir do momento em que se investe em tecnologia limpa, neste caso o micro-ondas,
ndo h& necessidade de investimentos pesados em tratamento de residuos.

No tempo gasto para a geracdo de produtos, numa sintese organica utilizando
solvente organico o tempo varia de 10 a 12 horas enquanto que com micro-ondas o
tempo se situa na faixa de alguns segundos, sem contar na quantidade de material
utilizado, que é minimo.

Sintetizar produtos mais seguros, ou seja, menor toxicidade possivel ao meio
ambiente, podendo prever esta atividade também com seguranca, neste caso
utilizando esta nova metodologia utilizada no desenvolvimento deste trabalho, o
infravermelho, ndo gera residuos, ndo utiliza solventes perigosos, utiliza pouco
material, evitando assim o potencial para acidentes.

Foi possivel, através da Matriz de Leopold, identificar as acfes impactantes no
ambiente através da realizacdo da sintese com solvente e com irradiacdo de micro-
ondas bem como demonstrar que a reacado livre de solvente apresenta pontos
positivos maiores quando comparados com a que utiliza solvente.

Embora ja se note uma mobilizacdo por parte de todos para salvar o planeta é
preciso que se discuta a criacdo de linhas de investimentos para o desenvolvimento de
tecnologias limpas de politicas de reducdo na fonte lembrando a quantidade de
residuos passivos existentes em todo pais.

Aplicar os principios da quimica verde pode parecer dificil num primeiro
momento, entretanto procurou-se mostrar aqui algumas alternativas viaveis, novas
metodologias que podem ser utilizadas em instituicbes de ensino em todo pais,
eliminado o estigma de que a quimica esta ligada a poluicdo e a degradacdo
ambiental, mostrando que pode sim contribuir para a melhoria da qualidade de vida

humana e do proprio planeta.
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ANEXOS

ANEXO A: Espectros de RMN *H (em CDCl3 a 200 MHz) e RMN *C (em CDCl; a

50 MHz) do composto 3aa
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ANEXO B: Espectros de RMN *H (em CDCl; a 200 MHz) e RMN **C (em CDCl; a
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50 MHz) do composto 3ab.
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ANEXO C: Espectros de RMN *H (em CDCl; a 200 MHz) e RMN **C (em CDCl; a
50 MHz) do composto 3ac.
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ANEXO D: Espectros de RMN *H (em CDCl; a 200 MHz) e RMN **C (em CDCl; a
50 MHz) do composto 3ba.
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ANEXO E: Espectros de RMN *H (em CDCI; a 200 MHz) e RMN *3C (em CDCl; a
50 MHz) do composto 3bb.
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ANEXO F: Espectros de RMN *H (em CDCl; a 200 MHz) e RMN **C (em CDCl; a
50 MHz) do composto 3bc.
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ANEXO G: Espectros de RMN *H (em CDCI; a 200 MHz) e RMN *3C (em CDCl; a
50 MHz) do composto 3ca.
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ANEXO H: Espectros de RMN *H (em CDCl; a 200 MHz) e RMN **C (em CDCl; a

50 MHz) do composto 3cb.
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ANEXO I: Espectros de RMN *H (em CDCl; a 200 MHz) e RMN **C (em CDCl; a
50 MHz) do composto 3cc.
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ANEXO J: Espectros de RMN *H (em CDCls a 200 MHz) e RMN *3C (em CDCls a

50 MHz) do composto 3da.
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ANEXO K: Espectros de RMN *H (em CDCl; a 200 MHz) e RMN **C (em CDCl; a
50 MHz) do composto 3db.
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ANEXO L: Espectros de RMN *H (em CDCl; a 200 MHz) e RMN **C (em CDCl; a

50 MHz) do composto 3dc.

102



"'l'" | L L L _i""I___I'_'__I_'_[_T_r'_"_ T "]' T T T | | T [ | 1
200 173 150 125 100 15 50

4-MeOPh
Ty
N SMe
O
NHCOOEt
| | ?.
I I ! 1 | | ‘
_ - P J\ S | L I — —) |
'Y’TT—T‘Ml""T*—I‘]’TT T Fw]lT'T'TII :‘rlrl‘ll\l‘ TTTTTTTTrTITT Y "—':—Y_'TTI'IATY—T—T_T
S0 75 70 65 60 53 50 43 4.0 13 30 25 2 15 KU 0ns 0y
4-ble CPh
|
I SMe
i
HMHCOOE:

|

| Il | : é )
r-.-wwwml*ﬂLm}'a'W#rﬂ‘dw, Pyt g dndepegt b meny b ot g e ey Y bt s bt

R e e e e

Z5 qa

ANEXO M: Espectros de RMN *H (em CDCl; a 200 MHz) e RMN **C (em CDCl; a

50 MHz) do composto 3ea.
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ANEXO N: Espectros de RMN *H (em CDCl; a 200 MHz) e RMN **C (em CDCl; a
50 MHz) do composto 3eb.
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ANEXO O: Espectros de RMN *H (em CDCl;3 a 200 MHz) e RMN **C (em CDCl; a

50 MHz) do composto 3ec.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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