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Antimicrobiana de 2-(3-Aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-
etanotiol

Synthesis, Characterization, Cytotoxic and Antimicrobial Evaluation of
2-(3-Aryl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)-ethanethiol

Mauricélia M. de Souza Mata,? Maria V. de Sales Barbosa,? Jucarlos R. de Freitas,” Bianca M.
Macdrio Gongalves Acioli,® Gisele B. Bezerra,® Moacyr Cunha Filho,” Jucleiton J. Rufino de
Freitas,© Juliano C. Rufino de Freitas,>**" Jodo R. de Freitas Filho**

Among the different classes of heterocyclic compounds, oxadiazoles deserve to be highlighted, because
these molecules have the most varied applications, whether in medicinal chemistry, in the chemistry of
new materials, as well as in agricultural chemistry. This work describes the synthesis, characterization,
and evaluation of the cytotoxic and antimicrobial activities of a series of 2-(3-aryl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)-
ethanethiol 7a-d. The synthesis of 3a-d amidoximes was performed by ultrasound irradiation, in a time
ranging from 30-90 min and with yields range between excellent to good. On the other hand, the synthesis
of 1,2,4-oxadiazole 7a-d was developed, lasting 10 minutes, using microwave irradiation providing the
compounds in moderate yields. The structures of 7a-d were characterized by infrared and nuclear magnetic
resonance techniques ("H and '*C NMR). The cytotoxic evaluation was performed against Artemia
salina, where it was found that the mortality percentage varied from 75-100% in all concentrations. As
for antimicrobial activity, it was found that the compound 70c was the most active against the bacteria
Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis (Gram-positive). All compounds demonstrated a good
ability to inhibit the growth of Escherichia coli (Gram-negative) bacteria.

Keywords: 1,2,4-Oxadiazole; cytotoxic; antimicrobial activity.

1. Introducao

Os compostos heterociclicos constituem uma importante classe de substancias orgénicas
com aplicacdes nas mais variadas dreas,' podendo ser usados como aditivos e modificadores
nas industrias de cosmético, plasticos, antioxidantes e solventes, além de atuarem em diversos
processos bioquimicos.? Entre as diversas classes de compostos heterociclicos, os oxadiazdis
merecem destaque, isto porque essas moléculas apresentam as mais variadas aplicacdes, quer
seja na quimica medicinal, quer seja na quimica de novos materiais, como também na quimica
agricola.’

Por outro lado, os 1,2,4-oxadiazéis sdo compostos de cinco membros pertencentes a classe
dos azdis e apresentam aplica¢des na ciéncia de materiais, em diferentes setores industriais
e, especialmente, na quimica medicinal.* Os 1,2,4-oxadiaz6is, em especial, apresentam um
espectro bioldgico de atividades que incluem, por exemplo, a¢do anti-inflamatdria,’ antifingica,®
antibidtica,” antioxidante,® propriedades anticonvulsivantes® e anticincer.!® Adicionalmente, a
unidade 1,2,4-oxadiazdlica se apresenta na estrutura de varios farmacos disponiveis no mercado.’

Consequentemente, na literatura sdo descritas varias abordagens para a sintese desta classe
de compostos. Por exemplo, para sintese de 1,2,4-oxadiazdis duas rotas classicas sdo bastante
conhecidas e amplamente utilizadas: a) cicloadi¢do 1,3-dipolar de 6xidos de nitrila a nitrilas'’;
b) ciclizaco de derivados de amidoxima.'?

Em particular, os 6xidos de nitrila que sofrem cicloadicéo [3 + 2] eficiente com imidatos,
levando a uma série de derivados de 1,2,4-oxadiazol substituidos de maneira variada, conforme
descrito por Hachicha et al. (2016)."Todavia, a ciclizagio de derivados de amidoximas € uma
das rotas de sintese que envolve o acoplamento de uma amidoxima com um grupo carboxila
ativado, produzindo uma O-acilamidoxima seguida de ciclodesidratagdo. Convém destacar
que a ciclizagdo de O-acilamidoximas podem ser realizadas através de um método cldssico
com uso de aditivos, tais como, N, N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC),'* N- [3-(dimetilamino)-
propil]-N’-etilcarbodiimida (EDC),"> N,N’-carbonildiimidazol (CDI) [ 24],'® O-(benzotriazol-
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1-i1)-N,N,N’,N’ -tetrametilurdnio tetrafluoroborato
(TBTU),"” e N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC)/ HOBt.'®
No entanto, essas reacdes sdo demoradas e exigem altas
temperaturas, formam-se subprodutos e, em geral, sdo
dificeis purificagdo."

Nos dias atuais, um protocolo alternativo para a sintese
de 1,2,4-oxadiazdis faz uso da irradiagcdo de micro-ondas,
a irradiag@o de ultrassom e o aquecimento na auséncia de
solvente e de base, que do ponto de vista da quimica verde
representa uma alternativa ambientalmente benigna em
sintese orgénica [28-31].20-%

Na literatura consultada, ha poucos relatos de estudos
quimicos e biolégicos de 1,2,4-oxadiazol contendo uma
cadeia alifatica no carbono 5 do anel oxadiazdlico. Assim,
objetivou-se neste trabalho sintetizar caracterizar e avaliar
as atividades citotéxica e antimicrobiana uma série de
2-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-etanotiol usando modelos
experimentais in vitro. As estruturas dos compostos obtidos
foram determinadas através da técnica espectroscopica de
Ressonincia Magnética Nuclear de 'H e '*C.

2. Parte Experimental

2.1. Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes utilizados foram obtidos
comercialmente da Sigma Aldrich, Merck, Cinética,
Dinamica e Vetec. Os solventes como n-hexano e acetato
de etila foram inicialmente destilados para processos de
purificacdo em coluna. Ao diclorometano anidro foi usado
o sulfato de cdlcio anidro como agente secante. As reagoes
foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada
(CCD), onde foi utilizada placa de silica gel, contendo
indicador de fluorescéncia F,,, da Maycherey/Nagel (Duren,
Alemanha). Os reveladores para as placas foram a camara de
irradiacdo ultravioleta 254nm, acido sulfurico: etanol (5:95)
e os vapores de iodo. Nas colunas cromatograficas foram
utilizadas silica gel 60 (Merck, 70-230 mesh).

2.2. Equipamentos

Os espectros de infravermelho com transformada de
Fourier foram obtidos com o equipamento Varian modelo
640 FTIR. Os espectros de RMN de 'H e de '*C foram
obtidos nos equipamentos da Varian modelos Unity Plus
(300 MHz para hidrogénio e 75 MHz para carbono-13),
usando CDCI; como solvente ou o sinal residual do
solvente como padrio interno de referéncia. Os valores
de deslocamento quimico (8) estdo expressos em partes
por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em
Hertz (Hz). Os pontos de fusdo dos compostos foram
realizados no aparelho PFM II da BioSan. O banho
ultrassonico utilizado foi o modelo UltraCleaner 1400A
da Unique, de frequéncia 40KHz. O forno de micro-ondas
focado foi da marca CEM, discover SP.
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2.3. Procedimentos de sintese das amidoximas

Em um frasco de vidro de 10 mL a nitrila (1 mmol) foi
dissolvida em 5 mL de élcool etilico. Separadamente, em
outro frasco de vidro de 10 mL, foi dissolvido em 5 mL de
dgua 3 mmol de cloridrato de hidroxilamina e 1,5 mmol de
carbonato de sddio. Essa solugdo foi adicionada a primeira
e o meio reacional foi levado ao banho de ultrassom de 15 a
30 minutos em temperatura de 55 °C, até o desaparecimento
da nitrila, visualizada através de cromatografia em camada
delgada (CCD), em sistema cloroférmio/hexano (1:1) e
revelado em camara de UV. Apds o término da reacio,
o etanol foi evaporado e duas fases sdo formadas: a fase
aquosa e o produto insoldvel em 4gua, podendo ser um
6leo ou um sélido. Quando sélido, o precipitado foi filtrado
e recristalizado em cloroférmio e/ou etanol. Quando o
produto formado foi um 6leo, foi realizada uma extracio
com acetato de etila (2 x 10mL), a fase organica € adicionado
Na,SO,. Ap6s uma filtracdo, o solvente foi removido sob
pressdo reduzida e o produto purificado por cristalizacio
em cloroférmio. Os produtos 3a-d foram obtidos com
moderados a bons rendimentos (70-97%). Os dados de 1V,
RMN 'H e 3C, corroboram com os descritos na literatura.?

2.4. Procedimentos de sintese do 3-mercaptopropanoato
de isopropila

Pesou-se 5g (33,78 mmol) do 4cido 3-mercaptopropidnico
em um baldo de 250 mL e adicionou-se 80 mL do dlcool
isopropilico. Posteriormente levou-se a mistura a um banho
de gelo (0 °C) e adicionou-se lentamente 2,0 mL de 4cido
sulftirico sob agitacdo. Em seguida, a mistura foi colocada
em refluxo por 4 horas. Decorrido esse tempo, uma aliquota
foi analisada por cromatografia em camada delgada (CCD),
eluida em sistema hexano: AcOEt (8:2). Apéds verificacio
do consumo do material de partida e formagao do produto,
reduzimos o solvente a baixa pressdo e neutralizou-se a
reacdo com uma solugdo saturada de bicarbonato de sédio,
verificando o ponto de neutralizagdo por papel indicador
de pH. Apés a neutralizagdo, foi realizada a extragdo da
fase organica com acetato de etila (3x 20mL), e em um
funil de separacdo a fase orgénica foi separada da fase
aquosa. Dando continuidade secou-se a fase orginica com
sulfato de s6dio anidro, filtrou e evaporou-se o solvente a
baixa pressdo. O produto foi obtido um liquido incolor com
rendimento de 75%.

Caracterizagao: Oleo transparente, rendimento 79%; IV
(KBR): 2971, 2578, 1738, 1207 cm™'; RMN 'H (300 MHz,
CDCl;) 84,97 (1H, m), 2,87 (t,2H, J=7,24 Hz), 2,64 (t ,2H,
J=17,24Hz), 1,19 (d, 6H, J = 6,26 Hz); RMN "*C (75 MHz,
CDCl,) 6 171,29; 68,35; 34,62; 33,55; 21,98.

2.5. Procedimentos de sintese dos 1,2,4-oxadiazois

Os 1,2,4-oxadiazois foram sintetizados fazendo uma
adaptacdo da metodologia (BAYKOV et al., 2017). Em
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um reator de vidro, adicionou-se 1 mmol (0,136 g) da
arilamidoxima, 1,25mmol (0,05 g) de NaOH e 1 mL de
DMSO. Fez a homogeneiza¢do da mistura e em seguida
adicionou-se 0,1 mmol do 3-mercaptopropanoato de
isopropila (0,12 g). Apdés a homogeneizacdo de todos os
reagentes a mistura reacional foi levada para o ultrassom
em 25 °C (temperatura ambiente) por 10min. A reacgio foi
acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD),
usando como eluente um sistema de hexano: acetato (7:3).
Ap6s término da reagdo os produtos foram purificados
através de cromatografia em coluna por Adsor¢do. Os
compostos foram obtidos com rendimentos moderados
variando de 50-70%.
2-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)-etanotiol 7a: Sdlido
amarelado, rendimento 60%; p.f: 69-70 °C; R;= 0,50
(Hex:AcOEt, 8:2); IV (KBR): 2981, 2355, 1599, 1190 cm™;
RMN 'H (300 MHz, CDCl,) 6 8,06 (2H, dd J = 8,0 Hz); 7,47
(3H, m); 3,27 (t, 2H, J = 8,0 Hz); 3,11 (t ,2H, J = 8,0 Hz);
RMN "BC (100 MHz, CDCl,) & 177,64; 168,29; 131,14;
128,78; 127,36; 126,59; 28,49; 27,43.
2-(3-(p-tolui)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-etanotiol 7b:
Sélido branco, rendimento 70%; p.f: 104-105 °C R ;= 0,50
(Hex:AcOEt, 8:2); IV (KBR): 2983, 2478, 1543, 1119 cm™;
RMN 'H (400 MHz, CDCl,) 6 7,94 (2H, d J=7,8 Hz); 7,26
(2H,dJ =174 Hz); 3,26 (t 2H, J = 7,84 ¢ 7,44 Hz); 3,11(t,
2H, J=7,44 ¢ 7,08 Hz); 2,40 (s, 3H); RMN "*C (100 MHz,
CDCl,) 6 177,48; 168,32; 141,49; 129,52; 127,30; 123,79;
28,52; 27,46; 21;52.
2-(3-(4-bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-etanotiol 7c:
Sélido branco, rendimento 50%; p.f: 109-110 °C; R ;= 0,50
(Hex:AcOEt, 8:2); IV (KBR): 2978, 2438, 1563, 1201 cm™;
RMN 'H (400 MHz, CDCl,) 6 7,92 (d, 2H, J = 8,6 Hz); 7,60
(d, 2H, J=8,6 Hz); 3,27 (t 2H, J=7,40 ¢ 7,04 Hz); 3,11(t,
2H, J=7,40¢ 7,04 Hz); 2,40 (s, 3H); RMN "*C (100 MHz,
CDCl,) 6 177,88; 167,65; 132,13; 128,87; 125,78; 125,55;
28,50; 27,44.
2-(3-(4-clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il)-etanotiol
7d: Sélido amarelado, rendimento 51%; p.f: 106-107 °C;
R;= 0,63 (Hex:AcOEt, 8:2); IV (KBR): 2982, 2510,
1547, 1107 cm™; RMN 'H (400 MHz, CDCl,) & 7,99 (d,
3H, J = 8,2 Hz); 7,67 (d, 2H, J = 8,2 Hz); 3,28 (t, 2H,
J=17,44Hz); 3,11 (t,2H J=7,44 Hz); RMN "*C (100 MHz,
CDCl,) 6 177, 89; 167,57; 137,38; 129,17, 128,70; 125,11;
28,51; 27,45.

2.6. Determinacdo da atividade antimicrobiana

O procedimento utilizado para a realizagdo da
atividade antimicrobiana foi o teste de Concentragdo
Minima Inibitéria (CMI) onde foi realizado através da
técnica de microdilui¢do, em multiplacas com 96 pogos,
conforme o Clinical and Laboratory Standards Institute —
2010. As multiplacas foram preparadas de acordo com o
microrganismo testado. Foram utilizados meios de cultura
liquidos Saubouraud (Sab) para Fungos Filamentosos
e Fungos Leveduriformes; e meio liquido Mueller
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Hinton (MH) para Bactérias Gram Positivas e Gram
Negativas. Foram utilizadas trés bactérias Gram-positivas,
Staphylococcus aureus (UFPEDA 02/ATTCC 6538),
Bacillus subtilis (UFPEDA 86) e Enterococcus faecalis
(UFPEDA 138); e duas Gram-negativas, Escherichia coli
(UFPEDA 224 / ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa
(UFPEDA 416/ ATCC 27853) utilizando como meio liquido
Mueller Hinton (MH) para Bactérias Gram Positivas e Gram
Negativas.

2.7. Bioensaio de letalidade frente a Artemia Salina

Os ovos de Artemia salina foram colocados para
eclodirem em solucéo de sal marinho e iluminagao artificial.
Decorridas 24 horas de eclosdo, 10 larvas foram adicionadas
em tubos de ensaio contendo soluc¢des dos 1,2,4-oxadiazdis
de concentracdes que variaram de 25-100 pg/mL em
DMSO, todas estando em triplicatas. Para grupo controle
uma triplicata de solucdo de sal marinho e DMSO foi
preparada. Ap6s 24 horas de exposicdo, foi feita a contagem
de nauplios vivos e mortos, sendo considerados vivos todos
aqueles que apresentassem qualquer tipo de movimento
quando observados proximos a uma fonte luminosa. S
foram considerados validos os testes nos quais o controle
apresentou uma mortalidade igual ou inferior a 10 % da
populacio.

Para obtengdo dos valores da concentragdo letal para
matar 50% das larvas (CL50), foi utilizada a andlise através
do software R TEAM CORE.*

3. Resultados e Discussao

3.1. Sintese e caracterizagcdo das amidoximas, do éster e
dos 1,2,4-oxadiazois

O primeiro procedimento de sintese consistiu na
preparagdo de quatro arilamixoxima 3a-d. O método
utilizado para obten¢do das arilamidoximas foi através da
irradiagdo de ultrassom com tempo variando de 30-90min.
As diferentes arilamidoximas 3a-d foram sintetizadas a
partir de arilnitrilas 1a-d com o cloridrato de hidroxilamina
(NH,OH.HCI) e carbonato de sédio (Na,CO;), numa solucdo
hidroalcodlica, utilizado o método descrito literatura
(Esquema 1).2* Vale destacar que as reagdes também foram
realizadas sob influéncia de irradiacdo de micro-ondas, neste
caso o rendimento foi inferior ao método de irradiacdo de
ultrassom.

As arilamidoximas obtidas apresentaram moderados
a bons rendimentos reacionais que variaram de 70 a 97%.
Como as arilamidoximas sdo compostos conhecidos e
bastante descritos na literatura, sua caracterizagao foi feita
somente através do espectro de infravermelho. As andlises
dos espectros de infravermelho das arilamidoximas mostram
a auséncia da banda caracteristica das nitrilas em 2240 cm'!
do estiramento da ligagdo C=N e o aparecimento de bandas

Rev. Virtual Quim.



_ Na,COs3 R__NH
R—C=N + NH,OHHC| ——> \ﬁ
1ad EtOH / H,O
- 2 "OH
((( 3a-d
a: Ph (70-97%)
b: p-CH;Ph
c: p-BrPh
d: p-CIPh

Esquema 1. Sintese de arilamidoximas utilizando
irradiac@o de ultrassom

nas regides de 3359-3453cm!, 3200cm™ e 1650cm!
referente ao estiramento simétrico e assimétrico dos grupos
NH,, OH e C=N respectivamente, o que indica a formacao
das arilamidoximas.

O segundo procedimento consistiu na sintese do
3-mercaptopropionato de isopropila 6 o qual foi sintetizado
a partir do 4cido 3-mercaptopropidnico 4 e do alcool
isopropilico 5, usando como catalisador o H,SO, em
refluxo durante 4 h (Esquema 2). O produto purificado em
cromatografia em coluna foi obtido com rendimento de
79%. A estrutura do composto 6 foi confirmada por técnicas
espectroscopicas IV, RMN 'H e '*C.

No espectro de RMN de 'H do composto 6 pode-se
observar dois tripletos com integral para 4H, na regido entre
2,5 ppm e 3,0 ppm referente aos hidrogénios metilénicos
presentes na estrutura, préximo ao grupo tiol e carbonilico
da molécula, os hidrogénios tém constantes de acoplamento
de 6 Hz. E observado na regido de 1,19 ppm um dupleto
com integral para 6H, referente aos seis hidrogénios
metilicos quimicamente equivalentes presentes na molécula.
Enquanto na regido entre 4,8 ppm e 5,0 ppm temos um
septeto com integral para 1H, confirmando assim a estrutura
do composto proposto. Em relagdo ao espectro de RMN de
13C para o composto, € possivel observar em & 21,98 ppm o
sinal referente aos carbonos das metilas (CH,) equivalentes,
em 0 34,62 e 33,55 ppm pode-se observar o sinal referente
aos CH, metilénicos do composto 6, em & 68,35 ppm, o
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sinal referente ao carbono secunddrio que estd ligado ao
grupo carboxilico (C,), na regido de 5 171,29 ppm, tem-se
sinal referente ao carbono da carbonila confirmando assim
a estrutura do composto.

O terceiro procedimento trata da sintese 2-(3-aril-
1,2,4-oxadiazol-5-il)-etanotiol 7a-d. Os 1,2,4-oxadiazéis
7a-d foram sintetizados a partir das arilamidoximas 3a-d,
e do 3-mercaptopropionato de isopropila 6 em presenga
da K,CO, e uma gota de DMF, sob a irradiagdo de micro-
ondas focado (Esquema 3). Outro método usado neste
trabalho para preparacdo dos 1,2,4-oxadiazéis (Sa-d)
consistiu em reagir diferentes arilamidoximas (3a-d)
com 3-mercaptopropionato de isopropila 6 em presenga
de carbonato de potdssio, sob refluxo em um sistema de
solvente na proporg¢do de 7:3 de tolueno/DMF, com durag@o
de 8h e baixo rendimento. Das duas metodologias utilizadas,
a primeira forneceu os produtos em menor tempo reacional,
com duragdo de 10 min. Outro ponto de destaque dessa
reacdo € que os rendimentos reacionais sdo excelentes e a
utilizag@o de irradiagdo de micro-ondas segue uma quimica
ambientalmente limpa.

Os 1,2,4-oxadiazéis 7a-d foram obtidos em curtos
tempos reacionais (10 min) e com rendimentos moderados.
Também € importante ressaltar que grupos eletrodoadores
presente no anel aromético como € o caso da metila de 7b
que favorecem a reacdo levando a um melhor rendimento.
Por outro lado, grupos eletroretiradores desfavorecem a
reagdo, como € o caso do composto 7c¢/d. As estruturas
dos compostos sintetizados foram caracterizadas pelas
técnicas espectroscopicas convencionais, RMN'H e "*C.
A Tabela 1 sumariza dados experimentais referentes aos
compostos 7a-d.

Ap6s andlise do espectro de RMN de 'H do composto 7a
pode-se observar dois tripletos com integral para 4H, na
regido entre 3,09 ppm e 3,29 ppm referente aos hidrogénios
metilénicos presentes na estrutura na cadeia lateral, préximo
ao grupo tiol da molécula, os prétons t€m constantes de
acoplamento de 8,0Hz. Na regido compreendida entre

+ S O
HS OH A Refluxo, 4h 6
4 5 (79%)
Esquema 2. Sintese do 3-mercaptopropionato de isopropila
R/=—
N
\_/
R )\ M.O / K,COs
I /\)J\ N
N. 10 min N / J\/\
OH \
3aud 0 SH
a 6 7a-d
R (50-70%)

a: Ph, b: p-CH3Ph, c: p-BrPh, d: p-CIPh.

Esquema 3. Sintese 2-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-etanotiol 7a-d
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Tabela 1. Dados experimentais referentes aos compostos 7a-d

4

Mo,

Compostos R Rendimentos (%) Ponto de fusao (°C)
7a H 60 69-70
7b p-CH, 70 104-105
Tc p-Cl 50 109-110
7d p-Br 51 106-107

“Ap6s cromatografia em coluna

7,48 ppm e 8,07 ppm caracteristica para hidrogénios
aromadticos, pode-se observar os hidrogénios aromaticos
da molécula, com integral para SH, confirmando assim
a estrutura do composto proposto. Constatou-se nos
espectros de RMN de 'H dos compostos 7b-d um padrao
de substitui¢do, para os hidrogénios aromadticos, do tipo
dupleto com constante de acoplamento que variou de 7,4 a
8,6 Hz. No caso do espectro de RMN de '*C, observa-se dois
picos em deslocamento 27,43 ppm e 28,49 ppm referentes
aos carbonos metilénicos da cadeia alifatica; na regido de
deslocamento que compreende 126,59 ppm e 131,14 ppm
observa-se os 4 carbonos aromaticos da molécula. Por fim,
os carbonos do anel 1,2,4-oxadiazol aparecem na regido
jé caracteristica para o anel, ou seja, em 168,29 ppm
para o carbono entre os dois dtomos de nitrogé€nio, e em
177,64 ppm podemos observar o outro carbono do anel,
que estd situado entre os 4tomos de oxigé€nio e nitrogénios.

O mecanismo de reagdo proposto para a formacio
do 1,2,4-oxadiazol 7a-d é mostrado no Esquema 4.
Inicialmente, o atomo de oxigénio da arilamidoxima 3a-d
ataca a carbonila do composto 6 fornecendo a espécie
instavel tetraédrica I com subsequente perda de isopropanol

para fornecer II. Posteriormente o composto II € convertido
no III pela abstra¢do do préton de IV e quebra da ligacdo
N-H, com o par de elétrons migrando para o atomo de
nitrogénio. Em seguida, este intermedidrio € ciclizado para
fornecer V, que sofre eliminagdo da dgua por aquecimento
(intermedidrio VI e VII) para produzir 1,2,4-oxadiazol 7a-d.

3.2. Avaliagao das Atividades bioldgicas

Uma vez sintetizados e caracterizados, 0os compostos
7a-d foram submetidos a avalia¢do da citotoxicidade e
atividade antimicrobiana. A avaliacdo da toxicidade dos
compostos 7a-d foi realizada frente ao microcrustaceo
Artemia salina Leach, no qual o valor da taxa de mortalidade
da solugdo variou de 75-100 %, em todas as concentragdes
que variaram de 250-1000 pg/mL (Tabela 2).

A Tabela 3 sumariza, para os 2-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-
5-il)-etanotiol 7a-d, os valores de DLs, e os intervalos de
confianga obtidos da média das triplicatas para cada ensaio
de toxicidade obtidos em cada composto.

Os valores da CL,igual a 24,38 e 22,50 pg/mL
implicam que os compostos 7a-d apresentam elevadas

N

(\/H

e H
R. NH; o R _NH;-. R iPro /
2= . NH R N-
M ) ey -OiP -iPrOH %
WO SN B A AW E s T L
OH N SH O (O N\O/!K/\ N\O/[k/\
SH
3a-d 6 I I m s
e TP el
N -H-0 / NH N+
i 2 / A ! .
N. »\/\SH >/_N) N, /‘OH N\O 'Q‘.
O N % SH Dy g
= SH
7a-d vi SH v

Esquema 4. Mecanismo geral para formagao dos 1,2,4-oxadiazdis
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Tabela 2. Concentragdes utilizadas frente as artemias para a obtencéo da CLy,

Compostos Concentracio Taxa de mortalidade
0 0%
25 75%
7a 50 90%
75 90%
100 100%
0 0%
25 75%
7b 50 90%
75 90%
100 100%%
0 0%
25 75%
Tc 50 90%
75 100%
100 100%
0 0%
25 75%
7d 50 90%
75 100%
100 100%%

Concentragdo 0 : Controle

Tabela 3. Resultado do teste de toxicidade frente a Artemia salina

Compostos CL;, (ug/mL) Intervalo de Confianca
Ta 24,38 12,87 a 35,88
7b 24,38 12,87 a 35,88
Tc 22,50 13,66 a 31,34
7d 22,50 13,66 a 31,34

toxicidades, uma vez que esse valor se enquadra nos
indices inferiores a 100 ug/mL. Sabe-se que quanto
menor o valor de DL,,, mais téxico é o composto
frente a um organismo-teste, ¢ maior € sua atividade
citotoxica, sugerindo maior potencial como antitumoral.
De acordo com Amarante ef al. (2011),”” um composto
com baixa toxicidade quando o mesmo apresentar DL,
superior a 500 pg.mL"!, moderada entre 100 e 500 pg/mL
e muito téxico quando inferior a 100 pg/mL.
Muitos estudos tém mostrado que a toxicidade de um
composto frente a A. salina apresenta correlagdo com a
atividade citotéxica contra tumores humanos. Segundo
relatado por McLaughlin, Roger e Anderson (1998)* este
bioensaio levou a descoberta de uma nova classe de agentes
antitumorais ativos (Annonaceous acetogenins), estando
relacionada também com a atividade contra o Trypanosoma
cruzi, protozodrio causador da doenca de chagas,” com a
atividade virucida, antifiingica e antimicrobiana.*

Todavia, tendo em vista os resultados dos testes frente a
Artemia salina, para os compostos 7a-d, pode-se concluir
que os mesmos podem apresentar uma potencial atividade
biolégica frente as células virais ou tumorais. Por outro lado,
os resultados obtidos, nos motiva a utilizar estes compostos
em outros testes bioldgicos, incluindo em células ou até
mesmo animais, na busca de um novo farmaco.

Vol. 13, No. 6, 2021

Dando continuidade ao estudo das atividades biolégicas
dos 1,2,4-oxadiazdis, foi avaliado a atividade antimicrobiana
dos compostos 7a-d frente as bactérias Staphylococcus
aureus (UFPEDA 02 / ATCC 6538), Bacillus subtilis
(UFPEDA 86), Enterococcus faecalis (UFPEDA 138),
(Gram-positivas), e Escherichia coli (UFPEDA 224 / ATCC
25922), Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416 / ATCC
27853) (Gram-negativas) utilizando como meio liquido
Mueller Hinton (MH) para Bactérias Gram Positivas e
Gram Negativas.

De uma maneira geral, com base nos dados da
Tabela 4, o composto 70c foi o mais ativo frente as
bactérias Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis
(Gram-positivas). As bactérias Bacillus subtilis (86) e
Pseudomonas aeruginosa (416) apresentaram resisténcia ou
insensibilidade aos compostos testados. Os compostos 7a-c
demonstraram uma boa capacidade de inibir o crescimento
da bactéria Escherichia coli (Gram-negativa).

A solu¢do do antibiético metronidazol utilizada como
controle positivo apresentou CIM igual a 19,5 pg/mL para
Escherichia coli e 19,5 pg/mL para Staphylococcus aureus
e Enterococcus faecalis. O acetato de etila utilizado como
controle negativo ndo apresentou nenhuma agao inibitéria
frente aos microrganismos testados. Convém destacar que o
composto 70c apresentou as melhores respostas da atividade
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Tabela 4. Atividade antibacteriana dos 1,2,4-oxadiazéis 70a-d

Micro-organismos Compostos

Ta 7b Tc 7d Controle + Controle —
Bactérias Gram-Positivas CMI* (ug/mL)  CMI* (ug/mL) CMI* (ug/mL) CMI* (ug/mL) CMI* (ug/mL) CMI* (ug/mL)
Staphylococcus aureus X X 625 nt 19,5 >2500
Bacillus subtilis X X X nt
Enterococcus faecalis X X 156,2 nt 19,5 >2500
Bactérias Gram-Negativas CMI* (ug/mL)  CMI* (ug/mL)  CMI* (ug/mL) CMI* (ug/mL CMI* (ug/mL)  CMI* (ug/mL)
Escherichia coli 1250 1250 312,5 nt 19,5 >2500
Pseudomonas aeruginosa X X X nt X X

*Concentragdes maiores que 250 ug/mL ndo foram testadas. X nio inibi¢do ao crescimento do micro-organismo. Controle positivo: Metronidazol.

Controle negativo: acetato de etila. NT ndo testado.

para as bactérias gram positivas e que 0 mesmo tem na
sua estrutura um atomo de bromo p-substituido aroméatico
(grupo retirador de elétron) no anel e, provavelmente, o
efeito inibitério observado possa ser atribuido a ele, no
entanto, isto €, uma assercdo apenas inicial e estudos
adicionais sobre o mecanismo de ag@o para bioatividades
observadas deverao ser realizados para uma avaliacio mais
completa dessa observacao.

4. Conclusao

Neste trabalho, foi realizada a sintese de quatro (4)
arilamidoximas, as quais sdo reagentes de partidas para
a sintese de 1,2,4-oxadiazol 3,5-dissubstituidos. As
arilamidoximas foram obtidas com rendimentos variando
entre 70-97%.

A reacdo de esterificag@o do dcido 3-mercaptopropionico
pela metodologia proposta por Fischer, forneceu o
3-mercaptopropionato de isopropila em rendimento de 78%.

Quatro (4) novos 2-(3-aril-1,2,4-oxadiazol-5-il)-
etanotiol 7a-d, foram obtidos com rendimentos variando
de 50-70% em um tempo reacional de 10 min, utilizando
a radiacdo de micro-ondas focado. Todos os compostos
foram caracterizados por técnicas de Infravermelho e
RMN 'H e *C.

Os compostos 7a-d foram submetidos a avaliagdo
citotéxica e antimicrobiana. Haja vista os resultados dos
testes frente a Artemia salina, para os compostos 7a-d,
conclui-se que os mesmos podem apresentar uma potencial
atividade bioldgica frente as células virais ou tumorais.
Por outro lado, os resultados obtidos, nos motiva a utilizar
estes compostos em outros testes bioldgicos, incluindo
em células ou até mesmo animais, na busca de um novo
farmaco. Quanto a atividade antimicrobiana, constatou-se
que o composto 70c¢ foi o mais ativo frente as bactérias
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis (Gram-
positivas). Todos os compostos demonstraram uma boa
capacidade de inibir o crescimento da bactéria Escherichia
coli (Gram-negativa).
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