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RESUMO

Este trabalho explorou a sintese e a avaliacactiddaale citotoxica do 1,2,4-
oxadiazois, derivados das arilamidoximas e tiamwdisl Estes compostos foram
preparados através das reagbes das arilamidoximbsnzgmidoxima; 4-
clorobenzamidoxima; 4-toluilamidoxima; 4-metoxibanadoxima) com as tiazolidinas
derivadas da L-cisteina etil-éster com acetonamdtiieido e ciclo-hexanona, utilizando
carbonato de potassio e tolueno sob refluxo, der@dt horas. Em outra metodologia,
empregou-se uso de micro-ondas sem o0 uso de selpar preparacdo dos oxadiazois.
Os 1,2,4-oxadiazois foram sintetizados com rendiogerazoaveis, entre 48-68%, e entre
27-50%, nas metodologias empregando solvente eo+oimtas respectivamente. Os
compostos foram identificados por espectroscopiainfiavermelho (IV), ressonéancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMMN) e carbono-13 (RMN°C), através das quais se
confirmou a obtencdo dos compostos heterocicli@snteresse. A reacdo de sintese,
realizada por irradiacdo de micro-ondas, € uma doguimicamente mais limpa com
ganhos ambientais significativos: reducdo no temgacional, meio reacional livre de
solventes; eficiéncia energética nas reacfes piap@s a nao geracdo de efluentes. O
1,2,4-oxadiazol, derivado da benzamidoxima e deoliidina obtida através da reacdo da
L-cisteina etil-éster e do formaldeido, ap6s pwa{fd® por placa preparativa, foi avaliado
atraves da atividade citotOxica contra varias cepadspergillussp., obtida da colecao de
Microrganismos de Microbiologia Industrial (UNIS@través da técnica de determinacao
de crescimento em &gar Sabouraud-dextrose contablgeriada, a solu¢do do composto
inibiu o crescimento do fungo de todas as amostaafaixa de concentracoes avaliadas,
sendo que, de maneira geral o efeito de inibicAontnsificou com o aumento da

concentracdo do composto.

Palavras chaves: 1,2,4-oxadiazois, micro-ondlapergillussp., atividade citotoxica.



ABSTRACT

This work explored the synthesis and the evaluatibmytotoxic activity of the 1,2,4-
oxadiazoles, derived from the arylamidoximes andztblidines. These compounds were
prepared through the reactions of the arylamidoginfeenzamidoxime; 4-chlorine-
benzamidoxime; 4-tolylamidoxime; 4-methoxybenzamidee) with the thiazolidine
derived from the esterified L-Cysteine Ethyl Esigith acetone, formaldehyde and
ciclohexanone using potassium carbonate and toluerer reflux, for 24 hours. In
another methodology, we used the microwave wittsml¢ent to the preparation of the
oxidiazoles. The 1,2,4-oxadiazoles were synthesizigal reasonable productivity, among
46-68%, and 27-50%, in the methodologies usindgvesb and microwave respectively.
The compounds were identified by spectrometry i ithfrared (IV), nuclear magnetic
resonance of the hydrogen (NMB and carbon-13 (NMEC), through which we
confirmed the obtainment of the desired heterocyctimpound. The synthesis reaction,
done by microwaves irradiation, is a cleaner chami@y with significant environmental
gain: reduction in the reacting time; reacting nsefiee solvents; energetic efficiency in
the proposed reactions and the non-generationflokeets. The 1,2,4-oxadiazoles derived
from benzamidoxime and thiazolidine obtained thtoule reaction of the L-Cysteine
Ethyl Ester and the formaldehyde, after the peaition by means of the preparative plate,
was evaluated by means of the cytotoxic activitgiagt various strains iAspergillussp.
obtained from the collection of Microorganisms nfllistrial Microbiology (UNISC). By
means of the growing determination technique inr &mbouraud dextrose with serial
dilution, the compound solution inhibited the grbwdf the fungus in the rate of the
evaluated concentrations, and, generally, the mbibeffect intensified with the growth of

the compound concentration.

Keymords: 1, 2,4-oxadiazoles, microwadapergillussp., cytotoxic activity.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de pesquisa na busca de novatasalas organicas que
possuam atividades bioldgicas ressalta a impodateise explorar a sintese de compostos
heterociclicos que possam ser aplicados na aresadéutica, médica e agroquimicas.
Dentro dos principios da necessidade de um desemesito sustentivel, tem-se como
filosofia que a quimica deve manter a melhor qadkdde vida, diminuindo os danos

causados ao meio ambiente.

Os derivados do 1,2,4-oxadiazois constituem um ayrupe compostos
heterociclicos de grande importancia, no qual telo Bastante explorado a sua sintese e
testados quanto as suas atividades biologicas.oMudestes compostos demonstram
bioatividade (MELO et al., 1998), tais como: amiaiga (ANTUNES et al., 2003), anti-
inflamatdria (AFIATPOUR et al., 1994; LEITE et aRQ00), antimicrobianas (DIANA e
NITZ, 1995), antivirais (ALDOUS et al., 1995), peglas e inseticidas (JESCHKE et al.,
1995), blogueadoras de atividagiadrenorreceptora combinados com moderadas

propriedades bloqueadogsdrenorreceptora (SOKOLOV et al., 1995), entreasut

Com base nesse contexto, um dos obijetivos desihmafoi explorar a sintese de
novos compostos heterociclicos, os 1,2,4-oxadiazdexivados de arilamidoximas e de
tiazolidinas, visando possiveis atividades biolagjatilizando duas metodologias: reacéo
com solvente e reacdo sem solvente utilizando wictas, conforme o0 esquema

apresentado na Figura 1.
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Ar R 3a-c
la: CgHs 2a H
1b: 4-CICgH4 2b: CH3

1c: 4-CHsCgH4 26 CHo(CH3)3CHo
1d: 4-CH3OCgH4 I

Figura 1 - Sintese dos 1,2,4-oxadiazois atravésalges com e sem solvente.

Outro objetivo foi a avaliacdo da atividade citabéxdos compostos precursores de

1,2,4-oxadiazois por fungos modelos de biotranshgén Aspergillussp).

Para melhor situar o leitor, esta disggd encontra-se dividida. Inicialmente, no
primeiro capitulo “Introducéo”, apresenta-se aesetde compostos de 1,2,4-oxadiazois

inéditos derivados de tiazolidinas e arilamidoxdma

O segundo capitulo, “Revisao Bibliogréafica”, iremdascrever os métodos para

sintese de 1,2,4-oxadiazois e suas aplicacdes.

No terceiro capitulo intitulado “Materiais e Mét&ioé descrita a metodologia
adotada para o desenvolvimento do trabalho, envdtve preparacdo dos materiais de
partida, arilamidoximas e tiazolidinas e a sintése 1,2,4-oxadiazois, bem como a
preparacao das solugbes para ensaios de atividétiegica, a preparacdo das amostras,

indculo e placas com agar teste contendo diluiségadas.

No quarto capitulo “Resultados e Discussao”, s&desamtados os resultados da
sintese, as andlises para identificacdo do 1,2diazois: espectroscopia no infravermelho
IV, de ressonancia magnética nuclear de hidrog@ieN 'H) e carbono-13 (RMNC) e
a determinacdo da relacdo diametro do halo da ieokrconcentracdo do derivado de

1,2,4-oxadiazois.



No quinto e ultimo capitulo, “Consideracdes Fingighcipais inferéncias sobre os

objetivos atingidos e conclusdes obtidas no dedeinvento do estudo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.11,2,4-Oxadiazois

O nucleo oxadiazdlico despertou 0 interesse deerstds pesquisadores,
especialmente apds a década de 60, por posswrdapgctro de atividade farmacoldgica.
Estudos envolvendo oxadiazois foram conduzidos Ralazzo e colaboradores (1961),
Jones e colaboradores (1965), Singh e Yadav (19riMan e Bahel (1979) e Ramalingan
e colaboradores (1981), entre outros, demonstraadwersatilidade dos derivados
oxadiazélicos como antimicrobianos, antiespamédic@sntitussivos, analgésicos,
antiinflamatoérios, anestésicos locais e agente@stsobre o Sistema Nervoso Central
(SNC). Embora existam quatro isbmeros dos oxadiapsi anéis 1,3,4- e 1,2,4-oxadiazol
tém sido mais extensamente explorados, pois s@orsdveis pelos melhores resultados

farmacoldgicos e por possuirem maior numero des@stéros eficientes.

Alguns dos compostos analgésico e antiinflamatdmass potentes sdo os acidos
arilpropiénicos, como o lbuprofeno e Naproxeno. Uestes acidos, o acido 3-[3-(fenil)-
1,2,4-oxadiazol-5-il] propiénico (POPA) apresenta uma significante atividade analgésica
e anti-inflamatoria observada ap6s administraca@ @FIATPOUR et al.,, 1994). Sua
estrutura quimica pode ser observada na Figura 2.

7N
BN

~0~ CH,CH,COOH
4

Figura 2 — Estrutura quimica do POPA.

Alguns oxadiazois sdo utilizados como pesticidageeialmente como inseticidas e
acaricidas (JESCHKE et al., 1995), conforme asuksts dos compostoS e 6
apresentados ridgura 3.
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Figura 3 - Estrutura quimica de pesticidas derigsat1,2,4-oxadiazé@l e 6.

As rotas mais comuns de sintese do 1,2,4—oxadjeg@sa partir de amidoximas
com (i) derivados de acidos carboxilicos, comogamplo cloretos de acidos (MEYER
et al., 2003), fluoretos (SAMS e LAU, 1999), anitis (BORG et al., 1999), ou ésteres
ativos (BUCHANAN et al., 1999; VU et al., 1999)i) (@cidos carboxilicos na presenca de
reagentes de acoplamento incluindo diciclo—hexmdirmida (DCC) (DORNELLES et
al., 2004), 1-[3-(dimetilamino)propil]-3—etilcardodida (EDC) (LIANG e FENG, 1996;
RICE e NUSS, 2001; RUDOLPH et al., 2001), clord® 2—(dimetilamino) isopropila
(DIC)/HOBt (HAMZE et al., 2003), cloreto de bis (&o—3—oxazolidinil) fosfinico (BOP—
Cl) (BORG et al., 1995), tetrafluoroborato de 24{benzotriazol-1-il)-1,1,3,3—
tetrametilurénio (TBTU) (EVANS et al.,, 2003), ou lkcarbonildiimidazol (CDI)
(DEEGAN et al., 1999). Outros métodos de obtengdadl @,4—oxadiazoi® envolvem
reacfes de amidoximascom haletos de aril& e derivados de &cidos carboxilicoa
presenca de reagentes de acoplamento (YOUNG E DA,\V1998), ou com aldeidos
seguido por oxidacdo (SRIVASTAVA et al., 2003), fmwme pode ser observado na
Figura 4.

1 R
e i, i, i %N\
Rex A
+ x I\k R2
OH ©
7 8 9
i X=-qO)0Q, -qOF, -0OO-QO)R, -QO)OSu
i. X=-QO)CH, reagente de acoparento = DCCEC, DIC, BOP-(, TBTU, CDI
iil. X=Hal (R?=A), -CHO, - ON, -NCO
Figura 4 - Reagao de obtengao de 1,2,4-oxadiazperta de amidoximas e haletos de

arila ou derivados de acidos carboxilicos.



Embora existam numerosos relatos de preparacaertados de 1,2,4-oxadiazois
13, a maior parte deles pode ser dividida em doipagusegundo Clapp (1984). Um
método é a transformagdo quimica de amidoxib®@® qual envolve O-acilagédo, seguido
pela condensacao intramolecular do compa&tfrota 1 da Figura 5). O outro método € a

cicloadicédo 1,3-dipolar de nitrild$s com Oxidos de nitrild4 (rota 2 da Figura 5).

Rota 1:
H,0
RL._ _NH O RL_ _NH 7 Rt
r. A, — ] DN |
N~ on “ R Vo 2 I\I\o R?
N\ R
10 11 H 13
Rota 2: 12
Rl
| RL
Oy —
A N
‘_ R2 \O R2
o
14 15 13
R; = Alquil, Aril
R” = Alquil

Figura 5 - Sintese de 1,2,4-oxadiazois, envolvemétodos de O-acilacdo (rota 1) e

cicloadigéo (rota 2).

Uma série de 1,2,4-oxadiazd8, tendo um grupo carbamoil na posi¢do 3, foram
sintetizados a partir de 2-metil-4-nitroisoxazdif2H)-ona 16 através de 3 etapas,
descritas por Ariga e colaboradores (2006). A aremdle nitroisoxazolonas?2 leva a
formacéao de 2-amino-2-hidroxiiming-metilacetamidal7 em excelentes rendimentos. A
O-acilacdo da amidoximd?7, seguido pela formacdo do heterociclo, proceden so
condi¢cbes suaves para formar os 3-carbamoil-1,2adltaz0is20 tendo na posi¢cdo 5 um
substituinte que pode ser facilmente modificad@ gebstituicdo do agente de O-acilagcéo
(Figura 6).
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2 0 NH, R cl 0 NH
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N MeCN, 50°C o o
PPN _
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18 TBAF, MeCN
R = Et; i-Pr; n-Pr; t-Bu; 4-MeCgHy4; 4-NO,CgH4; PhCH=CH; t.a.-80°C
BnO; EtOCO(CH,),; CI(CH )3 2-14h

20 (68-100%)

Figura 6 - Reacao de obtencéo do 1,2,4-oxadiagootum grupo carbamoil na posicao
3, atraves de 3 etapas.

A sintese de 3-carbamoil-1,2,4-oxadiazois tem ddrajonsideravel atencdo nos
altimos anos, pois sao exploradas a sua utilizag&w herbicidas. Um método de sintese
deste 1,2,4-oxadiazo3, foram descritos por Yarovenko e colaboradore9Z0sendo
obtidos através de reagcBes de carbamoilamidoxigiagom cloretos de dicloro- e

tricloroacetila22 e com a adicdo de MaO; anidro, conforme a Figura 7.

i I (*)
NH2 Na2CO3 —
N
H N R! A
“OH ° (‘:Clz
Rl
” ” 330-70%)

R = Ph; 4-CICsH4; 4-MeOCgH4; 4-NO2CgH4; 3,4-ChCgH3; 2,3-MeyCgH3;

(@]
4<S:’ ; ::&NHZ
N o)

Rl=H; Cl

Figura 7 - ReacOes de carbamoilamidoximas comtoege di- e tricloroacetila.

Porco Jr. e colaboradores (1999) descreveram assirmte 1,2,4-oxadiazoi/,

usando CDI como reagente de acoplamento, atravésagao entre arilamidoximael e



acidos carboxilico25. A utilizacdo de CDI facilitou a purificacdo dogadiazois pela

simples extracao liquido—liquido e filtracdo (Fay@).

Ar._NH O Ar.___NH; Ar
I N | CDI, DMF I O  CDI, DMF %I\K
N R~ “OH 30mn,ta’ N [ 150°C, 6h N X
“OH “0~ R 4569% o~ R
24 25 26 27

Ar=4-CH30CgHy; 4-CH3CgH4; 4-FCgH4; 3-F3CCgH4
R =4-CH3OCgHg4; 4-BrCgHy; 4-NCCgHgy; -CH(CH 2)4; -CH2CH2CH=CH>,
Figura 8 - Reacdes de sintese de 1,2,4-oxadiazasdo CDI como reagente de

acoplamento.

Srivastava e colaboradores (2005) relataram asgint® 1,2,4 oxadiazoi81
derivados de arilamidoxim&s8 e do acido palmitic@9, utilizando o DCC como reagente
de acoplamento. Estes heterociclicos foram expbsrapor possuirem propriedades
antiinflamatérias similares ao da aspirina e dopibteno. Trés compostos (1,2,4-
oxadiazois derivados da benzamidoxima, 4-toluilaxiitia e 4-clorobenzamidoxima)
foram avaliados para atividades antitumorais, oodel,2,4-oxadiazol derivado da 4-
toluilamidoxima, demonstrou uma excelente atividaoemparado com o lapachol,

conforme esquema representado na Figura 9.

Ar-__NH O Ar-__NH; Ar

| DCC, CH,Cl, o 110°C 7— I\K
— 5
N. TR oM 6htaN NI 6 h, 70-86% N k

OH o R 0 R
28 29 30 31

Ar = CeHs; 2-CH306H4; 3-CH306H4; 4-CH306H4; 4-C|C6H4; 4-BI’C6H4
R= -CH2CH2(CH2)120H3
Figura 9 - Reagfes de sintese de 1,2,4-oxadiatiizando o DCC como reagente de

acoplamento.

Doze novos compostos, os 1,2,4-oxadia8&sforam sintetizados por Dolenc e
colaboradores (2007) com baixos rendimentos, atrdaéeacdo entre arilamidoxintbe
cloreto de etilmalonila. As estruturas do 1,2,4eébaaois35 obtidos contém uma amina e



protegida e grupo éster, assim podem ser aplicadm®o potenciais blocos
peptidomimeéticos. A rota sintética foi realizada eomdi¢cdes simples e brandas de modo

que a quiralidade dos aminoacid#de partida foi mantida (Figura 10).

;R\ 1) (BocyO, NaOH, R O, HOl R
dioxano / B0, 0°C ;\ 210 > NH
HoN~ “COOH 2 CICOOELEN, — BocHN~ “CN EeNEOH ™ goopy 2
CH.Cl5, -10°C, NH; refluxo, 20 h
3) Cloreto ciandrico, N_
32 DMF, t.a. 33 34 OH

EtsN, CH.Cly, 0°C

1) CICOCH,CO4C5Hs,
2) Tolueno, 120°C, 72 h

R = Me; Bn;i-Pr
R

BocHN}}N O
)
AN

N

N

o)
35 (8-24%)

Figura 10 - Reac0Oes de sintese de 1,2,4-oxadieamiggrupamento amino protegido.

Katritzky e colaboradores (2005) descreveram aesénde 1,2,4-oxadiazoB9
derivados dex-aminoacilbenzotriazbis quiraid6 e de amidoxima87 através de um
procedimento simples e rapido. Durante todo o msmele sintese, a quiralidade original

foi preservada em mais de 97% dos produtos enaaticamente puros (Figura 11).
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_ . o _
/
HO._
R e) PG-NH O— N\
>_Z . HOH NH,
PG-NH Bt 2N 25%C
Me
36 37
Me
PG =Boc; Z, Fmoc L 38 _
R = CHy; CH(CH3);; CHoPh; CH,CH,SCH;; CH,
CH,CH,CONH,, EOH,
Bt = benzotriazol-1-il refluxo
N
RHO\ l\‘l
PG-NH A N

Me
39 (70-94%)

Figura 11 - Reacdes de sintese de 1,2,4-oxadidedigados dei-aminoacilbenzotriazois
e amidoximas.

Recentemente Du e colaboradores (2007) descreeesintiese verde defBeeto-
1,2,4-oxadiazoigl2, atraves do aquecimento flecetoésteregd0 e amidoximastl sob

condicOes livres de solventes, obtendo os produtoselevados rendimentos (Figura 12).

4

9] o) R4\/NH2 R %x @)
+
|
Rl/\hORs N\OH AN N\OMR]_

R2 RZ
40 41 42369-100%)
R!=Me:t-Bu
R?=H; Bn
R3=t-Bu; Me; Et

R* = Ph; 4-MeOGsH.; 4-CF5CgHa4; 4-MeOCOCgH,4; COOE; i-Pr, CH,OBn;
N Q0 N
= =
F5C

Figura 12 - Reacdes de sintese de 1,2,4-oxadisabisondi¢des livres de solventes.
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Srivastava e colaboradores (2007) descreveramntassi de 4-[3-(aril)-1,2,4-
oxadiazol-5-il]-butan-2-onad7 a partir do luvinato de metik&6 e arilamidoximasi3. A
reacao foi realizada em forno de micro-ondas, saaigger solvente em menor tempo

reacional e em rendimentos comparaveis com agquetdmeonvencional, conforme

O
MOH
Ar NH
S

esquema da Figura 13.

o
DCC, CH,Cl,, Ny, t.a., 3h ] N o |
Ar__NH, |
Y 45 (75-92%)
N- o lA, 18h
43 Microondas, 5-10 min. Ar%N
N \

o)
OCHs 0O
+ K,COj3 47 (88-93%) ©
o)
46

Ar = CgHs, 2-CHsCgHg, 3-CHgCgHa, 4-CHsCgHg, 4-CICqH,, 4-BrCgH.a, 4-O,NCgH, 4-CHsOCgH,

Figura 13 — Sintese do 1,2,4-oxadiazois utilizam$o métodos convencional e por
irradiacdo por microondas.

2.2 Quimica Verde

A guimica tem uma grande participacdo nos diagisttom o0s inimeros produtos
fundamentais a humanidade. A sua presenca podedestacada desde diversos
combustiveis aos mais complexos medicamentos. Par@noducdo quimica também gera
inimeros inconvenientes, como a formacao de subpedoxicos e a contaminacao do
ambiente e do préprio homem expostos a estes x#iwas (POLIAKOFF et al., 2002 ;

GRAEDEL, 1999).



12

Dentro da problematica industrial vigente, um dosgipais problemas que se
destaca é o grande volume de efluentes toxicosupigas por varios processos quimicos.
A emissdo de contaminantes pode ser minimizadeéatide diversos caminhos, tais como
0 emprego de reagentes alternativos apropriadosRBLe MACQUARRIE, 1998), o
aumento da seletividade para maximizar o uso ddsria@ de partida, a utilizacdo de
catalisadores para facilitar a separacéao do prdchebda mistura, bem como a reciclagem
dos reagentes e catalisadores empregados no p¢CissRK e MACQUARRIE, 1996).

Dentro dos principios da necessidade de um desgmemto sustentavel, tem-se
como regra que a quimica deve manter e melhoraalédgde de vida. Tal fato requer uma
nova conduta quimica para o aprimoramento dos gsosecom o objetivo fundamental da
geracdo cada vez menor de residuos e efluentensdxiem como da menor producéo de
gases indesejaveis ao ambiente. Este novo caminker alelineado pela quimica é
denominado como quimica verde (CLARK99; TUNDO et al.2000).

A quimica verde tem a preocupacao do desenvolvimdmtecnologias e processos
incapazes de causar poluicdo. Idealmente a apticdQé principios da quimica verde
conduz a regulamentacdo, ao controle para ndo rcausmna remedicdo desnecessaria.
Além dos beneficios ambientais, tal pensamentcsapta um impacto econémico gracas a
diminuicdo de gastos com armazenamento, trataniEnt@siduos e a descontaminagéo.
Assim, a adocdo da quimica verde € s6 mais umainicativas para a prevencdo
desenfreada. Este novo pensamento cientifico iveetat combinacéo e a implantacdo da
quimica verde nos curriculos e na pratica ciemtiflbem como aplica-la em escala
comercial e industrial (TUNDO et a2000).

A emergéncia da quimica verde estd sendo supopadaociedades cientificas,
governos e industrias (THORNTON, 2001). Os priradpia pratica quimica guiada pela
preocupacado com a qualidade de vida e com o memeate formam os doze principios

da quimica verde:

* Prevencdo - é melhor prevenir a formacdo de subpreddo que tratd-los

posteriormente;

 Economia de atomos ©s meétodos sintéticos devem ser desenvolvidos para

maximizar a incorporagdo dos a&tomos dos reagenteprmodutos finais desejados;
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Sintese com compostos de menor toxicidad€empre que possivel deve-se
substituir compostos de alta toxicidade por congmste menor toxicidade nas

reacdes quimicas;

Desenvolvimento de compostos seguro©s produtos quimicos deverdo ser
desenvolvidos para possuirem a funcdo desejadsseaptando a menor toxicidade

possivel;

Diminui¢éo de solventes e auxiliare8 utilizacdo de substancias auxiliares devera

ser evitada quando possivel, ou usadas inGcua®eesso;

Eficiéncia energética Os métodos sintéticos deverdao ser conduzidos seque
possivel a pressdo e temperatura ambientes, pamudi a energia gasta durante

um processo quimico que representa um impacto egoa@® ambiental;

Uso de substéancias reciclada®s produtos e subprodutos de processos quimicos

deverdo ser reutilizados sempre que possivel;

Reducao de derivadosA derivacdo devera ser minimizada ou evitada qoand
possivel, pois estes passos reacionais requerergentea adicionais e,

conseguentemente, podem produzir subprodutos jjadess

Catalise - A aplicacdo de catalisadores para awanantelocidade e o rendimento

dos processos quimicos;

Desenvolvimento de compostos para degradag@mdutos quimicos deverdo ser
desenvolvidos para a degradacdo in6écua de prothxm®s, para ndo persistirem

no ambiente;

Andlise em tempo real para a prevencao da poluig metodologias analiticas
precisam ser desenvolvidas para permitirem o m@amtento do processo em

tempo real, para controlar a formag¢do de compaSKSOS;

Quimica segura para a prevencdo de acidentds substancias usadas nos
processos quimicos deverdo ser escolhidas paraninamiacidentes em potencial,
tais como explosdes e incéndios (ANASTAS e KIRCHIFOE02; HIERESEN et
al., 2000; WINTERTON, 2001; TROST, 1995).
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2.2.1 Tecnologias Limpas

A conscientizacdo de que devemos cuidar hoje dom rambiente para néo
sofrermos severas consequéncias futuras € corstttia ano. S&o inUmeros 0s casos de
catastrofes naturais decorrentes dos maus tra@siooados pela sociedade. Por esta
razdo, as chamadas tecnologias limpas estdo cadaaie presentes em nosso dia-a-dia
(ANASTAS e WILLIAMSON, 1996; CANN, 1999).

Tecnologias limpas deve-se salientar, ndo sigmfidecnologias sofisticadas ou
adequadas a um nicho muito especifico de mercaidodd/regra, tecnologias limpas séo
aquelas baseadas em matéria-prima renovavel, nugias de origem biologica, o que
facilita o descarte do produto apés o uso (ANASTEASARNER, 1998).

A atual tendéncia de desenvolvimento na area gailagbonta para a utilizagdo de
processos que emitam menos poluentes, pelo uschdosados “equipamentos verdes”.
De modo geral, a obtencdo de equipamentos de mempacto ambiental significara

menor custo de tratamento de efluentes e, portargimr ganho de produtividade.

2.2.2 Micro-ondas

As micro-ondas séo radiacdes eletromagnéticasamdzantes, que possuem uma
frequéncia que vai de 300 a 300.000 MHz e que sporede a comprimentos de onda de 1
mm a 1 m. A regido de microondas situa-se entegi@io infravermelho e ondas de radio
no espectro eletromagnético (ZLOTORZYNSKI, 1995).

Os avangos nas sinteses orgéanicas catalisadaslplmssacidos e basicos com a
irradiacdo micro-ondas permitem que muitas reagégsn feitas na auséncia de quaisquer
solventes organicos (KINGSTON e JASSIE, 1988).

As reacbes organicas com catélise heterogéneasi@on muito aplicadas no
contexto industrial. Estas reacdes sdo acompanicadasucesso devido ao fato de que os
catalisadores suportados em compostos porosoeataesuma otima dispersao dos sitios
reativos, aumentado a seletividade e a eficiénam réacdes tradicionais. Os suportes
sélidos usados nestas reacdes podem ser recictadestilizados como catalisadores

destas reacdes. As reacdes aceleradas pela idadigcro-ondas envolvem a absorcéo
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seletiva da radiacdo micro-ondas pelas moléculEsgs ja que as moléculas apolares séo
inertes a perda dielétrica na regido das micro®fdARMA e SAINI, 1998; VARMA,
1999).

Os primeiros relatos de reacbes organicas conalsizth forno de micro-ondas
domésticos surgiram em 1986, em dois trabalhogpamtentes de Gedye e Giguere. As
reacdes foram conduzidas em frasco selado com em@aracdo com 0 aquecimento
convencional. Uma notavel reducdo no tempo de oetgéobservada, embora ndo tenha
havido um controle de pressdo. Também foram ralatadguns acidentes, pois alguns
frascos deformaram ou explodiram devido a condigdesirradiagcdo. Apesar disso,
inumeros trabalhos se seguiram apods estes famaisnisendo apresentadas na literatura,
diversas reacdes organicas conduzidas com suces$or@o de micro-ondas domestico
sem modificacdo, e com seguranca (GEDYE et al§;1G85UERE et a).1986).

Nos ultimos anos varios artigos cientificos forafatados na literatura envolvendo
a sintese de heterociclos com a utilizagdo daiagdd de micro-ondas em sintese
organica. A técnica tem sido aplicada a diversagdes organicas, entre elas podem ser
citadas, oxidacdo, reducdo, esterificacdo, prote@io desprotecdo, cicloadicéo,
condensacéao, alquilacdo, substituicdo nucleoféicauitas outras (WINTERTON, 2001;
GUO e XU, 2004).

As principais vantagens na utilizagdo de energia mpacro-ondas sobre o
aquecimento convencional, em reacdes quimicasasataxas de aquecimento em uma
reacdo onde alguma substancia (solvente ou reageetente, absorva bem as radiacdes
de micro-ondas, sdo muito maiores do que no ageetimconvencional; o reator ou
recipiente da reacdo pode ser transparente asandase, a energia € absorvida somente
pelos reagentes ou solventes; a energia é tratefeiretamente para a amostra, ndo
havendo contato fisico com a fonte de aquecimeantopossibilidade de maiores

rendimentos, maior seletividade e menor decomposér@nica (GABRIEL et al., 1998).

2.3 Aspectos morfofisiologicos daspergillus sp.

O génerdAspergillusfaz parte dos fungos filamentosos que constituengrupo

de microrganismos aerobios fisiologicamente div&rdadividualizado pela particular
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modalidade de reproducéo sexuada ou assexuadaoR®aom Ceballos e Konig (1997),
0s conidios representam o modo mais comum de nepfiodassexuada; sao produzidos
pelas transformacdes do sistema vegetativo do iprapcélio. As células que dao origem
aos conidios sdo denominadas células conidiogéniasos padroes de conidiogénese
sdo encontrados neste género. Ao exame macrosc@pcesentam crescimento
caracteristico com aspecto aveludado ou cotondgmd@o) ou como borra de café,
presenca de esporos, presenca de micélio e ausdac@orofila ou qualquer outro

pigmento fotossintético similar.

A diferenciacdo das espécies Aspergillus é realizada a partir da avaliagdo
macroscopica, as colonias deste género apresenfamentes coloracdes do verso e
reverso, texturas, topologia, superficie, cor dgmanto, cor da colbnia, tempo de
crescimento e diametro da colonia. (Conforme Figd4) Adaptada do site:
www.doctorfungus.org/imageban/index.htAtessado em Maio de 2009.

A espécieAspergillus nigeré uma das mais comuns do géngspergillus.Cresce
rapidamente em varios substratos artificiais prodie colénias de base branca coberta
por densa camada de cabecas globosas, com métiflides ou somente fialides. Tém
conidios escuros unicelulares globosos, medindb ateum de diametro (SANSON et al.,
2004).

A espéciédspergillus flavus isolada primariamente de plantas e solo. Aptasen
rapida taxa de crescimento e suas coldnias ténragdlo verde amarelada e textura
variando de lanoso, algodonoso e granular. Tendag@oros de cabecas esféricas radiadas
gue se tornam fendidas em colunas com a maturglageesentam métulas e fialides. Seus
conidios sdo globosos, medindo de 3@6(SANSON et al., 2004).

A espécieAspergillus terreusresce rapidamente e produz grande quantidade de
conidios, forman col6nias filamentosas de difer®oBracteristica que microscopicamente
apresentam hifas septadas de aproximadamemte de diametro, e estruturas de
frutificacdo tipica formada por célula-pé, conidi@f, vesicula, métula e/ou fialide que
promovem a reproducdo assexuada através da produdgio fialoconidios.
ORZECHAWSCHI, 2008. Adaptado do siteww.funvest.com.br/novo/revista/45/n3/174-
179. Acessadem Maio de 2009.
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Figura 14 - Aspectos morfolégicos macroscépicosgguerda) e microscopicos (conididforos, a
direita) de Aspergillus niger A. terreus A. fumigatuse A. nidulans Adaptado do site:
www.doctorfungos.org/imageban/index.ht#dtessado em Maio de 2009.
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2.3.1 Aplicactes do génerAspergillus na area de tecnologia ambiental

A capacidade dos microrganismos de degradar cdogo®rganicos é
cientificamente reconhecida e vem sendo utilizasldoago do tempo em processos de
tratamento biologico de efluentes liquidos e dédtexs solidos. Gracas a essa habilidade
tém sido desenvolvidos processos biotecnoldgicsndelos a diversas finalidades, dentro
0s quais se destacam a degradacéo de poluenteisjagdo de minerais, a desobstrucao
de pocos de petrdleo e a recuperacdo de locaiamoados, solo, aguas superficiais e
subterraneas (OLIVEIRA, 2002).

Tais microrganismos como os fungos, na maioriavéa®s, SA0 0S responsaveis
pelo desaparecimento dos contaminantes, estudospreoeam que inseticidas
organofosforados sdo amplamente utilizados em sipdtses como a India, para melhores
rendimentos na agricultura, entretanto estes @oidaf levam varias ameacas aos
organismos, incluindo seres humanos e ainda adatlei microbiana do solo assim, é

motivo de preocupacao.

Fungos sé@o microrganismos capazes de degradarsvaompostos organicos
recalcitrantes: fendis clorados (pentaclorofenatiarofenol e diclorofenol), inseticidas
(DDT, lindane, dieldrin), anilinas cloradas (3,4ldroanilinas), dioxinas
(diclorodibenzeno-p-dioxina, tetraclorodibenzendipxina), hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (fluoreno, antraceno, pireno), corani@sstal violeta, azul bromofenol,
azocorantes) (CONEGLIAN, 2007).

Representantes do génekepergillus tém habilidade de mineralizar xenobidticos
tais como organofosforados, e podem ser usados aomexcelente biorremediadores de
solos contaminados por este poluente (BHALERO, 2BQIRANIK, 2009).

A utilizacdo de microrganismos como o0s fungos, dorse uma importante
alternativa na area da biorremediacdo. Alguns mgamismos existentes nas areas
degradadas foram capazes de evoluir e se adaptnagindo com metais pesados. Essa
interacdo vem sendo cada vez mais estudada, etdemdprimorada (REN et al., 2009).

O Aspergillus nigeré conhecido, principalmente, por sua capacidadpra@uzir

enzimas e acidos organicos por fermentacdo, e$pecite, acido citrico. Muitos
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pesquisadores apostaram na eficiéncia desta espeogmocao de substancias complexas
e de poluentes como metais pesados (SA, 1997; SANTA, 1997, 1999; GARCIA,
2000; GIFFONI, 2002, FACO, 2003; SAMPAIO, 2004; RRIBGUES, 2004; SANTOS
2006). O potencial destes representantes desteéogpam a biorremediacan situ tem
sido atribuida a sua habilidade em degradar umedate de xenobidticos via um
mecanismo de radical livre mediado pelas peroxglagé&acelulares-LiP e MnP-e lacase,
gue sao componentes chave para o sistema enzinmsies enzimas tém um potencial de
oxidacao-reducdo muito elevado e podem oxidar p@thknente xenobioticos que ndo séo
atacados por outras peroxidases. (Adaptado donsier.eng.ufsc.br/labs/probio/disc-eng-
biog/trabalho-grad/2006 1/téxtil/efluente.flo&cessado em Maio de 2009.

Yakubu e Dudeney (1986) demonstraram que este fimmgdetivamente capaz de
remover ions uranio. Huang e Huang (1996) demaastragueAspergilluspode remover
ions cadmio e cobre de solu¢cdes aquosas. Destaa,fow emprego adequado de
microrganismos na remocdo de metais pesados terma&sm um desafio na area de

biotecnologia ambiental.

Nos trabalhos de Volesky e Holan (1995) e de Kagodiraraghavan (1995), nos
quais foi feito um levantamento dos microrganismm® capacidade para remover metais
pesados, percebe-se que entre outros fungos estudad,Aspergillus niger apresentou
um bom potencial de remo¢do de metais como urdéi@m, chumbo, ouro, cobre e

cadmio, entre outros.

Prince e colaboradores (2001), trabalhando conitagjéiquidos da suinocultura,
contendo elevados teores de cobre e zinco, obsemnvaue os metais podiam ser
acumulados em niveis fitotdxicos em solos utilizagara a agricultura sendo, novamente,
Aspergillus nigerapontado como o fungo, dentre varios estudadasagresentou maior
potencial para esse proposito. O fungo foi capazrelecer em placas de Petri adicionadas
de cobre, em um nivel cinco vezes superior ao toribi para o crescimento de
Saccharomyces cerevisiaBambém foi evidenciada a capacidade de bioacunuldea
zinco por A. niger para detoxificar o ambiente eomhado. Os resultados mostraram que

A. nigerfoi capaz de remover 91% de cobre e 70% de zioafldente tratado.
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Um dos principais problemas das induastrias téxtil oé efluente gerado,
principalmente pela elevada DQO e coloracdo de&ideesenca de corantes, pigmentos e
produtos quimicos auxiliares, que fazem com quefleerte téxtil necessite de um
tratamento especifico (KANG et al.,1999). Num esttetente uma metodologia simulou
um ensaio para descolorir pigmentos coloridos daeefes téxteis, e este estudo
comprovou a eficiéncia demonstrada pepergillus fumigatusjue descoloriu 84% deste
corante no efluente (SHARMA et al., 2008).

2.3.2Fungos como modelo microbiano de biotransformacaoedfarmacos

O figado é o principal sitio de metabolizacdo denécos, embora outras enzimas
metabolizadoras de xenobidticos sdo encontradéecitn nervoso, rins, pulmao, plasma e
trato-gastrintestinal (secrec¢des digestivas, fh@eteriana e parede intestinal) (WILLIANS
et al., 2002). As reacdes envolvidas nestes proses®o, por conveniéncia, classificadas
em reacdes da Fase | e Fase Il (AZERAD, 1999; WAINS et al., 2002; BARREIRO et
al., 1996).

As enzimas de Fase |, em geral, sdo capazes ddommaar inimeros substratos e
catalisar reacdes diferentes. Trata-se de proteatafiticas de natureza diversa, incluindo
enzimas com atividade de monoxigenases como oraituc P-450 ou a flavina
monoxigenase, amino oxidases, aromatases, epdxitolases ou estereases e, amidases
hepéticas e plasmaticas. Destas o citocromo P-4&0m&is importante e amplamente
estudado, conforme apresentado na Figura 15 (DONARDM4; WILLIANS et al., 2002).

Reductases  Hidrolases

Peroxidases

Flavina-
Monooxigenase

Citocromo P450

Figura 15 - Participacéo de diferentes enzimasade Fenvolvidas no metabolismo
de xenobidticos (adaptado de DONATO, 2004).
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O estudo do metabolismo de farmacos tradicionaknéntealizado em modelos
animais, perfusdo em oOrgdos e cultura de célulasnai®s ou malignas. Modelos
microbianos podem consistir em uma alternativa el® pnenos um complemento aos
estudos em sistemas animais, haja vista que pauéar o metabolismo de mamiferos e
fornecer algumas informacfes pertinentes sobrestindemetabdlicos de um farmaco
(ROSAZZA et al., 1979; SMITH e ROSAZZA, 1983; SARSRANI, 1991,
ABOURASHED et al., 1999; AZERAD, 1999).

A utilizacdo de microrganismos como modelo paraidestdo metabolismo de
farmacos tem sido bem utilizado desde o conceitogiramente introduzido por Smith e
Rosazza em 1974. O conceito de modelo microbiargunsl® estes autores esta
fundamentado no fato de que tanto os fungos comanasiiferos sdo organismos
eucarioticos que apresentam sistemas enzimaticogaisipara a maioria das fungdes
fisiologicas e para o metabolismo de xenobioticdBGURASHED et al.,1999).

O CYP-450 de classe Il participa da sintese detpgtandinas em mamiferos.
Além das funcdes biossinteticas, o CYP-450 de eldss da classe Il participa da
metabolizacdo de xenobidticos tanto de plantas cdenanimais. Sao responsaveis pelos
processos de metabolizacdo de farmacos e dos pogces detoxificacdo (WILLIANS et
al., 2002; DONATO, 2004).

A presenca de CYP-450 em fungos foi descrita dek@@4, em cepas de
Scharomyces cerevisagtravés de estudos em uma grande variedade dei@spédem-
se definir sete diferentes reacdes enzimaticasciaslss com os citocromo P-450 dos
fungos, incluindo a biossintese do colesterol,sféml e ergosterol, a hidroxilacdo de
cadeias longas de alcanos a hidroxilalagéo de sigidxos, a hidroxilacdo do acido oléico
e a hidroxilacdo da progesterona. Na biossintesmlésterol, fitosterol ou ergosterol, uma
etapa fundamental é a dtdemetilacdo do lamosterol em mamifer&s, cerevisae,
Candidaglabrata e C. albicans;atalisada pelo P-450 14DM (BOSSCHE e KOYMANS;
1998). O envolvimento destas enzimas em muitosesedtudos é concluido de maneira
indireta como pelo uso de inibidores especificosataplexo enzimatico citocromo P-450,
devido a dificuldade de purificacdo destas enzifB&INK et al., 1998).
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Outra classe bem estudada de bioconversdes cdtaig®lo sistema enzimatico
citocromo P-450 sdo as hidroxilacbes estéreoesprsifde esterdides. Fracdes
microssémicas capazes de hidroxilar esterdidegtro tém sido preparadas a partir de
varios fungos filamentosos incluindéspergillus ochraceus(1la-hidroxilagdo da
progesterona). Um envolvimento das enzimas doroitoc P-450 em hidroxilacdes sitio-
especifico da progesterona foi observado em varmags comaCunninghamella elegans,
Aspergillus fumigatus, Paecilomyces lilacinus e Rhizapus négric de modo que o
envolvimento deste sistema enzimatico nas biocedesrpode ser claramente provado em
pela proteina do sistema enzimatico promotor daokilkcdo da progesteronpor
P blakesleeanus (BRINK et al.,1998).

Aspergillus nigeré comumente utilizado como modelo de biotransfoémac
hepatica de xenobidticos. Estudos demonstram qudungos, como sistemas de
biotransformacgé&o, podem ser usados para sintetingas no metabolismo dos mamiferos.
O uso de modelo microbiano de drogas do metaboldmsamamiferos tem vantagens de
diminuir custos, facilitar tratamento de escaldeva a capacidade de conduzir sinteses
qguimicas (SMITH e ROSAZZA, 1983). Estes autoresesm@m que pudesse ser possivel
definir, assim a transformagdo microbiana de siggerde muitas biotransformacdes
observados em mamiferos. E importante perceberuguesistema de transformacéo
microbiana seja visto como um grupo selecionadend®organismo que poderiam ser
usados a conduzir paralelamente mamiferos microbiasenobidticos para estudo do
metabolismo. Além das vantagens ja citadas destensa de transformacdo microbiana,
existe ainda o das moléculas polifuncionais quéosaam ao redor do seu centro, numa

selecdo moderada nas condi¢cdes com as quais ansimrmacao pode ocorrer.

Aspergillus niger demonstra ser um fungo adequado como modelo de
transformacao e citotoxicidade. Segundo Veschamalrelaboradores, num estudo onde
avalia a ecotoxicidade de alguns herbicidas (diuronmorotoburon, endossulfan e
isoproturon), e a sua influéncia dos fungos no bwtemo de biotransformagédo destes
herbicidas. Os resultados deste estudo demonstiamoatancia de identificar os produtos
poluentes de degradacéo para melhor avaliar o tmmhc agentgoluente. Obviamente
gue em alguns casos o poluente pode sofrer tranafdes, podendo tornar-se ainda mais
toxico, portanto mais poluente ainda. Estudos zadbs por Goswami e colaboradores
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(2009) comprovaram que uma espécieddpergillusde uma cultura em caldo de 18 dias
de incubacédo, degradou 95% do endosulfan, portantimas degradantes podem ser

usadas para biorremediacao de locais contaminante@ngdosulfan.

2.3.3Aspergillus sp. como bioindicador em estudos ecotoxicoldgicos

Através de métodos de testes de toxicidade agudasstvel em periodo de 30 minutos a
72 horas detectar a presenca de agentes tdxicosnsmamostra. Assim, estes métodos,
preenchem uma grande lacuna no campo dos indicag@® qualificacdo de &aguas
naturais ou servidas. Por esta razao, os sistemtestks bioldgicos devem ser aplicados
no controle de emissfdes de poluentes e monitorananbiental, detectando através de
efeitos toxicos causados aos organismos a presdacaubstancias perigosas que
constituem riscos para corpos hidricos (NIEWEGLOWS&t#al., 1999).

Uns dos organismos mais utilizados e padronizadoa pxecucao de testes de
toxicidade aguda em aguas e efluentes industriaasnéicrocrustaced®aphnia magna
Straus, 1820 (cladocera, crustacea), a bactériamimadribrio fischerie fungos do género

Aspergillus sp

Testes microbianos podem ser usados como procpasasavaliacdo do risco de
um poluente pelo comportamento de um ecossistamggeeal, testes com organismos Sao
freqientemente executados com unicos testes deiespéonsiderando que testes com
microorganismos medem frequentemente um processmi&do por uma comunidade de

espécies microbianas.

Num prévio trabalho segundo Tixier e colaboradd2&00), foi observado um
estudo quantitativo de biodegradacdo demonstroxieidade dos derivados herbicidas em
estudo, mostrando que estes produtos de biodeg@gassam apresentar uma toxicidade
muito mais alta que a molécula pai. E assim dedgrdmportancia saber o destino de

herbicidas depois de disseminado em terras e eidagie do metabolismo correspondente.

Segundo Beelen e colaboradores (1999), espécidsplergillus nigertém sido
motivadas para estudos em testes de toxicidade smdesa uma Unica espécie e um

processo microbiano. Neste estudo varios testésxardade sédo realizados no laboratoério
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e 0 campo para avaliacdo de risco de um poluemtrodde ecossistemas aquaticos e
terrestres. A legislacdo neste caso aponta patagaroambos, a estrutura e os efeitos
danosos destes poluentes ambientais. Os resuliedtes estudo podem ser o Unico teste
para avaliacdo do risco de um poluente para atesirde um ecossistema.

Os ensaios de ecotoxicidade com fungos filamentndo sao diferentes de ensaios
crescimento e quanto a inducdo de morte celulamiicdo do crescimento fungico
filamentoso pode ser avaliada inicialmente atral@ensaio de sensibilidade por difusédo
em disco, por medida de crescimento micelial ra@aR), por determinacdo de massa
fungica desidratada (peso seco) ou turbidez. Osi@nsle citotoxicidade fungicida séo
normalmente avaliados pela quantificacdo de tulBymigativos emitidos em caldo de
cultura (Figura 16) ou por contagem de unidadesddioras de colénias (UFC/mL) em
meio solido, agar Sabouraud-destroxe, técpaa plate,apds contato prévio com solugéo

de diferentes concentracfes de xenobidtico.

(A) (B)

Figura 16 - Emisséo de tubo germinativofdpergillus nidulans A = 3h de incubacao;

B =5 h de incubacéo; adaptado de Momany et &.7.20

O ensaio de difusdo em disco serve mais paratdetge ha ou ndo toxicidade do
xenobidtico em relagdo ao bioindicador fungico deleado. Mas ndo da uma idéia da
dependéncia da toxicidade com a concentracao dueage
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Para a avaliacdo de atividade fungistatica de xétiobs por medida do diametro
ou area de crescimento micelial radial (CMR) exmstérias técnicas. A mais amplamente
usada é a de auxanografia e baseia-se no recodisaes de agar contendo culturas do
fungo bioindicador depositados sobre uma placaecwiot um determinado meio de cultura
com a solucao de xenobidtico ou de substanciaiawestigada (WOOLFOLK, 1971). Ja
0 método proposto por Butty e colaboradores (1989%bjolve a utilizacdo das duas
técnicas, onde a droga antifingica (xenobidticocaso de ensaio de ecotoxicidade) é
diluida em meio solido em placa de Petri, e resode mesma dimensao sao retirados
desta placa, posteriormente 0s espacos sao prdesaom indculo proveniente de meio
de cultura. Outra variacédo € substituir os dis@sultura por discos de papel impregnados

com volume fixo de inéculo previamente padronizdd@sporos viaveis.



3 MATERIAIS E METODOS

A metodologia utilizada no desenvolvimento da pastperimental, na sintese do
1,2,4-oxadiazois 3a-0 e avaliacdo citotoxico do compost@aa pode ser melhor

visualizada no fluxograma da Figura 17.

Preparacao das Preparacgéo das Tiazolidings
Arilamidoximas (La-d) (2a-9

~ A 4
Reagao com | Reag#o das Arilamidoximas_ | Reag&o sem solvente
solvente sob g com as Tiazolidinas (Microondas

aguecimento

\ 4

1,2,4-oxadiazois3g-C)

Analise: Infravermelho,
RMN 'H e RMN®C

A 4

A 4
Preparacao da solugag
antifunaice
Amostra:Aspergillussp. em
tubos de ensaio com ac

Inéculo: suspenséo de culturd
em placas de Pe

A\ 4
Preparacéo das placas com agar
teste contendo diluicbes seriadlas

v

In6culo: recorte de disco

I

Teste de atividade citotéxica
30°C / 3 dias

A 4

Determinacéo da relacéo
diametro do halo da col6nia X
concentracdo do antifingico

Figura 17 — Fluxograma da metodologia.
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3.1 Equipamentos

Na realizacao da sintese e analise dadatei citotoxica do 1,2,4-oxadiazois, foram

utilizados os equipamentos relacionados a seguir.

- Agitador de tubos de ensaio Tecnal AP 56;

-Autoclave Quimis, modelo 190.24;

-Balanca analitica Ohaus, modelo TP400De<#311;

-Balanca Quimis, modelo SA210;

-Bomba de vacuo, marca Tecnal, modeloTe. §&8 0176;

-Chapa de aguecimento com agitador magne@gt Scientifica;

-Espectréometro de infravermelho FT-IR Nicptabdelo Magma 550, da UNISC;
-Espectrémetro de ressonancia magnética, lm@dex-200, marca Brucker;da UFSM,;
-Estufa bacteriologica Biomatic série 00/10/0

Estufa de secagem De Leo, modelo 292, série 6;

-Evaporador rotatorio Fisaton, modelo 80#8es#6158;

-Forno de Microondas Panasonic, modelo NN86@®Bténcia 650 w;

-Lampada de ultravioleta (254 nm), revelador;

-Méaquina de gelo Everest, modelo EGE160;

-Paquimetro Mitutoyo, modelo Digimatic Calipsérie BB089370;
-Perfuradopunch biopsy;

-Pipetador automatico;

3.2 Solventes e Reagentes
Os solventes e reagentes empregados neste trafoadimo utilizados conforme
adquiridos pela empresas Aldrich, Merck, Vetec, IBaic Synth e Oxoid, estando eles

listados na Tabela 1.
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Tabela 1- Solventes e reagentes empregados naesentevaliacdo da atividade citotoxica

do 1,2,4-oxadiazois.

Reagentes Marca
Acetato de etila P.A. Nuclear
Acetona Vetec
Acido cloridrico P.A. Synth
Acido p-toluenossulfénico Merck
Agar dextrose sabouraud Oxoid
Benzonitrila Merck
Bicarbonato de sodio Nuclear
Carbonato de sédio anidro Synth
Ciclo-hexanona Merck
Cloreto de tionila Merck
Cloridrato de hidroxilamina Synth
Cloroférmio P.A. Nuclear
Diclorometano P.A. Nuclear
Dimetilsulfoxido P.A. Nuclear
Dioxano P.A. Vetec
Etanol 95% P.A. Nuclear
Eter etilico Nuclear
Formaldeido Merck
Hidréxido de Sédio P.A. Nuclear
lodo Nuclear
L-Cisteina Nuclear
L-cisteina etil éster Merck
N, N’-Diciclohexilcarbodiimida (DCC) Merck

Gas Nitrogénio

White Martins, Brasil

n-Hexano P.A. Nuclear
4-Clorobenzonitrila Merck
4-Metoxibenzonitrila Aldrich
4-Nitrobenzonitrila Aldrich
4-Toluilnitrila Merck
Silicagel 60A- 230-400 mesh Vetec
Silicagel 60G- F254 para CCD Vetec
Sulfato de magnésio anidro P.A. Nuclear
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3.3 Preparacdes das arilamidoximas

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL, foi adaitmn75 mmol (5,21g) de
cloridrato de hidroxilamina; 37,5 mmol (3,98g) darlwnato de sodio anidro e,
posteriormente, 20 mL de agua deionizada. Em sagoictontetdo do balédo foi agitado
manualmente até que a efervescéncia cessasse tamwiee. Foi adicionado entdo, ao
baldo, 20 mL de etanol e 50 mmol de arilnitril@8bg de benzonitrila, para a formacao da
benzamidoxima 1la, 6,889 de 4-clorobenzonitrila, para a obtencdo da
clorobenzamidoximdb, 5,859 de p-toluilnitrila, para a obtencéo deMiilamidoximalc
e 6,659 dep-metoxibenzonitrila para a formacdo da 4-metoxibemdoximald). Logo
apos, refluxou-se a mistura por 5 horas, observaed@ formacdo de cristais
esbranquicados no condensador. A formacao dasnatdaima foi acompanhada através
de cromatografia em camada delgada (n-hexano/dlondd, 1:1), com as manchas sendo
reveladas em luz ultravioleta (254 nm) e em vapdesi®do.

O solvente da mistura foi removido no evaporadtatésio, de onde se obteve um
material pastoso, ao qual foi adicionado 15 mL deaddeionizada. A mistura, entéo,
repousou durante uma noite em refrigerador senderaefdos apos este tempo a formacao
de duas fases, uma aquosa e outra solidificadanmunfdo baldo. Em seguida o contetudo
do baléo foi filtrado, e a fase sdlida obtida fecnistalizada em agua deionizada a 90-
100°C. Os cristais obtidos foram filtrados e deixadwsdessecador para remocédo da agua
residual.

As arilamidoximasla-d foram, portanto, preparadas pela reacdo de atdntom

cloridrato de hidroxilamina em presenca de carlmdatsodio, conforme Figura 18.

Al
r\ /\IHZ
_ + - Na;CO3 C
AlC=N + (H3NOH) CI > I
CH3COOH N
Ar \OH
a: CgHg la-d
b: 4-CICgH,4
C: 4-CH3CgH4

d: 4-CH30CgH,4

Figura 18 - Preparacéo das arilamidoximas.
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3.4 Preparacdes das tiazolidinas

Foram realizados dois métodos de obtencdo daditiazoconforme Figura 19.

O O COOH
HS/\)LOH + R/\R MetOdOA S></:N
48aR =H
48ab e R =cH,
COOEt
O 7
\ Método B / <
I NH
OEt + R
R R
2a-c
2aR =H
2b:R = CHs

2cR= EHz(CHz)g,ﬁ:Hz

Figura 19 - Métodos utilizados na preparacdo @daslidinas.

3.4.1 Preparacéo de Acido 4-Tiazolidina Carboxilic¢48a)

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 30 mmol6@g2 de cloridrato dé-
cisteina, 15 mL de agua e 82,8 mmol (2,486g) dedtiteido 38% (6,0 mL). O sistema
ficou sob agitacao por 20 horas a 25° C e em reppasmais 4 horas. Em seguida foram
adicionados 15 mL de etanol absoluto e 9 mL ddipai sendo o sistema agitado
manualmente. Foi observada a formacdo de cristaisistema permaneceu em repouso
por mais 24 horas. Os cristais brancos formadaanfaiiltrados e lavados com etanol

absoluto, e posteriormente, com éter etilico.

3.4.2 Preparacao de Acido 2,2-Dimetil-4-Tiazolidin&arboxilico (48b)
Em um baldo de 500 mL e fundo redondo, foram adados 10 mmol (1,769) de
cloridrato delL-cisteina, 3,54 mol de propan-2-ona (205,66g; 26) m33 mmol (0,069)



31

de acidop-toluenossulfénico, e 10 mL de benzeno. Um condiorsae refluxo foi
acoplado sobre o baldo mantido em refluxo, pordtdsa temperatura ambiente.

Apébs as 24 horas de reagdo o produto permanecamtdado por uma noite, sendo
vertida lentamente a acetona residual, filtrande-$@vando-se o solido com acetona. O
solido foi recolhido em baldo de 50 mL sendo adiadns 10 mL de acetona e o solvente

evaporando sob vacuo a 85° C.

3.4.3 Ciclizacao dd_-cisteina etil éster

3.4.3.1 Ciclizagdo dd._-cisteina etil éster com formaldeido ou com propag-ona

Em um baldo de 50 mL e fundo redondo, foram adadonl0 mmol (1,8569) de
cloridrato delL-cisteina etil éster, 10mL de diclorometano e 30oin{#,2g) de carbonato
de potassio. Apos foi adicionado entdo 20 mmol alenéldeido (0,601g; 1,5 mL de
solucdo a 38%) ou 67,7 mmol (3,932g; 5mL) de prapama. Apos a adicdo dos
reagentes, o baldo foi conectado a um condensadoefidxo, com o objetivo de evitar
perdas de diclorometano, permanecendo sob agigatginperatura ambiente por 24 horas.
Apoés o tempo de agitacdo a mistura reacional émisfierida com 30 mL de agua para um
funil de separacao, e extraida com diclorometano@mL). A fase organica foi coletada,
seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada e apévaporacéo do solvente foi obtida a

tiazolidina etil éstePaou 2b.

3.4.3.2 Ciclizacgao do cloridrato dé -cisteina etil éster com ciclo-hexanona

Em um baldo de 250 mL e fundo redondo, foram adaxdo 15 mmol (2,7849) de
cloridrato delL-cisteina etil éster e 150 mL de benzeno. Apésricadicionado 20 mmol
(1,963g; 2,0 mL) de ciclo-hexanona e 0,33 mmolg6g) de &cidg-toluenossulfénico. O
meio reacional foi refluxado sob agitacédo por 48akoO solvente foi evaporado sob
vacuo, e apos o residuo restante no baldo atingimperatura ambiente, foi adicionado a
este 100 mL de solucéo aquosa de carbonato desjmota20 %. O conteudo do baldo foi

transferido para a um funil de separacéo, e extradan diclorometano (3 x 30 mL). A
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fase organica foi coletada, seca com sulfato denésag anidro, filtrada e apds a

evaporacao do solvente foi obtida a tiazolidinbéstier2c.

3.5 Sintese do 1,2,4-oxadiazois
Os 1,2,4-oxadiazois foram preparados partindo-seadéamidoximasla-d e com

as tiazolidinaga-ce 4a-b, sob condi¢bes diferenciadas.

3.5.1 Preparacéo do 1,2,4-oxadiazois derivados d#éazolidinas 2a-c
Os 1,2,4-oxadiazoi8a-c foram preparados pela reacéo das arilamidoxibaas
com as tiazolidinaga-c, em presenca de,RO; e tolueno sob refluxavétodo A) e em

presenca de CO; em microondas doméstichiétodo B), conforme Figura 20.

COOEt Ar N
Ar _NH; /—( Método A 7/ \
i " %ﬁ

+ REFLUXO (com solvente) ~
|U|\ S>< NH tolueno / CO3 O
OH -
R R Método B HN ><S
lad 2a-c MICROONDAS (sem solvente) R R
KoCO3
Ar R 3a-c
la: CgHs 2aH
1b: 4-CICgH,4 2b: CH3

1c: 4-CHyCgH,4 2c. EHz(CHﬁssz

1d: 4-CH30CgH4
Figura 20 - Metodologias utilizadas na obtencad @¢4-oxadiazoiSa-c

3.5.1.1 Reag0es utilizando solvente sob refluxo (Méo A)

Em um baldo de duas bocas de 50 mL e fundo redfovdmn adicionado 1,35
mmol da tiazolidina etil éster (0,217 g tiazolide, (0,255 g de tiazolidindb) ou (0,309
g de tiazolidina2c) e 8 mL de tolueno. Apés a solubilizacdo da tiahwh no tolueno, foi
adicionados 2,5 mmol da respectiva arilamidoxim84@ de benzamidoximta), (0,425
g de 4-clorobenzamidoximab), (0,375 g de 4-toluilamidoximdc) ou (0,415g de 4-
metoxibenzamidoximad). Em seguida foram adicionados 2,5 mmol (0,35eg¢atbonato

de potéassio e o sistema foi aquecido sob refluxgitacdo por 24 horas. Apos dilui-se com
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50 mL de acetato de etila e transferiu para um fimseparacao, e extraiu-se com agua (2
x 20 mL). Apoés a fase aquosa foi descartadas seadiaganica coletada, seca com sulfato
de magnésio seco, filtrada e o solvente evapor@doprodutos foram purificados por
cromatografia em coluna utilizando silica gel, nalgse utilizou, inicialmente, n-hexano
como eluente e na sequéncia, eluiu-se com solugées-hexano/acetato de etila na
concentracdo (7:3). As fracBes coletadas da coliomam analisadas através de
cromatografia em camada delgada. Uniram-se, easdivacbes de mesmo Rf, removendo-

se, posteriormente, 0s solventes em um evaporatiioério.

3.5.1.2 Reag¢Bes sem solvente utilizando microondismésticas (Método B)

Em tubo de ensaio com tampa de rosca foram adaosn@,5 mmol de tiazolidina
etil éster (0, 0805 g para 2a; 0,0945 g pabae 0,1145 g par&c) e 1 mmol da
arilamidoxima (0,136 g de benzamidoximia; 0,170g de 4-clorobenzamidoxinigb;
0,150g de 4-toluilamidoximdc e 0,166 g de 4-metoxibenzamidoxind). Apds foi
adicionado 1mmol (0,149) de carbonato de potasem reagentes foram homogeneizados
com uma espatula. O tubo de ensaio com a tamparesqueada foi submetido a
irradiacdo de micro-ondas por tempo variavel dé Bainutos a poténcia média-alta (650
W). A mistura foi entdo dissolvida em diclorometanfdtrado e purificado por
cromatografia em camada delgada preparativa (CCli#xando silica gel 60G F254 e
revelacdo por luz ultravioleta 254nm; como eludnteutilizado hexano: acetato de etila

(7:3), sendo entdo obtidos os 1,2,4-oxadiazois.

3.5.2 Preparacéo do 1,2,4-oxadiazois derivados d#észolidinas 48a e 48b

Os 1,2,4-oxadiazoi8a-b foram preparados pela reacdo das arilamidoxibaas
com as tiazolidinaga-b, em presenca de DCC e DMF sob aquecimevitiddo A) e em
presenca de DCC no microondas doméstibét¢do B), conforme Figur2l.
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Método A
COOH DCC, Solvente ~ Ar
A AN A \/ﬁN\
I " NH ) N
N_ S>< Método B @)
OH R R DCC, _ HN S
microondas
R>< R
la-d 48a-b 3a-b

Ar. a) CgHs; b) 4-CICgHy; ¢) 4-CH3CgH4; d) 4-CH30CgH,4
R: a) H; b) CH3

Figura 21 - Preparacéo do 1,2,4-oxadia3aib.

3.5.2.1 Reacg0es utilizando solvente sob refluxo (Méo A)

Para obtencéo do 1,2,4-oxadiaz8isa foram adicionados em um baldo de fundo
redondo de 100 mL sob atmosfera inerte, 3 mmoll(®.§) da arilamidoximéb (4-
clorobenzamidoxima) e 3 mmol (0,399 g) da tiazabdi8a Apds foram adicionado 30
mL de DMF (N’, N-dimetilformamida) e 3mmol (0,617%) de DCC (diciclo-hexil-
carbodiimida).

O meio reacional permaneceu sob agitacdo saixcefl temperatura de 190 por
7 horas. O acompanhamento das reacg0fes foi real@eal@s de cromatografia em camada
delgada, observando-se o desaparecimento dos ctmepds partida da reacdo e a
formacdao de produtos.

Apds, o solvente foi removido em um evaporadortéoia e os produtos foram
purificados por cromatografia em coluna utilizandiica gel, na qual se utilizou,
inicialmente, n-hexano como eluente e na sequéradiay-se com solucbes de n-
hexano/acetato de etila na concentracao (7:3).

As fracBes coletadas da coluna foram analisadavéstrde cromatografia em
camada delgada. Uniram-se, entdo, as fragcbes demaneRf, removendo-se,

posteriormente, 0s solventes em um evaporadoormat
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3.5.2.2 Reac¢bes sem solvente utilizando microondémmesticas (Método B)

Em um tubo de ensaio com tampa de rosca foram oadido 1mmol da
arilamidoximala-e (0,136 g de benzamidoxinia; 0,170 g de 4-clorobenzamidoxirtb;
0,150 g de 4oluilamidoximalc; 0,166 g de 4-metoxibenzamidoximd) e 1 mmol da
tiazolidina (0,133 g de acido 4-tiazolidinacarbiox 48a; 0,161 g de acido 2,2-dimetil-4-
tiazolidinacarboxilico48b). Apos a homogeneizacdo da arilamidoxima com zlidina
foi adicionado 1,2 mmol (0,247g ) de DCC (diciclgirearbodiimida) e misturou-se
novamente os reagentes.

O tubo de ensaio contendo os reagentes foi submnatidadiacdo de micro-ondas
com a tampa semi-fechada por tempos que variardra #éne 9 minutos sob poténcia
médio-alta. A mistura meio reacional foi entdo digsla em diclorometano, filtrado o
produto e purificado por cromatografia em camadgadia preparativa (CCDP), utilizando
silica gel 60G F254 e revelagcédo por luz ultravanl254 nm. Como eluente foi utilizado

hexano: acetato de etila (7:3), sendo entdo obtidds2,4-oxadiazois.

3.6 Andlises espectroscopicas
3.6.1 Andlises espectroscopicas na regido do infeamelho (1V)

Nas andlises de absorcdo na regido do infraveomsbguiu-se o procedimento
padrdo para todas as amostras, num ambiente atimat20°C e com a umidade relativa
do ar inferior a 60%, utilizando-se EspectrometrocolNet, Magna 550, de janela espectral
de 4000 a 600 cth (Departamento de Quimica e Fisica — UNISC). Osasps de
absorcao no infravermelho foram registrados na doden filme liquido e pastilha de KBr,
com filme de poliestireno de 0,05 mm de espessa@brorcio de 1601 €m

Para as amostras solidas secas, realizaram-seabsesratravés do Método de
Reflectancia Difusa (DRIFTS), no qual a amostraacenada com KBr e colocada num
acessorio do equipamento, juntamente com o braueogonsiste em KBr puro. Procedeu-
se a andlise do branco e, sequencialmente, a detram® resultado provém dos espectros
da amostra, excluindo-se o branco.

As amostras liquidas e solidas ndo completamentassépastosas) foram
analisadas através do Método de Reflectancia Aoémluada Horizontal (ATR), no qual a

amostra é colocada sobre um prisma e analisadeantb-se como branco a varredura na
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superficie limpa do prisma. O resultado provém elgectros da amostra, excluindo-se o

branco.

3.6.2 Andlises Espectroscopicas de Ressonancia Métira Nuclear

Nas analises por espectroscopia de Ressonanciaéktaghluclear de Hidrogénio
(RMN 'H) e de carbono 13 (RMN°C) os espectros foram obtidos através de um
Espectrometro Brucker DPX, Departamento de Quindea UFSM, o qual opera
respectivamente nas frequiéncias de 200 e 400 MtdZ'ldae nas freqiiéncias de 50 e 100
MHz para'®C. Os deslocamentos quimicdy estdo relacionados em parte por milhdo
(ppm) em relacdo ao tetrametilsilano (TMS) utilidancomo padrdo interno para 0s
espectros de RMRH, CDCk (7,26 ppm) como solvente; colocando-se entre pasésata
multiplicidade (s = singleto, d = dubleto, dd = tujplubleto, dg= duplo quarteto, t =
tripleto, m = multipleto), o numero de hidrogénaeiuzidos da integral relativa.

3.7 Ensaios de citotoxicidade
3.7.1 Amostragem

As cepas déspergillus sputilizadas neste trabalho foram obtidos das mizota
Universidade de Sao Paulo (USP) e da Colecdo deoifdemismos de Microbiologia
Industrial da UNISC (CMMI) foram assim constitusdaspergillus nigerUSP898
Aspergillus nigerCMMI111; Aspergillus sp. CMMI15; Aspergillus flavusCMMIL;;
Aspergillus nigerUSP4 Aspergillusniger CMMILAL ; Aspergillus fumigatusJSP174
Aspergillus terreusCMMI233-3; Aspergillus fumigatusCMMI13. As referidas cepas
foram mantidas em tubos de ensaio com agar Salbdeirose e cultivados a
temperatura de 25 a 3G com reinoculagfes quinzenais.

3.7.2 Ensaio de difusdo em disco

O ensaio foi efetuado aplicando-se discos de pditeb comercialmente

disponiveis, impregnados com quantidades solug@®0L, mol L* de 3-aril-5-tiazolidinil-
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1,2,4-oxadiazol em dimetilsulfoxido sobre a supszftle placas de 9 cm de diametro com
10 mL de agar Sabouraud-dextrose previamente iadautom “swab” impregnado de

esporos de cada uma das cepas (culturas de 5 d@a8@G em agar Sabouraud-dextrose).
Depois de 18 a 24 horas de incubacao, determitamanho da zona clara de inibicdo ao

redor do disco.

3.7.3 Ensaio de crescimento micelial radial

Cada cultura estoque Aspergillusde 15 dias de cultivo foi inoculada em tubo de
ensaio contendo 5 mL de meio Sabouraud-dextroeildsclinado e incubada a 30 °C até
a esporulacao (cerca de 48 h). Os esporos forasmadols com “swab” e semeados sobre
placas de Petri de 7 cm de didmetro contendo 10dengar Sabouraud-dextrose e as
placas incubadas até a cobertura da superficidada pom micélio vegetativo com o
minimo de esporulacdo (24 h). Discos de culturé dan de cada cepa foram recortados
com auxilio dgounch biopsyn® 4 e transferidos invertidos segundo gabatigornial para a
superficie de placas de Petri contendo 9,9 mL de Sgbouraud-dextrose e 0,1 mL de
solugédo de 3-aril-5-tiazolidinil-1,2,4-oxadiazol etimetilsulféxido nas concentracbes de
0,01; 0,02; 0,04; 0,08; 0,16 mol'Ltendo como controle meio somente acrescido de
dimetilsulféxido. As placas foram incubadas em festu 30°C por cerca de 5 dias e

submetidas a determinacdo do crescimento micalilr

As médias geométricas dos diametrosepetipulares dos halos das colénias foram
determinadas, e por fim as respectivas areas. @Gcigrento micelial radial foi
determinado, descontando a area de cada col6n&@edainicial do disco de cultura e

correlacionando com a respectiva concentragédoldedmde xenobidtico.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencéo e andlises dos materiais de partida

Na preparacao das arilamidoximas, obteve-se a bedagimala (70%) na forma
de cristais esbranquicados, a 4-clorobenzamidoxiina(85%) na forma de cristais
levemente amarelados, a 4-toluilamidoxid@(87%) na forma de cristais brancos, a 4-
metoxibenzamidoximdd (91%) como um cristal branco-acizentado. Os espede IV
das arilamidoximas podem ser observados nos ANEXDS

Os materiais de partida sintetizados foram anajisgr IV e RMN'H, obtendo-se

os seguintes dados espectrais de IV para as afbaimasy (cm™):
1la: 3455 e 3357 (Nb), 3194 (O-H), 3058 (-C-kbm), 1645 (C=N):;
1b: 3467 e 3345 (Nb), 3155 (O-H), 3053 (-C-kom), 1660 (C=N);
1c: 3505 e 3374 (Nb), 3061 (O-H), 3061 (-C-kom), 2924 (-C-Hjir), 1667 (C=N);

1d: 3437 e 3350 (Nb), 3242 (O-H), 3036 (-C-kbm), 2966 (-C-Hir), 1650 (C=N),
1245 (C-O-C).

As tiazolidinas apresentaram o0s seguintes asp#istogs e rendimentos conforme

podem ser observados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Aspectos fisicos e rendimentos obtidosimtese das tiazolidinas.

Tiazolina Aspecto Fisico Rendimento (%)

COOEt

i\

T

Oleo amarelo claro 81

T
N
Q

I

COOEt

%1

CHs Oleo amarelo claro 80

I
%)
N
(e

COOEt

Oleo amarelo escuro 68

o0

N
o

COOH

A

Soélido branco 72

I>(n
I =
T

48a

O><(/~
Z
I

CHs Solido branco 64
48b

Para as tiazolidinas, foram obtidos os dados especte IV e RMN'H

representados na Tabela 3 e 0s espectros podeissevados nos ANEXOS E-G.
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Tabela 3 - Dados espectrais das tiazolidinas stiéréa-c) e acidos 4-tiazolidinas

carboxilicos 48ae 48b) sintetizadas

Produto IV v(cm?) RMN'H (CDCls) d (ppm)
COOEt 3309 (N-H); 4,38 (dJ=9,6 Hz, 1H); 4,22 (dgJ =72 e
ﬁ{ 1727 (C=0); 1,8 Hz, 2H); 4,15 (d] = 9,6 Hz, 1H);
:><:H 1179 (C-O-C); 3,84 (t,J=7,6 Hz, 1H); 3,25 (ddl = 10,4 e
2a 807 (N-H). 7,2 Hz, 1H); 2,87 (dd] = 10,2 e 7,6 Hz, 1H);
2,41 (s, 1H); 1,31 (1 = 6.8 Hz, 3H)
COOEt 3309 (N-H); 4,25 (q,J=7,0 Hz, 2H); 4,08 (dd1=9,0 e
/—{ 1732 (C=0); 7,0 Hz, 1H); 3,44 (dd]= 10,4 € 6,8 Hz, 1H);
NH 1184(C-O-C): 3,03 (t,J=9,8 Hz, 1H); 2,44 (s, 1H); 1,71 (s,
HaC b CHs 798 (N-H). 3H); 1,53 (s, 3H); 1,31 (f]= 7,2 Hz, 3H)
COOEt 3300 (N-H); 4,27 (dgJd=7,2e 2,4 Hz, 2H); 4,04 (dd=9,4
ﬁ{ 1732 (C=0); e 6,8 Hz, 1H); 3,30 (dd,= 10,2 e 6,8 Hz, 1H);

L

1184 e 1160 (C-O-C); 2,87 (ddJ= 10,4 e 9,6 Hz, 1H); 2,51(s, 1H);

793 (N-H) 1,9-1,4 (m, 10H); 1,32 (1= 7,2 Hz, 3H)
2C
COOH 2965 (NH); 4,83 (s, 2H, COOH, NH);
NH 3100-2500 (COOH); 4,49 (d,J=10,4 Hz 1H); 4,41 ({)=7,2 Hz,

:><H 1583 (C=0); 1H); 4.35 (dJ = 10,2 Hz, 1H); 3,44 (dd,= 12,C

48a e 7,4 Hz, 1H); 3,31 (dd,=11,9 e 6,2 Hz 1H)

COOH
/ < 2963 (NH); 8,78 (s, 1H); 4,87 (1] = 8,6 Hz, 1H);

3100-2500 (COOH);

1578 (C=0);

4,17 (s, 1H); 3,6-3,3 (M, 2H);
2,06 (s, 3H); 1,72 (s, 3H)
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4.2 Obtencéo e analise do 1,2,4-oxadiazois (3a-c)

Os melhores resultados obtidos na sintese do @&@gdiazois, foram através das
reagOes das tiazolidinas etil éstza,(2be 2¢) com as arilamidoximad &-d), com solvente
ou sob micro-ondas, quando comparados com os aitlagolidinas carboxilicos48a e
48b).

Os 1,2,4-oxadiazois, preparados através da meigido®5.2.1 com acidos 4-
tiazolidinas carboxilicod8a e 48b (reacdes utilizando solvente sob refluxo - Métddp

foram obtidos em baixo rendimento (5-10%.)

Na sintese do 1,2,4-oxadiazois por irradiagdo deasgndas, metodologi@&5.2.2
(Método B), com acidos 4-tiazolidinas carboxilicé8a e 48b, foram testadas varias

condicdes reacionais, com a variacao do tempoad@ioe conforme Figura 22:

1°) Arilamidoximas {a-d) + Tiazolidinag48a-b)+ DCC (Relatado na metodologia).
2°) Arilamidoximas {a-d) + Tiazolidinag48a-b)+ DCC + Alumina Neutra

3°) Arilamidoximas {a-d) + Tiazolidinag48a-b)+ Alumina Neutra

4°) Arilamidoximas La-d) + Tiazolidinag48a-b)

COOH Ar N
Ar ~ _NH, \/ \/ﬁ \

Microondas N
I + NH e 0
N <
OH R R HN ><s
R R
la-d 48a-b 3a-b

Ar. a) CeHs; b) 4-C|C6H4; C) 4-CH3CgHy; d) 4-CH30CgH,4
R:a) H; b) CH3

Figura 22 — Preparacao do 1,2,4-oxadiazois at@a@sadiacdo por micro-ondas.
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Os melhores resultados foram obtidos na primeiradicéo reacional, sendo esta
condicdo empregada na sintese do 1,2,4-oxadiéZaib) por irradiacdo de micro-ondas.
Os rendimentos foram os seguintésh (10%); 3aa (6%); 3ba (4%); 3ca(9%); 3da (4%).

Os rendimentos do 1,2,4-oxadiazois obtidos poraovicrdas, variaram de 4 e 10 %.
Houve a formacao preferencial sob estas condici@esybprodutos de reacdo entre o DCC
e a tiazolidina, entre 15 e 35%. Este fato devecandjue a exposicdo ao calor imediato
favorece a formacdo de subprodutos derivados do /i2G@lidinas. Os subprodutos
formados nas reacdes utilizando os diferentes stEse sob refluxo, apresentaram maior
percentual de formacédo (DMF entre 30-35%; Dioxamiwee50-58%; THF entre 5-15%),
quando comparados com reacdes realizadas em mi@®okstes subprodutos foram
identificados por RMNH.

A obtencdo de subprodutos de reacdo entre o DC@aen@oximas nao foram

observadas em niveis significativos sob as conditgstadas.

As reac0es realizadas sob refluxo em DMF apresenteendimentos entre 1 e 3%

para os 1,2,4 oxadiazois.

Os 1,2,4-oxadiazois, obtidos através da metodol®§id, através das reacdes das
tiazolidinas etil éster2@, 2b e 2¢) com as arilamidoximaslé-d), apresentaram 0s

seguintes aspectos e rendimentos, apresentad@bel®, gerando a séBaaa3dc.
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Tabela 4 — Aspectos fisicos e rendimembs8dos na sintese dos 1,2,4-oxadiazois

(3a-0), derivados dos compostia-d e 2a-c

Produto Aspecto Reacdo com Reacdo sob
(1,2,4-oxadiazol) Fisico solvente microondas
(Rendimento (Rendimento
em %) em %)
CeHs \ solido
7/ amarelo
N )\% 60 35
@]
Pf=283C
3aa NP
4-CICgH sélido
e // N amarelo
N )\ij 54 34
@]
Pf=285C
ba NP
4-CH3CgH4 N sélido
/? amarelo
N )\%7—\ 59 30
© Pf = 87C
3ca NP
4-CH30CgH,4 N sélido
] amarelo
N )\sz 58 40
@]
Pf=283C
CgH
o J N\ 53 42
N_ %7_\ 6leo
© amarelo
HN><S
38b ¢ cH
4-CICgH 4~ N
N_ \ 6leo 53 45
O
amarelo

HN><S
3bb HsC CHs
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4-CH3CgH4 N
N; ) Sleo 52 32
e
HN><S amarelo
3¢b o eH,
4-CHz0CgH s6lido
30CgM, N |
NZ\ \ amarelo 58 27
(@)
HN><S Pf = 84C
3do HsC CHj
CeHs
W—N
N\o)\wj oleo 48 36
HN S amarelo
3ac é
4-CIC6H477|\I
N_ \ 6leo
@) 51 50
HN S amarelo
3bc é
4_CH306H4\ﬁN
N \ oleo
AN
O amarelo 59 43
HN S
3cc é
4-CH3OC6H4%N
N_ )\%7_\ 6leo
o amarelo 68 47
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As arilamidoximas contendo grupos doadores deogigtcomo metila e metoxila e

grupos retiradores de elétrons como o cloro, fopeeparadas e estudadas na formacéo dos

oxadiazéis. Os substituintes presentes no anelaimonda amidoxima nao influenciaram

de maneira significativa na formacao do 1,2,4-cxznis, exceto para os derivados da

tiazolidina2c. Os melhores rendimentos na sintese do 1,2,4-aeaidi foram 0s obtidos

partindo-se das tiazolidinas etil ést@g,(2b e 2c) com as arilamidoximaslé-d), com

solvente (tolueno) sob refluxo, na presenca deoceatio de potassio.

Os 1,2,4-oxadiazois sintetizados foram analisaddermificados por IV, RMNH e

3¢, e a verificacdo de Rf através de cromatografiz@mada delgada (hexano: acetato de

etila, 7:3), sendo que estes dados estdo reprdssrmia Tabela 5.

Tabela 5 - Dados de identificacéo do 1,2,4-oxadsaziotetizado$3a-0).

Produto IV v(cm™?) RMN'H (CDCl3) RMN*C
o (ppm) (CDCly)
9 (ppm)
CGHS}N 3278 (N-H), 8,08 (d,0= 7,8 Hz, 2H); 7,5-7,3 177,94; 168,40
N/\ \ 3068 (C-Hyom); (m, 3H); 4,72 (tJ=6,6 Hz,1H); 131,30; 128,82;
o 2960, 2935 4,45 (d,J= 9,6 Hz, 1H): 4,39 (d, 127,49: 126,42;
3aa  HN_ S (C-Har):  J=09,6 Hz,1H): 3,43 (dd]= 10,6  68,92; 61,79;
1568(C=N); e 6,8 Hz, 1H): 3,23 (dd,= 10,6 37,78
Rf 041 1446 (C=C) e 6,8 Hz,1H); 2,69 (s, 1H)
4_CIC6H477N 3237 (N-H); 8,03 (d,J= 8,8 Hz, 2H); 7,46 (d, 178,14; 167,56;
Y %j 3078 (C-Hwom):  J=88Hz 2H): 4,73 (=  137,47: 129,12;
0 2935,2853 6,4 Hz, 1H); 4,44 ()= 9,6 Hz,  128,72; 124,
3ba NS (CHa): 1H); 4,33 (d)= 9,6 Hz, 1H);  81;72,92;
1598 (C=N); 3,44 (ddJ=10,7 € 6,8 Hz, 1H); 61,72; 33,86
R 0,40 1414 (C=C) 3,23 (ddJ=10,6 e 6,6 Hz, 1H):
2,66 (s, 1H)
4—CH3C6H4\ﬁN 3263 (N-H), 7,97 (d,0= 8,2 Hz, 2H); 7,28 (d, 177,74; 168,38;
N/\ )\Wj 3042 (C-Hwom); J=T7,4Hz, 2H); 4,69 (0=6,4 141,63; 129,52;
o 2945,2879  Hz, 1H); 4,44 (4] = 9,8 Hz, 1H); 127,40; 123,59;
sca NS ci): 431(dJ= 94 Hz, 1H): 3,43 (dd, 72,85; 61,81;
RT 0.42 1568 (C=N); J=10,6 e 6,8 Hz, 1H); 33,89; 21,55
1419 (C=C) 3,21 (ddJ=10,6 e 6,8 Hz, 1H):

2,67 (s, 1H); 2,41 (s, 3H)
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4-CH3OCGH477N 3273 (N-H); 8,02 (dJ=9,2 Hz, 2H); 6,98 (d, 177,85; 168,72;
VA 3060 (C-Heom); J=8,8 Hz, 2H); 4,68 (J=6,4 162,82; 133,95;
- 0 n 2034, 2833  Hz, 1H); 4,44 (dJ = 9,6 Hz, 1H); 119,63; 114,72;
(C-Hair); 4,31 (d,J=9,2 Hz, 1H); 3,87 (s, 73,50; 55,51;
1609 (C=N);  3H); 3,43 (ddJ=10,6 € 6,8 Hz, 30,29; 29,72
Rf 0.30 1486 (C=C);  1H); 3,21 (ddJ = 10,4 € 6,8 Hz,
1253 (C-O-C) 1H); 2,64 (s, 1H);
C6H577N 3293 (N-H); 8,09 (dJ= 7,8 Hz, 2H); 7,6-7,4 177,87; 168,38;
N 3071 (C-Hwom); (M, 3H); 4,81 (ddJ=9,0e  131,45; 128,89;
o VY 2075, 2924 (C- 6,4 Hz, 1H): 3,64 (dd]= 10,7 e 127,51; 126,23;
s Hait); 6,6 Hz, 1H): 3,29 (ddJ= 10,2 e  71,78; 65,94
HC  CHs  1601(C=N); 9,6 Hz, 1H): 2,51 (s, 1H);  39,95; 29,67
RF0.62 1450 (C=C) 1,77 (s,3H); 1,65 (s,3H)
4—CIC6H477N 3240 (N-H); 8,04 (d,J= 8,4 Hz, 2H); 7,47 (d, 178,35; 166,57;
N %j 3060 (C-Hpom); J= 8,4 Hz, 2H); 4,81 (ddJ= 8,7 130,89; 129,23;
o 2944,2906 e 6,6 Hz, 1H); 3,64 (dd,= 10,7 128,71: 125,30;
36b HN><S (C-Hair); e 6,6 Hz, 1H); 3,28 (dd,= 10,6  71,19; 63,42;
HeC  CHs  1590(C=N):; e 9,6 Hz, 1H): 2,66 (s, 1H);:  29,67; 22,67
R 0,67 1411 (C-Hy) 1,77 (s, 3H); 1,65 (s, 3H)
4-CH3C6H477N 3263 (N-H); 7,98 (d,J= 8,0 Hz 2H); 7,29 (d, 177,58; 168,27
N )\Wﬂ 3082 (C-Hpom); J=8,8 Hz 2H); 4,80 (ddJ=8,9 141,75; 129,54
© VAR 2044, 2898 e 6,8 Hz, 1H); 3,63 (dd,=10,6 127,39 123,39;
3ch e \CHa (C-Hair); e 6,6 Hz, 1H); 3,28 (dd,=10,3 e 75,64; 58,98;
RF 0.67 1562 (C=N); 9,4 Hz, 1H): 2,64 (s, 1H); 2,42 (s, 41,10; 32,37:
1417 (C=C)  3H): 1,77 (s, 3H): 1,65 (s, 3H)  30,85; 21,53
4-CH3OC6H4}N 3293 (N-H); 8,03 (dJ=9,2 Hz, 2H); 6,99 (d, 177,32; 168,25;
N/\ %—\ 3060 (C-Hpom); J=9,2 Hz, 2H); 4,79 (ddJ = 8,8 162,67; 129,14
© WY 2975, 2942 e 6,8 Hz, 1H): 3,87 (s, 3H):  118,30; 114,26
3db H3C><CH (C-Hair); 3,63 (dd,J = 10,6 e 6,8 Hz, 1H); 75,33; 59,78;
1611 (C=N); 3,28 (ddJ=10,4 € 9,2 Hz, 1H); 55,77; 43,45:
1480 (C=0C); 2,74 (s, 1H); 1,77 (s, 3H); 33,72; 32,30
Rf 0,54

1252 (C-O-C);

1,65 (s, 3H)




a7

3288 (N-H);, 8,09 (d,J= 7,6 Hz, 2H); 7,6-7,4 177,98; 168,27;

CeHs N
N/é )\%7—\ 3048 (C-Hrom); (m, 3H); 4,78 (ddJ=9,2 e 131,32; 128,80;

0o 2929, 2878 6,4 Hz, 1H); 3,49 (dd]=10,4e 127,46; 126,29;
AN (C-Hair); 6,4 Hz, 1H); 3,15 (dd]=10,4e 81,57;58,14;
3ac 1601(C=N); 9,2 Hz,1H); 2,62 (s, 1H); 40,69; 40,25;
1450 (C=C);. 2,0-1,2 (m,10H) 39,05; 25,39;
Rf 0,75 25,15; 23,76

4-CIC6H4}N 3282 (N-H); 8,03 (d,J= 8,4 Hz, 2H); 7,46 (d, 178,19; 167,41;
N/\ %j 3048 (C-Hywm); J=8,8 Hz,2H); 4,78 (dd] = 8,8 137,46; 129,11;
O 2929,2880 e 6,8 Hz, 1H); 3,49 (dd,= 10,6 128,72; 124,73;

AN (C-Har);  €6,4Hz, 1H); 3,14 (dd,=10,4 e 81,53; 58,06;

3bc 1591(C=N); 9,6 Hz, 1H); 2,61 (s, 1H);  40,69; 40,20;

1404 (C=C);. 2,0-1,2 (m, 10H) 38,97; 25,35;

Rf0,74 25,11; 23,73

3288 (N-H); 7,97 (d,J=8,0 Hz, 2H); 7,28 (d, 177,71; 168,17;

4-CHiCeHa_
i %j 3046 (C-Hyom); J=8,0Hz, 2H); 4,77 (ddl= 9,2 141,61; 129,45;

N

e 2029, 2878 e 6,8 Hz, 1H); 3,48 (dd,= 10,4 127,31; 123,38;
NS (CHu):  e6,8Hz 1H): 3,14 (dd,= 104  81,50; 58,07;

3cc 1596(C=N); €96 Hz, 1H); 2,62 (s, 1H);  40,61; 40,15;
1410 (C=C).. 2,41 (s, 3H); 2,0-1,2 (m, 10H) 38,95; 25,33;

Rf 0,75
25,09; 23,69:
21,44

3285 (N-H); 8,02 (d,J = 8,8 Hz, 2H); 6,98 (d, 177,60; 167,93;

4-CHOCeHs
N7/ )\Wj 3058 (C-Hwm); J=8,4Hz, 2H); 4,76 (dd = 161,98; 129,07;

~N

o N 2963, 2928 8,6 e 6,8 Hz,1H); 3,87 (s, 3H); 118,98; 114,18;
(C-Hair); 3,48 (ddJ=10,6 € 6,4 Hz 1H); 81,56; 58,12;
3dc 1612 (C=N); 3,14 (ddJ=10,4e 9,2 Hz, 1H); 55,28; 40,68;
1477 (C=C); 2,58 (s, 1H); 2,0-1,2 (m, 10H) 40,21; 39,03;
1243 (C-0-C); 25,38; 25,14;

Rf 0,63 23.72
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A titulo de exemplificacdo, pode-se observar neeisp de IV, Figura 23, para o
composto3aa, a banda de deformac&o axial em 3.278 grevidenciando a presenca de
ligacdo quimica N-H. Em 3.068 cif) constata-se a banda de absorcéo da ligagdo =C-H,
comprovando a presenca do anel aromético. A formad@d anel oxadiazélico, é
evidenciada pela presenca da banda de deformachgaddao C=N em 1.568 cil. As
vibragdes de deformacdo axial atribuidas a ligag@ ocorrem entre 700 e 600 tmA
intensidade € baixa e a banda varia muito de pmsic§ue faz com que esta banda tenha

pouco valor na determinacéo de estruturas.

No espectro de RMRH, Figura 23, para o compos?aa, observa-se em 8,08 ppm,
um dubleto referente a 2 hidrogénios aromaticosme7¢60-7,40 ppm um multipleto
referente a 3 hidrogénios aromaticos. Na regidopceemdida em 4,72 ppm, encontra-se
um tripleto referente ao hidrogénio ligado ao atataaarbono (CH). Em 4,44 e 4,33 ppm
observa-se 2 dubletos referentes a 2 hidrogénaandl tiazolidinico (vizinhos ao N e S).
Na regido compreendida entre 3,46-3,41 ppm e 32B-ppm, observa-se 2 duplo
dubletos referentes a 2 hidrogénios (vizinhos adraejuiral). Em 2,68 ppm observa-se

um singleto referente ao hidrogénio ligado ao atdmaitrogénio (HN).



49

‘m_“* J"f“ +1FLT|-‘ Tk A ‘u"\"..._.'“..'. A ."'-',I""’"'rnl‘-
._‘.. m.-_l i | 'I-I | l.l -r.. |'1|_ . I
. / ll. | gt [V
o] i | | ‘
oo o I N { ‘ ‘
o Lemdf) v ‘ \ | I‘ \r
NI I .w I
| [
304 — [ : - o h ” “
20] R
: o C=N / g
N B § | arc=C
4C;ICIO I I I 30"][! I I I ZGlI:ICI I I I ‘IC‘IJCI I
Wavenumizers (cm-1)
N
N /mﬁ‘
(3R] ~o” eHocl,
- /
3aa h.]’{
Ph | [20] ( cH
112
Hh CH; - H 3,46 - 3,41

Figura 23 — Espectro de IV e RMN do compost®aa.

E importante ressaltar que os espectros de IV dmaie 1,2,4-oxadiazois
sintetizados, apresentaram sinais semelhantegpaotescomentado, diferenciando apenas
na frequéncia dos sinais, devido as caracteristiaegculares de cada composto. Para os
espectros de RMM, os sinais sdo bastante semelhantes, visto qudiferencas de
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multiplicidade e/ou deslocamento quimico, sao e$egirovocados pela vizinhanca de cada
nucleo de hidrogénio. Os espectros de IV e RMNlo 1,2,4-oxadiazois36-c), podem ser
observados nos ANEXOS H-S.

O uso da irradiacdo por micro-ondas em auséncisaleente € de grande
importancia, por ser um procedimento coerente cofilosofia da Quimica Verde no
desenvolvimento de tecnologias que reduzem ou redimi 0 uso ou a geracdo de

substancias nocivas ao meio ambiente.

Na Tabela 6 podem ser observados os impactos ataiiestravés da identificacao
qualitativa, na sintese do 1,2,4-oxadiazois emepigss de solvente e por irradiacdo de

micro-ondas.

Tabela 6 — Identificagdo qualitativa de impactodbi@mtais na sintese do 1,2,4-oxadiazois

com e sem solvente.

Itens de Avaliacéo Método A Método B
(Reagao com solvente) (Reagao sem solvente —
micro-ondas)

Numero de etapas (reacao) Maior Menor

Tempo reacional Maior (24 horas) Menor (5-10 minutos)
Uso de solventes Sim N&o
Geracao de residuos Sim Sim
Geracéao de efluentes Sim N&ao
Consumo de energia Médio Pequeno
Consumo de agua Sim N&ao

Rendimento da sintese Maior Menor
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Através da andlise dos dados apresentados naaT@pelbserva-se que os dois
métodos de sintese do 1,2,4-oxadiazois apresentaes ampactantes diferenciadas. Na
reacdo de sintese utilizando solvente observae® gumpacto € maior quando relacionado
com a que utiliza irradiagéo de micro-ondas, canéoa descricao a seguir:

- O numero de etapas envolvidas na sintese € maids, existe a necessidade de
evaporacao do solvente para posterior purificagiprdduto, 0 que ndo ocorre na reagao

sem solvente;

- O tempo reacional é superior, além disso, envolgensumo de agua, o uso de solventes,
a geracao de efluentes e um maior consumo de ar@ngiparado ao método sem solvente

(micro-ondas).

O unico fator positivo referente a reacdo utildmisolvente € que o rendimento é
superior ao método sem solvente. No entanto, éiy@bsa melhoria significativa nos
rendimentos do método via micro-ondas, com aplwal# um equipamento especifico

para as reacdes de sintese.

4.3 Avaliacao de citotoxicidade enAspergillus sp.
4.3.1 Ensaio de difusdo em disco

Através do ensaio de difusdo em disco pode-senabysena Figura. 24 como
exemplo de uma das amostras investigadas, a peedenigalo de inibicdo em torno dos
discos. Todas as amostras apresentaram comportaseneélhante para a concentragéo de
1,2,4-oxadiazol analisada.
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Disco de papel

com 1,2,4-
oxadiazol.
Cultura de
Halos de Aspergillus sp.
inibicdo de
crescimento
micelial.

Figura 24 - Gabarito de triplicata de discos dducal deAspergillussp utilizada como
modelo para demonstrar como foram gerados os didsnd¢ crescimento micelial radial.

Esse método ndo é o método padrao indicado pardifipea a atividade citotoxica
in vitro de isolados ambientais, segundo o Clinical Lalboyabtandards Institute of the
USA (CLSI), entretanto ele € um método muito widi@ em estudos iniciais de novos
compostos com potencial fungistatico ou de citaiioleide de xenobiéticos em funcao da
sua praticidade (DEVILLERS et al., 1989). O regidgtaleste ensaio indicou a necessidade
de estabelecer um ensaio que correlacionasseto efitoxico com a concentracdo do
1,2,4-oxadiazoBaa em estudo sendo entédo realizado o ensaio doiroergo micelial

radial.

4.3.2 Ensaio de crescimento micelial radial

Este método serve para avaliar o potencial iniitde diferentes compostos frente
a uma cepa fangica bioindicadora. No caso, foraecEmadas amostras depergillus
sp, um fungo de crescimento rapido, muito resistertemapostos téxicos, ubiquo no meio

ambiente.
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Foi possivel visualizar, apos 24h de cultivo, scmaento de todas as amostras de
Aspergillusem todas as concentragcfes trabalhadas. Em nentmictistos inoculados foi
observada auséncia de crescimento, indicando odes tge encontravam viaveis e

suscetiveis ao efeito do derivado 1,2,4-oxadiasihto.

Também néo se observaram alteracées morfoldégiaasostopicas no crescimento
do fungo, sendo que o0 mesmo halo, em todos ossjisom aspecto homogéneo branco
aveludado de centro amarelado, sem alteracdes rddocmeio de cultura. Estes dados
sugerem que a presenca do 1,2,4-oxadiazol, na@esde concentracdes trabalhadas, nao
tenha interferido no metabolismo secundario dodung

Os padrdes dose-resposta das curvas apresentadas dlassificados segundo o
critério proposto a seguir, por Corbellini (200B)gura 25):

a) Monofasico: curvas com inibicdo crescedte crescimento com aumento da

concentracdo do composto em estudo.

b) Bifasico: um aumento da atividade fungistatica 4t um ponto maximo de

inibicdo (P1), apods a atividade fungistatica deses estabiliza (11).

c) Trifasico: um aumento da atividade fungistaticaaf o ponto de maxima inibicao
do crescimento (P1) seguido por perda momentanedivddade fungistatica (I1)
até o ponto de minima atividade (P2), apds ocorex@peracao da atividade (lll)

com aumento da concentragdo do composto em estudo.

Diametro A
de colbnia

P1

[Droga] [Droga] [Droga]

Figura 25 - Padrdes de curvas de atividade furigatdose-dependentes. A: monoféasica,
B: bifasica; C: trifasica. Adaptada de Corbell2004.
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Observando-se a Figura 26 pode-se ver que todasomsentracdes
apresentaram uma diminuicdo do crescimento miaelihal em relacdo ao controle. Cinco
amostrasAspergillus nigelUSP4 e USP89&spergillus terreuMMI233-3, Aspergillus
sp. CMMI15 e CMMILALl apresentaram padrdo trifasico eagto que as demais

apresentaram padrao monofasico.

500

—&— Aspergillus terreus CMMI 233-3
E————; —&— Aspergillus fumigatus USP 174
Aspergillus fumigatus CMMI 13
—w— Aspergillus niger USP 4
Aspergillus niger CMMI 111
—<4— Aspergillus sp. CMMI 15
Aspergillus sp. CMMI LA1
—&— Aspergillus flavus CMMI 1
—— Aspergillus niger USP 898

400

300

200

100 —

Crescimento Micelial Radial (mmz)

T T —T T T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16

Concentracéo antifiingica (x 10° mmol L™)

Figura 26 - Curvas de crescimento micelial radial Akpergillus, sob diferentes

concentracdes de 1,2,4-oxadiazol.

Sendo assim, ndo houve um comportamento homogéoameteristico para cada
fungo investigado, indicando diferentes mecanism@sacao inibitéria dentro de uma
mesma classe.

Segundo Griffin (1994) em situagOes onde ocorre agaptacdo do crescimento
microbiano por inducédo de enzimas relacionadasaassimilacdo ou a biodegradacéo de
substrato que podem fornecer carbono e nitrogé@mwmamutrientes para material plastico

intracelular, ocorrem curvas bhifasicas ou trifésica

Segundo Corbellini (2004), compostos contendo @gupromaticos podem ser
metabolizados por diferentes rotas gerando compodto mais facil assimilagcdo ou
eventualmente toxicos. A presenca de curvas prasdisecundarias pode ser explicada

por uma competicdo entre 0s mecanismos de estidwapibicdo do crescimento.
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O resultado do teste foi consistente, em termeisdhbgicos (maior concentracao
do agente quimico, maior efeito), para as amodga@spergillussp em estudo que mostra
uma grande variacdo em sua sensibilidade consdieranconceito de citotoxicidade
apresentado por Nardone (1977). Segundo este amtaonjunto de alteracbes da
homeostase celular que leva a uma série de magifsaque interferem na capacidade
adaptativa das células, bem como sua sobrevivémuitiiplicacdo e realizacdo de suas
funcbes metabdlicas. A intensidade da lesdo cetidpende de varios fatores, tais como
concentragcdo do composto em estudo, o tempo desie&po entre outras (HU e HSING,
1989).

Os testes para avaliacdo da citotoxicidade ddl-3-&azolidinil-1,2,4-oxadiazol
contra Aspergillus sp. apresentaram sucesso, Ou seja apresentogamipara todos 0s
fungos testados. O ensaio de atividade fungistattdeado baseou-se na inibicdo do
crescimento micelial radial, esta metodologia tesrwvido para avaliagdo de potencial
inibitorio de diferentes compostos, porém com algsitimitacées, principalmente no caso
de ndo ocorrer crescimento homogéneo na supediciégar que dara origem aos discos
de cultura. Esta metodologia tem sido utilizadaexperimentos de avaliacado de diversos

xenobidticos no crescimento micelial de fungos.

A literatura cita ainda diversos outros ensaiag@adcoldgicos em microrganismos
tais como: contagem de unidade formadora de ca&C/mL), métodos bioquimicos,
entre outros (JOERGENSEN et al., 2005; DAWSON ¢t24105; VAUFLEURY et al.,
2007; OLIVEIRA 2006).

Hé& ainda outro modo de se analisar a poténciardagente antifingico. A maneira
aqui discutida avalia o comportamentoAspergillussp. a uma determinada concentracéo
da droga em estudo. Porém, de maior interesseagaaucao de antifangicos, para a qual
€ preciso saber a concentracdo minima da droga atiseada (para ser menos toxico
possivel ao meio ambiente e principalmente paratdar custos), faz-se necessario

relacionar a concentracao de diferentes drogasergéea um mesmo efeito.

Assim, a titulo de exemplificacdo, utilizam-se maimente os padrbes MigCe
MICso, respectivamente relacionados a antifingicos destaem humanos e

microrganismos, referentes a 80 e 50% da inibicAoetacdo ao crescimento do fungo na
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auséncia da droga. No caso em estudo todas asrasnaktancaram Mg na faixa das
concentracdes avaliadas mostrando o potencialdtaigio desta classe de derivados 1,2,4-

oxadiazol.

Frente ao que foi discutido, pode-se afirmar queste de atividade antifungica
proposto por Butty (1995) e utilizado neste trabalh rapido, confidvel e de fécil
reprodutibilidade, possibilitando determinacdo danar concentracdo de antifungico

necessaria para inibir o crescimento do fungo.

Apesar de serem amplamente difundidas na literasrpropriedades antifingicas
de 1,2,4-oxadiazol, estas ndo podem ser generafizgghra qualquer tipo de

microrganismo, mostrando a importancia de anatidarentes amostras.

Os resultados discutidos e avaliados neste tradallantam questbes quanto ao
prosseguimento deste estudo. Em trabalhos futypoderia se ampliar a regidao de
concentracdes da solucdo antifingica para se tanstaeal atividade antifingica deste
1,2,4-oxadiazol contréspergillussp. E, possivelmente, ampliando-se a diversidade d
radicais ligados ao anel 1,2,4-oxadiazol, outradide pesquisa também ganha incentivo,
referente a estudo de QSARUantitative Structure Activity Relationshipnde se visa
relacionar parametros estéricos, eletrénicos, camai@r ou menor atividade antifungica

de determinado composto.



5 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando-se 0s objetivos propostos para o delseanento da parte
experimental e analisando os resultados obtidode-pe dizer que eles foram obtidos

satisfatoriamente. E possivel fazer algumas genacéles frente as reacdes estudadas.

Considerando as condicbes em que foram realizadosxperimentos, pode-se
concluir que os materiais de partida (arilamidoxangatiazolidinas) sintetizados foram
obtidos com bons rendimentos (64-91%).

Com referéncia a identificacdo dos materiais dédaae produtos sintetizados, as
analises utilizando a espectroscopia no infravdrndV e de ressonancia magneética
nuclear de hidrogénio RMRH e carbono-13 RMN®C, auxiliaram na caracterizacdo dos
mesmos.

Foram propostas duas metodologias de sintese @eak&diazois3a-c, derivados
de arilamidoximas e tiazolidinas em uma estratéigi@tica flexivel, permitindo o acesso a

varios compostos inéditos.

Os melhores resultados da sintese foram obtidosingeise da tiazolidina
esterificada2ac, apresentado no capitulo 3 Material e Métodostam B.5.1.1,com a
utilizacdo de tolueno como solvente e sob refllb@mbém foram realizadas reac¢des de
obtencéo do 1,2,4-oxadiazois sob refluxo substitwia tolueno por dioxano ou benzeno;
estas substituicbes de solvente demonstraram afdondos produtos, porém em menor
rendimento.

A obtencdo do 1,2,4-oxadiazois, derivados da lidina etil éster2ac e
apresentado no capitulo 3 Materiais e Métodosem 3t5.1.2,foram obtidos com baixos
rendimentos através da utilizacdo de micro-ondasnotistrando a necessidade de
otimizacdo da metodologia.

E importante destacar que tanto as metodologiasitijismm DMF como solvente
item 3.5.2.1e a sem solvente/micro-ondas it8rb.2.2 derivadas da tiazolidirdBa e 48b
nao apresentaram bons rendimentos na sintese @dooka&liazois. Verificou-se que a
reacdo com solvente ocorreu a formacdo de maiontigagde de subprodutos, quando

comparada com a metodologia que utiliza o micracasr{dem solvente).
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A reacdo de sintese, realizada por irradiacdo dzrorondas, € uma forma
guimicamente mais limpa e promissora em conduagdes organicas, pois proporcionou:
uma reducdo no tempo de reagdo, meio reaciona bk solventes, uma eficiéncia
energeética nas reacdes propostas, a ndo geragéftueletes e controle na formacéo de
subprodutos.

Com base nos resultados obtidos é possivel conplgro 1,2,4-oxadiazdBaa
apresenta um grau de citotoxicidade predominantesrsrde-dependente e que a estrutura
apresentada pode apresentar potencial para futaksestigagbes como um novo
antifungico. Por outro lado, do ponto de vista det@xicologia, 0 composto investigado
comporta-se como um xenobidtico com necessidadeuttes ensaios ecotoxicoldgicos

para avaliar seu impacto sobre o meio ambiente.
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ANEXO A - Espectro de IV da Benzamidoxirhaem KBr (drifts).
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ANEXO B - Espectro de IV dp-clorobenzamidoximadb em KBr (drifts).
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ANEXO C - Espectro de IV dertoluilamidoximalc em KBr (drifts).
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ANEXO D - Espectro de IV dp-metoxibenzamidoximad em KBr (drifts).
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ANEXO EL1 - Espectro de IV da tiazolidiza (ATR).
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ANEXO E2 - Espectro de RMRH da tiazolidina2a em CDCh.
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ANEXO F1 - Espectro de IV da tiazolidi2d (ATR).
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ANEXO F2 - Espectro de RMRH da tiazolidina2b em CDC}.
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ANEXO G1 - Espectro de IV da tiazolidirza (ATR).
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ANEXO G2 - Espectro de RMRH da tiazolidina2c em CDC}.
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ANEXO H1 - Espectro de IV do 1,2,4-oxadia8alaem KBr (drifts).
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ANEXO H2 - Espectro de RMRH do 1,2,4-oxadiazd88aaem CDC}.
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ANEXO I1 - Espectro de IV do 1,2,4-oxadia8ilaem KBr (drifts).
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ANEXO 12 - Espectro de RMNH do 1,2,4-oxadiaz@ba em CDCh.
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ANEXO J1 - Espectro de IV do 1,2,4-oxadiadohem KBr (drifts).
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ANEXO J2 - Espectro de RMM do 1,2,4-oxadiazd@8caem CDC}.
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ANEXO K1 - Espectro de IV do 1,2,4-oxadiaBulaem KBr (drifts).
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ANEXO K2 - Espectro de RMRH do 1,2,4-oxadiaz@da em CDC}.
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ANEXO L1 - Espectro de IV do 1,2,4-oxadia8ab (ATR).
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ANEXO L2 - Espectro de RMRH do 1,2,4-oxadiazdab em CDC}.
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ANEXO ML1 - Espectro de IV do 1,2,4-oxadiadiib (ATR).
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ANEXO M2 - Espectro de RMRH do 1,2,4-oxadiaza88bb em CDC}.
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ANEXO N1 - Espectro de IV do 1,2,4-oxadiadab (ATR).
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ANEXO N2 - Espectro de RMRH do 1,2,4-oxadiazd8cb em CDCH.
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ANEXO OL1 - Espectro de IV do 1,2,4-oxadia3dlb em KBr (drifts).
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ANEXO O2 - Espectro de RMRH do 1,2,4-oxadiaza@db em CDC}.
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ANEXO P1 - Espectro de IV do 1,2,4-oxadia3ac (ATR).
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ANEXO Q1 - Espectro de IV do 1,2,4-oxadia3dbic (ATR).
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ANEXO Q2 - Espectro de RMRH do 1,2,4-oxadiazd@bc em CDCH.
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ANEXO R1 - Espectro de IV do 1,2,4-oxadia3ct (ATR).
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ANEXO R2 - Espectro de RMRH do 1,2,4-oxadiazd8ccem CDC}.
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ANEXO S1 - Espectro de IV do 1,2,4-oxadia3dc (ATR).
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ANEXO S2 - Espectro de RMM do 1,2,4-oxadiazddc em CDC}.

4-CH30CgH,

HN S

3dc

=

g




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



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

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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