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RESUMO
O ndcleo 1,2,4-oxadiazéis sdo compostos que tém atraido a atencdo de muitos pesquisadores devido a

seu amplo espectro bioldgico de atividades, incluindo propriedades anti-inflamatorias, antibidticas,
antioxidantes, anticonvulsivantes e anticancer. Além disso, alguns 1,2,4-oxadiazois também tém sido
utilizados como fungicidas e inseticidas. Neste trabalho descreve-se uma metodologia potencialmente
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adaptavel para a sintese de 3-[3,4,5-trimetoxfenil]-[1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanona. A reacdo foi
realizada por aquecimento de acetoacetato de etila e uma amidoxima sob condicGes livres de solvente,
para fornecer o composto com rendimento de 70%. A sintese das amidoximas 17a-e e do 1,2,4-
oxadiazol 19e foi desenvolvida usando condi¢bes ambientalmente amigaveis relevantes para 0s
principios da 'Quimica Verde'. A estrutura do composto foi caracterizada por ressonancia magnética
nuclear (RMN H e 13C) e espectroscopia de infravermelho. O composto foi testado contra seis cepas
bacterianas: Staphylococcus aureus (02), Enterococcus faecalis (138), Escherichia coli (224),
Klebsiella pneumonial (396), Penicillium (2556) e Candida albicans (1007). A deteccdo do efeito
inibitério do composto nas bactérias testadas foi realizada pelo método de microdiluicdo, em
multiplacas com 96 pocos, conforme o Clinical and Laboratory Standards Institute — 2010, tendo como
resultado uma atividade antimicrobiana e fungicida moderada.

Palavras-chave: 1,2,4-Oxadiazol, Sem Solvente, Atividade Antimicrobiana.

ABSTRACT

The 1,2,4-oxadiazole nucleus are compounds that have attracted the attention of many researchers due
to their broad biological spectrum of activities, including anti-inflammatory, antibiotic, antioxidant,
anticonvulsant, and anticancer properties. Besides, some 1,2,4-oxadiazoles have also been employed
as fungicides and pesticides. This work describes herein a potentially adaptable methodology for the
synthesis of 3-[3,4,5-trimethoxyphenyl]-[1,2,4-oxadiazol-5-yl] propanone. The reaction was carried by
heating ethyl acetoacetate and an amidoxime under solvent-free conditions, to provide the compound
in yields between 70.23%. The synthesis of amidoximes 17a-e and 1,2,4-oxadiazole 19e was developed
using environmentally friendly conditions relevant to 'Green-Chemistry' principles. Structure of the
compound is characterized for nuclear magnetic resonance (spectrum of *H NMR and *C NMR) and
infrared spectroscopy. Compound was tested against six bacterial strains: Staphylococcus aureus (02),
Enterococcus faecalis (138), Escherichia coli (224), Klebsiella pneumonial (396), Penicillium (2556)
e Candida albicans (1007). Detection of inhibitory effect of the compound on the tested bacteria was
carried out using the microdilution method, in 96-well multi-plates, according to the Clinical and
Laboratory Standards Institute-2010, resulting in moderate antimicrobial and fungicidal activity.

Keywords: 1,2,4-Oxadiazole, Solvent-Free, Antimicrobial Activity.

1 INTRODUCAO

Os 1,2,4-oxadiazois (1) sdo compostos heterociclicos formados por dois &tomos de nitrogénio
nas posicdes 2 e 4, um atomo de oxigénio na posicdo 1 e dois &tomos de carbono nas posicdes 3 e 5,
no qual a depender dos grupos ligado nessas posicdes (3 e 5), s@o vulneraveis a sofrerem uma
substituicdo nucleofilica para formar 1,2,4-oxadiazéis 3,5-dissubstituidos. Estes heterociclicos
apresentam um carater aromatico, uma vez que atendem aos critérios de nimeros impares de pares
deslocalizados de elétrons m essenciais para aromaticidade (JI RAM et al., 2019). Além do 1,2,4-
oxadiazol, outros trés isbmeros constitucionais (2), (3) e (4) sdo encontrados com essa estrutura (Freitas
et al., 2012) (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura dos Isbmeros constitucionais do 1,2,4-oxadiazol
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Desde entdo um crescente nimeros de artigos e trabalhos de revisdo vem sendo publicados, ja
que varios 1,2,4-oxadiaz0is apresentaram importantes atividades biolégicas, tais como: antituberculose
(Shruthi et al., 2018), antibacteriana (Baral et al., 2019), anticancer (Kumar et al., 2011; Moniotet al.,
2017), antiasmaética (Garfunkle et al., 2008), antidiabética (Benltifa et al., 2006), anti-inflamatoria
(Gobec et al., 2015; Farooqui, Bora e Patil, 2009) e anticonvulsiva (Mohammadi-Khanaposhtani et al.,
2016) . Alem disso, alguns 1,2,4-oxadiaz0is mostram possuir boa atividade inseticida (Sauer et al.,
2019; Sangshetti et al., 2011) e aplicagdes em ciéncias dos materiais (Malta et al., 2017). Junto ao
grande interesse pela a aplicabilidade dos 1,2,4-oxadiazois, surgiram diversos métodos para a sintese
deste heterociclico. Em uma revisdo de literatura, Kayukova et al., (2005) relataram os dois principais
métodos para se obter 0 1,2,4-oxadiazol. A primeira rota sintética baseia-se na reacdo de cicloadicédo
1,3-dipolar de nitrilas (5) e N-6xidos de nitrilas (6) (Figura 2).

Figura 2. Esquema do mecanismo de formacéo dos 1,2,4-oxadiazois a partir de cicloadi¢do

A segunda rota, baseia-se na acilacdo de arilamidoxima, pela interacdo de arilamidoximas (7)
com é&cidos carboxilicos (8) e seus derivados como: cloretos acidos, ésteres e outros, formando um
intermediario chamado O-acilamidoxima (9) e tendo como Ultima etapa uma ciclodesidratacdo térmica,

dando origem ao 1,2,4-oxadiazol (10). (Figura 3).
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Figura 3. Esquema do mecanismo para formacéo dos 1,2,4-oxadiaz0is a partir da acilacdo
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Du et al,

(2007), relataram a sintese one-pot de uma série de 1,2,4-oxadiaz6is a partir do

aquecimento de um fB-ceto éster (11) e uma arilamidoxima (7) sem a adicdo de solvente e sem base.

Tendo aquecido a mistura entre 120°-140 °C por 2-4 horas, o -ceto éster perde uma molécula de alcool

dando origem ao composto chamado acil ceteno (12) que ao reagir com a arilamidoxima, a reacdo da

origem ao composto intermediario chamado O-acilamidoxima (13). Tendo como Ultima etapa uma

ciclodesidratacdo termica dando origem ao 1,2,4-oxadiazol (14). Os heterociclicos foram obtidos com

rendimento que variaram entre 69-100% (Figura 4).

Figura 4. Esquema de sintese de 1,2,4-oxadiazdis sem solvente e sem adicdo de base
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O presente artigo relata a sintese, caracterizacao estrutural, atraves de métodos espectroscopicos

de infravermelho (IV), RMN 13C e 1H, e avaliacdo das atividades antimicrobiana de uma nova

molécula da classe dos 1,2,4-oxadiazois, denominado 3-[3,4,5-trimetoxfenil]-[1,2,4-oxadiazol-5-11]-

propanona (Figura 5).
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Figura 5. Estrutura do 3-[3,4,5-trimetoxfenil]-[1,2,4-oxadiazol-5-il]-propanona
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS

Os reagentes e solventes necessarios a sintese foram: arilamidoxima (MM=136 g/mol),
acetoacetato de etila; dimetilformamida (DMF); carbonato de potéssio (K>COs); &gua destilada;
sistema para eluicdo de CCD (9:1 diclorometano/acetato de etila) ou 7:3 (hexano/acetato de etila)
escolhidos de acordo com a disponibilidade. Benzonitrila (Sigma-Aldrich), cloridrato de
hidroxilamina, acetoacetato de etila; carbonato de potéssio (K.COs3), sulfato de sodio, carbonato de
sodio (Na2COg), etanol, silica, cloroférmio e &cido cloridrico foram adquiridos comercialmente. O
acetato de etila, o hexano e o diclorometano foram previamente destilados antes de serem empregados.
Nos experimentos realizados foram utilizados os seguintes equipamentos: Infravermelho (1) da marca
Varian modelo 640 FTIR utilizando pastilha de KBr. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram
obtidos num aparelho Varian modelos Unity Plus (300 MHz para hidrogénio e 75 MHz para carbono-
13) e os deslocamentos quimicos foram descritos em unidades de ppm a partir da referéncia (TMS).
As reacOes para obtencdo de amidoximas foram realizadas sob irradiacdo de ultrassom e os 1,2,5-
oxadiazdis em banho de dleo por ciclodesidratacdo. O ultrassom utilizado foi o0 modelo UltraCleaner
1400A da Unique, de frequéncia 40KHz.

2.2 METODOS
a) Sintese das amidoximas

Em um vidro de penicilina de 10 mL a nitrila (1 mmol) foi dissolvida em 5 mL de alcool
etilico. Separadamente, em outro vidro de penicilina, foi dissolvido em 5 mL de agua 3 mmol de
cloridrato de hidroxilamina e 1,5 mmol de carbonato de sddio. Essa solucéo foi adicionada a primeira
e 0 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 hexano/AcOEt ( 7:3). Ap6s o término da reacdo, o etanol foi evaporado e duas fases sao
formadas: a fase aquosa e o produto insolivel em &gua, podendo ser um éleo ou um sélido. Quando

solido, o precipitado é filtrado e recristalizado em cloroférmio e/ou etanol. Quando o produto
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formado é um dleo, é realizada uma extracdo com acetato de etila (2 x 10mL), a fase organica é
adicionado Na>SO4. Ap6s uma filtragdo, o solvente foi removido sob pressao reduzida e o produto
purificado por cristalizacdo em cloroférmio. Os produtos 17a-e foram obtidos com moderados a bons
rendimentos (40-82%).

b) Sintese dos 1,2,4-oxadiazois

Em um tubo de penicilina adicionou-se 0,4 g da arilamidoxima e 0,644 g do acetoacetato de
etila. Em seguida mistura-se os reagentes com o auxilio de uma espétula e leva-se ao banho de éleo
que deve estar inicialmente pré-aquecido entre a 120°C, durante 4 horas, nesse intervalo de tempo a
temperatura pode variar de 120-140°C. A reacdo foi acompanhada através de cromatografia em camada
delgada (CCD) em sistema de eluicdo 7:3 (hexano/acetato de etila). Apds o término da reacao
comprovado por CCD e alcance da temperatura ambiente pelo produto realizou-se uma cromatografia
em coluna em sistema de eluicdo hexano/acetato de etila. A fracdo com o produto puro foi colocada
em baldo de 100 mL e em seguida removeu-se 0 solvente sob pressdo reduzida em aproximadamente

40°C, com isso os cristais de 1,2,4-oxadiazois ficaram retidos na parede do bal&o.

c) Atividade antimicrobiana e fungicida.

Os 1,2,4-oxadiazois foram avaliados frente a duas bactérias Gram-positivas, Staphylococcus
aureus (02) e Enterococcus faecalis (138), duas bactérias Gram-negativas, Escherichia coli (224) e
Klebsiella pneumoniae (396) e dois fungos Penicillium (2556) e Candida albicans (1007). O
procedimento utilizado para a realizacdo da atividade antimicrobiana foi o teste de Concentracédo
Minima Inibitoria (CMI) realizado através da técnica de microdiluicdo, em multiplacas com 96 pocos,
conforme o Clinical and Laboratory Standards Institute— 2010.

A suspensdo dos microrganismos foi padronizada pela turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da
escala de McFarland em agua destilada, correspondendo a uma concentracéo de aproximadamente 108
UFC/mL para bactérias e 10’ UFC/mL para os fungos.

Foram utilizados o meio de cultura liquido Saubouraud para fungos e meio de cultura liquido
Mueller- Hinton para as bactérias. Como controle positivo foi utilizado Metronidazol (2,5 pg/mL) para
bactérias e cetoconazol (2,5 pug/mL) para fungos e como controle negativo o metanol. A andlise foi
realizada em triplicata para todas as amostras. As microplacas foram cultivadas a 37 °C por 18-24 horas
para bactérias e 30 °C por 48-72 horas para os fungos. Apds o periodo de cultivo, as amostras foram
reveladas com a adi¢do de 10 pL da solugdo de risazurina a 0,01% e incubadas por 3 horas para que
ocorresse a mudanca de coloragdo nos pocos. A CMI foi definida como a menor concentracdo da

amostra (concentracao final de 2500 pug/mL) que inibiu o crescimento do microrganismo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente realizou-se a sintese de diferentes arilamidoiximas (17a-e), pelo tratamento de
arilnitrila (15a-e) com cloridrato de hidroxilamina (16) em presenca de carbonato de sodio, sob
irradiacdo ultrassom segundo metodologia descrita na literatura (Barros et al., 2011; Barros et al., 2014)
(Figura 6). Convem destacar, que ao realizar esta sintese utilizando energia de ultrassom, houve uma
reducdo drastica do tempo reacional e os produtos finais (17a-e) foram obtidos em bons rendimentos
(40-82%) quando comparados com 0 método classico que normalmente leva de 24 a 72 h para obtencéo
do produto final e rendimento inferiores. Por outro lado, o uso dessa nova fonte de energia na sintese

das arilamidoximas mostrou-se bastante eficiente e seguiu os principios da quimica limpa.

Figura 6. Esquema de sintese das arilamidoximas 17a-e
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A formacéo de todas as arilamidoximas foi caracterizada por espectroscopia de infravermelho.
O resultado das analises dos espectros de infravermelho das arilamidoximas mostram a auséncia da
banda caracteristica das nitrilas em 2240 cm™ do estiramento e o aparecimento das bandas nas regides
de 3475 cm?, 3.358 cm? e 1.667 cm™ referente ao estiramento dos grupos OH, NH, e C=N
respectivamente, o que indica a formacdo das arilamidoximas, como por exemplo o espectro de
infravermelho para o-CHsO-fenil acetoamidoxima (Figura 7).

Figura 7. Espectro de infravermelho em pastilhas de KBR da arilamidoxima 17d
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Uma vez sintetizadas as arilamidoximas, realizou-se a sintese do 1,2,4-oxadiazol 3,5-
dissubstituido utilizando-se utilizando a metodologia Solvente Free. A figura 8 descreve a sintese
dos 1,2,4-oxadiaol 19e utilizando a metodologia do Solvente-Free, onde a arilamidoxima 17e reage
com o acetoacetato de etila 18 em um tubo de penicilina imerso em banho de dleo a 120- 140°C, em
um tempo medio de reacdo de 4 a 5 horas. Apds a comprovacdo do término da reacdo por
cromatografia em camada delgada em sistema de elui¢do 7:3 (hexano/acetato de etila), o produto foi
obtido em rendimento de 70% ap0s res-cristalizado em cloroférmio. O ponto de fusdo encontrado foi
de 115-116 °C. A estrutura do novo 1,2,4-oxadiazol foi comprovada através dos espectros de
infravermelho e de RMN *3C e H. Por outro lado, a sintese foi realizada numa perspectiva verde, ou
seja, sem a utilizacdo de solvente e na auséncia de base levando ao composto desejado em bons
rendimentos, dispensando a extracdo e com isso a geracdo de residuos. As estruturas foram

confirmadas pelos espectros de infravermelho e RMN de H e *C dos compostos obtidos.

Figura 8. Esquema de Sintese do 1,2,4-oxadiazol 19e
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O mecanismo proposto para a sintese do composto 19e sem base e sem solvente é descrito na
figura 9. O aguecimento ocasiona a perda de uma molécula de etanol do ester (Etapa 1), formando
assim o a-hidroxiceteno 20, composto bastante reativo. O oxigénio da hidroxila da amidoxima atua
como nucletfilo frente ao carbono da carbonila terminal, formando a o-acilamidoxima, o qual sofre
uma ciclodesidratacdo térmica resultando na formacdo do 1,2,4-oxadiazol. Este mecanismo €

corroborado com o descrito na literatura (Du et al., 2007).
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Figura 9. Esquema da proposta mecanistica da sintese do 1,2,4-oxadiazol 19

Etapa 1
(@)
o A =
18 120-140° C 20
Etapa 2
OH
N\
O o NH,
AL 4 o
Lo HyCO',, OCH, |
Y
A
120-140° C
R O H,cO  OCHj
H,N_N
H4CO
-H,O O
-HQ N
H4CO OCHs | A S W
OCH; o
- 21 B 19e

Na anélise de infravermelho da molécula 19e, foram observadas bandas caracteristicas dos
grupos funcionais presentes no composto sintetizado. Em 1713 cm, foi observado um estiramento
médio referente a ligagdo C=0 de cetonas; Ja na regido 1124 cm™ foi observado um estiramento intenso
referente as ligagGes C-O dos grupos metoxila do anel aromatico; Na regido de 1577 cm™ foi observado
0 estiramento referente as ligagdes C=N do anel oxadiazolico e na regido de 1178 cm™ observou-se o

estiramento referente a ligacdo C-O do anel oxadiazélico (Figura 10).
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Figura 10. Espectro de infravermelho do 1,2,4-oxadizol 19e em pastilha de KBr

100 4

99

990,59
743,38
1

Transmitancia (%)

98 -

1124,92

i+
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

N° de onda (cm™)

No espectro de RMN *3C da molécula 19e foi observado em & 29,8 ppm um sinal atribuido ao
carbono metilico. O sinal em & 41,5 ppm é referente ao carbono metilénico e o carbono do grupo
carbonila aparece em & 198,7 ppm. Os sinais do carbono simétrico e assimétrico dos grupos metoxi
ligados ao anel aromatico apareceram em & 56,2 ppm e 60,9 ppm respectivamente. Os sinais referentes
aos carbonos do anel oxadiazdlico apareceram em 6 168,4 ppm e 172,9 ppm. Os sinais caracteristicos

dos carbonos do anel aromatico apareceram entre & 104,5 — 153,5 ppm (Figura 11), deste modo o

espectro de RMN *3C esta de acordo com a estrutura proposta.

Figura 11. Espectro de RMN *H de 300 MHz em CDCI;3 do composto 19¢e
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No espectro de RMN H (Figura 12) da molécula 19e foi observado um simpleto referente aos
hidrogénios do grupo metila em & 2,35 ppm. Os hidrogénios metilénicos aparecem como um simpleto
Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n.12, p.94401-94414 dec. 2020. ISSN 2525-8761
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em & 4,11 ppm. Observa-se outro simpleto referente aos hidrogénios simétricos do anel aromético em
0 7,32 ppm. Em 6 3,93 ppm ¢ & 3,91 ppm observa-se 0 sinal dos hidrogénios do grupo metoxila

simétricos e assimétricos respectivamente.

Figura 12. Espectro de RMN **C de 75 MHz MHz em CDCI; do composto 19e
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Por fim, o composto 19e foi avaliado quanto a atividade antimicrobiana frente as bactérias
Staphylococcus aureus (02) e Enterococcus faecalis (138), duas Gram-negativas, Escherichia coli
(224) e Klebsiella pneumonial (396) e dois fungos Penicillium (2556) e Candida albicans (1007)
utilizando como meio liquido Mueller Hinton (MH) para Bactérias Gram Positivas e Gram Negativas.
Com base nos dados constante na tabela 1, o composto 19e apresentou uma capacidade de inibicéo
moderada frente os micro-organismos testados, inibindo o crescimento dos mesmos nha maior

concentracdo testada que foi de 2500 pg/mL.

Tabela 1. Atividade antimicrobiana do 1,2,4-oxadiazol 19e

MICRO-ORGANISMOS Composto 19e (pug/mL)

Staphylococcus aureus 2500

Enterococcus faecalis 2500

Escherichia coli 2500

Klebsiella pneumonial 2500

Penicillium 2500

C. albicans 2500

4 CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizados cinco arilamidoxima a partir de diferentes nitrilas (R= fenil,
p-cloroamidoxima, o-cloroamidoxima, o-metoxiamidoxima, 3,4,5-timetoxiamidoxima) por irradiacéo

de ultrassom em um tempo variando 15-30min. Os compostos tiveram rendimentos moderados e bons,
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entre 40-82%. A sintese das arilamidoximas 17a-e e do 1,2,4-oxadiazol 19e foi desenvolvida usando
condi¢des ambientalmente amigaveis relevantes para os principios da '‘Quimica Verde'.

Foi sintetizado um 1,2,4-oxadiazol em rendimento de 70%. As estruturas dos compostos foram
determinadas pela técnica espectroscopica de infravermelho. A atividade antimicrobiana e fungicida
do composto 19e, revelou resultado moderado, inibindo o crescimento de micro-organismos na maior

concentragéo testada.
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