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RESUMO

Infec¢des fungicas superficiais, subcutaneas e sistémicas tém aumentado gradualmente ao longo das Ultimas
trés décadas, levando a taxas considerdveis de morbidade e mortalidade. Entre as diferentes espécies de
fungos, Candida albicans é a espécie mais frequentemente associada com lesdes orais e tem sido a principal
responsavel por causar candidiase em pacientes imunocomprometidos e imunocompetentes. Este trabalho
teve como objetivo a sintese de cinco novos compostos da classe 2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol e a investigagao
de suas potencialidades antifungicas frente a linhagens de Candida Albicans. Os compostos foram sintetizados
por meio da reacao de ciclizacao de N-acilhidrazonas com anidrido acético. As estruturas dos compostos
foram devidamente caracterizadas por técnicas espectroscopicas de IV, RMN de 'H, RMN de "C. Todos os
compostos foram submetidos a estudos de atividade antifingica in vitro frente a cepas de Candida Albicans.
Os compostos nao apresentaram atividade antifungica.
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ABSTRACT

Superficial, subcutaneous and systemic fungal infections have gradually increased over the past three decades,

leading to rate considerable morbidity and mortality. Among the different species of fungi, Candida albicans
is the species most often associated with oral lesions and has been the major specie responsible for causing
candiaiasis in immunocompromised and immunocompetent patients. This study aimed was the synthesis of
five new compounds of the class 2,3-dihydro-1,3,4-oxadiazole. Compounds were synthesized for by reaction
cyclization of N-acylhidrazones with acetic anhydride. The structures of the compounds were fully characterized
by spectroscopic techniques such as IR, 'H NMR, 7 C NMR. All compounds were subjected to studies in vitro for
antifungal activity against strains of Candida albicans. The compounds showed no antifungal activity.

Keywords: Organic Synthesis. N-acylhidrazones. 1,3,4-oxadiazole. Candida albicans.
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1 Introducéo

Infecgdes fungicas superficiais, subcutaneas e sis-
témicas tém aumentado gradualmente ao longo das
Ultimas trés décadas, levando a taxas consideraveis
de morbidade e mortalidade, principalmente devido
a baixa efetividade dos medicamentos disponiveis e
ao desenvolvimento de cepas resistentes (BROWN,
2014).

Entre as diferentes espécies de fungos,
Candida albicans merece atencao especial por ser
um patdégeno oportunista, que pode causar infeccoes
locais e sistémicas em pessoas predispostas e que
normalmente afeta pacientes imunologicamente
comprometidos e aqueles submetidos a tratamento
prolongado por antibiotico (DUARTE et al, 2005).
Além disso, Candida albicans é a espécie mais fre-
quentemente associada com lesdes orais e tem sido
a principal responsavel por causar candidiase em pa-
cientes imunocomprometidos e imunocompetentes
(KOTHAVADE et al, 2010).

Portanto, a necessidade de desenvolvimento de
novos agentes antifingicos que sejam mais eficazes
e seguros do que os farmacos ja existentes no mer-
cado sao de extrema importancia. Nesse sentido, 0s
compostos heterociclicos tém um lugar especial na
Quimica Medicinal de compostos sintéticos biologica-
mente importantes. A notavel capacidade de nucleos
heterociclicos de servir como unidades reativas con-
tribuem largamente para o seu valor original como
tradicionais unidades-chave de numerosas drogas
(BOSTROM et al., 2012).

Dentre a classe de compostos heterociclicos,
1,3,4-oxadiazol representa uma importante unidade
de construgao para o desenvolvimento de novos
farmacos, uma vez que compostos que contém esta
unidade possuem um amplo espectro de atividades
biologicas, tais como: antibacteriana (OLIVEIRA
et al, 2012), antifingica (OLIVEIRA et al, 2013),
analgésica (HUSAIN et al, 2009), anti-inflamatoria
(MANJUNATHA et al., 2010), antiviral (WANG et al.,
2012), antitumoral (DU et al,, 2014), anti-hipertensiva
(BANKAR et al,, 2009), anticonvulsivante (KASHAW
et al, 2010). Logo, levando-se em considera¢ao que
0 grupo 1,3,4-oxadiazol & um bloco de construcao
importante para o desenvolvimento de novos can-
didatos a farmacos, neste trabalho, planejou-se a
sintese de novas moléculas contendo esse grupo com
0 intuito de avaliarmos suas potencialidades frente a
linhagens de Candida albicans.
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2 Material e métodos

2.1 Procedimento geral para a sintese dos
compostos

Em um baldo de 25 mL equipado com conden-
sador de refluxo, uma mistura de N-acilhidrazonas
(5a-e) (3,0 mmol) e anidrido acético em excesso (10,0
mL) foi aquecida a uma temperatura de 140-160 °C
por 2,0 horas. Ap6s o fim da reagao, a mistura foi
resfriada a uma temperatura de 80-100 °C, vertida
em agua gelada (30 mL) e agitada vigorosamente por
30 minutos. O precipitado que se formou foi filtrado,
lavado com uma solucao de carbonato de sodio a 5%
(2x20 mL), seco a vacuo e recristalizado em etanol.

2.2 Caracterizagao dos compostos

Os espectros na regido de Infravermelho (IV)
foram obtidos no espectrometro FTIR modelo IR-
Prestige-21, do fabricante Shimadzu, utilizando-se
pastilhas de KBr. Os espectros de RMN 'H e RMN
BC foram obtidos por meio do aparelho Oxford
NMR200, marca Varian (200 MHz para 'H e 50 MHz
para C). Dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d,) foi
usado como solvente e Tetrametilsilano (TMS) como
padrao interno. Os deslocamentos quimicos (8) fo-
ram medidos em unidade de parte por milhao (ppm)
e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).
As multiplicidades das bandas em RMN 'H foram
indicadas segundo as convencoes: s (singleto), d (du-
bleto) e m (multipleto). A purificacdo dos compostos
foi realizada pela técnica de recristalizagdo em etanol
ou etanol/agua e sua confirmagao foi verificada pela
determinacao da faixa de fusdo obtida em placa de
aquecimento da marca MOAPF-3.

(+)-2-(4-Acetoxifenil)-3-acetil-5-(4-
-acetoxifenil)-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol (6a):

Rendimento: 60 %. RMN de 'H (200 MHz,
DMSO-d)) 8 (ppm): 2,32 (s, 9H), 7,09 (s, 1H), 7,23 (d,
2H, J=4,5Hz), 7,39 (d, 2H, J=4,5 Hz), 7,90 (d, 2H,
J =89 Hz), 816 (d, 2H, J = 9,9 Hz). RMN de "C
(50 MHz, DMS0-d)) S (ppm): 21,6, 22,9, 88,3, 116,5,
121,1,122,1, 123,2, 130,2, 131,8, 132,3, 151,4, 152,9,
155,6, 167,1, 169,30, 169,34. IV (KBr, cm™): 1768,
1758, 1653 (C=0), 1633 (C=N), 1190, 1066 (C-O-C),
1606 (C=C).

(+)-2-Fenil-3-acetil-5-(4-acetoxifenil)-2,3-diidro-
-1,3,4-oxadiazol (6b):
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Rendimento: 55 %. RMN de 'H (200 MHz,
DMSO-d,) & (ppm): 2,30 (s, 3H), 2,34 (s, 3H), 7,23 (s,
1H), 7,46 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 7,65 (d, 2H, J = 8,4 Hz),
7,73 (d, 2H, J=6,0Hz), 8,75 (d, 2H, J=5,8 Hz). RMN
de C (50 MHz, DMSO-d,) 6 (ppm): 21,3, 22,6, 87,4,
116,70, 120,3, 122,5, 127,70, 128,2, 128,6, 133,4,
155,3, 164,8, 167,7, 170,1. IV (KBr, cm™): 1755, 1665
(C=0), 1630 (C=N), 1200, 1068 (C-O-C), 1604, 1550
(C=C).

(*)-2-(4-Metilfenil)-3-acetil-5-(4-acetoxifenil)-2,3-
-diidro-1,3,4-oxadiazol (6¢):

Rendimento: 68 %. RMN de 'H (200 MHz,
DMSO-d) & (ppm): 2,30 (s, 3H), 2,31 (s, 3H), 2,34 (s,
3H), 7,10 (s, 1H), 7,30 (d, 2H, J=6,0 Hz), 7,40 (d, 2H,
J=6,0Hz),7,92(d, 2H, J=9,0 Hz), 8,17 (d, 2H, J=9,0
Hz). RMN de "C (50 MHz, DMSO-d,) & (ppm): 20,9,
21,1, 22,6, 88,2, 116,6, 120,2, 122,2, 125,8, 130,2,
130,6, 136,4, 155,2, 164,7, 167,9, 170,0. IV (KBr, cm"
11751, 1685 (C=0), 1610 (C=N), 1234, 1070 (C-0-C),
1577 (C=C).

(£)-2-(4-Metoxifenil)-3-acetil-5-(4-
-acetoxifenil)-2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol (6d):

Rendimento: 65 %. RMN de "H (200 MHz, DMSO-
-d.) & (ppm): 2,28 (s, 3H,), 2,29 (s, 3H), 3,84 (s, 3H),
7,19 (s, 1H), 6,96 (d, 2H, J=11,1Hz), 7,16 (d, 2H, J =
7,2 Hz), 7,85 (d, 2H, J=12,1 Hz), 8,10 (d, 2H, J = 8,4
Hz). RMN de "C (50 MHz, DMSO-d,) 8 (ppm): 21,0,
22,6, 55,3, 88,9, 114,2, 116,8, 120,4, 122,4, 126,7,
127,9, 156,1 164,8, 168,0, 170,2. IV (KBr, cm™): 1755,
1654 (C=0), 1633 (C=N), 1199, 1068 (C-O-C), 1600,
1558 (C=C).

(x)-2-(4-Clorofenil)-3-acetil-5-(4-acetoxifenil)-2,3-
-diidro-1,3,4-oxadiazol (6e):

Rendimento: 54 %. RMN de 'H (200 MHz,
DMSO-d,) & (ppm): 2,28 (s, 3H), 2,31 (s, 3H), 7,23 (s,
1H), 7,46 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 7,65 (d, 2H, J = 8,4 Hz),
7,73 (d, 2H, J=6,0Hz), 8,75 (d, 2H, J=5,8 Hz). RMN
de ®C(50 MHz, DMSO-d,) & (ppm): 21,2, 88,5, 120,1,
123,4, 128,9, 131,2, 131,8, 135,5, 150,6, 152,9, 167,1.
IV (KBr, cm™"): 1757, 1654 (C=0), 1600 (C=N), 1195,
1066 (C-0-C), 1593, 1490 (C=C) e 1087 (C, -C)).

2.2 Atividade antifungica

As espécies fungicas de Candida albicans —
ATCC-76645, ATCC-76485, LM-178, LM-615, LM-37,
LM-38, LM-V42, LM-52, LM-70, LM-86, LM-92 e
LM-125 — foram adquiridas no Laboratério de Mico-
logia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade Federal da Paraiba. Estas foram
mantidas em meios de cultura apropriados, Agar
Sabouraud Dextrose-ASD (DIFCO LABORATORIES/
France/USA) e conservadas a4 °Ce a 35 °C.

A suspensdo dos micro-organismos foi pre-
parada conforme o tubo 0.5 da Escala McFarland,
ajustada através de leitura espectrofotométrica
(Leitz-Photometer 340-800), para 90% T (530 nm),
correspondendo, aproximadamente, a 106 UFC/mL
(NCCLS, 2000; HADACECK, GREEGER, 2000; CLEE-
LAND, SQUIRES, 1991).

Os ensaios de atividade antifungica foram
realizados em CALDO Sabouraud Dextrose — CSD
(DIFCO LABORATORIES/France/USA); e o mesmo
foi preparado e usado conforme as instrucdes do
fabricante.

Os ensaios de atividade antifungica das molécu-
las heterociclicas da classe 2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol
foram realizados pela técnica de microdiluicdo em
CSD, processo de diluicao seriada. Os produtos
foram testados nas concentracbes de 1024 até 32
pg/mL (NCCLS, 2000; HADACECK, GREEGER, 2000;
CLEELAND, SQUIRES, 1991)

3 Resultados e discussao
3.1 Quimica

Neste trabalho, planejou-se a sintese de um con-
junto de moléculas heterociclicas da classe 2,3-diidro-
-1,3,4-oxadiazol tendo a estrutura geral mostrada na
Figura 1. No sistema triciclico presente nas moléculas
alvo, os anéis A e B foram escolhidos levando-se em
consideragao as suas ocorréncias como grupos far-
macoféricos geralmente encontrados em farmacos e
0 baixo custo. Enquanto que o anel C foi escolhido
tendo em mente a sua facilidade de obtencdo e em
virtude de muitos compostos que contém este nlcleo
apresentarem importantes atividades bioldgicas.

A sintese das moléculas-alvo (6a-e) foi realizada
de acordo com procedimentos relatados na literatura
e envolveu quatro etapas sintéticas que estdo esho-
¢adas no Esquema 1.
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Figura 1 — Estrutura geral das moléculas-alvo
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Fonte: Elaborada pelo autor

Esquema 1 — Rota sintética para a
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Na etapa 1, o éster aromatico 4-hidroxibenzoato
de metila (2) foi obtido em rendimento quantitativo
pela reacdo de esterificacao de Fischer do respectivo
acido carboxilico aromatico 4-hidroxibenzoico (1). Na
etapa 2, a reacao de hidrazindlise do éster (2) com
hidrato de hidrazina (80%) forneceu a 4-hidroxiben-
zohidrazida (3) em excelente rendimento. Na etapa 3,
obtiveram-se as N-acilhidrazonas (5a-e) em elevados
rendimentos através da reacao de condensacao entre
a respectiva 4-hidroxibenzohidrazida (3) e aldeidos
aromaticos (4) em etanol (95%) e tendo acido acético
glacial como catalisador.

Os compostos heterociclicos da classe 2,3-diidro-
-1,3,4-oxadiazol podem ser facilmente obtidos
reagindo N-acilhidrazonas e anidrido acético em
excesso sobre condicdes de refluxo (CERIONI et al.,
2009; OLIVEIRA et al., 2013). Logo, a reagao das N-
-acilhidrazonas (5a-e) com anidrido acético, etapa 4,
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forneceu os compostos (6a-e) em rendimentos mo-
derados a bons.

A reagao, na Ultima etapa da sintese, pode ser
considerada uma estratégia interessante do ponto de
vista sintético e da Quimica Medicinal, uma vez que
converte um precursor aciclico (N-acilhidrazonas),
considerado uma estrutura privilegiada para o pla-
nejamento de diversos novos compostos prototipos
e com varias atividades farmacolégicas importantes
relatadas (SILVA et al., 2010), em um composto he-
terociclico, que também é considerado uma unidade
de construgao importante para o desenvolvimento de
novos farmacos.

Os compostos intermediarios e produtos finais
foram devidamente confirmados por técnicas espec-
troscopicas de IV, RMN de "H e "*C. A purificagao dos
compostos (6a-e) foi realizada por recristalizagao em
etanol e suas purezas foram verificadas pela faixa de
fusao (Tabela 1).

As técnicas espectroscopicas de RMN de 'He C
sao ferramentas importantes e suficientes para con-
firmar a formacao do anel 2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol,
uma vez que estes compostos apresentam sinais
bem caracteristicos (OLIVEIRA et al., 2012).

Nos espectros de RMN de "H dos compostos (6a-
e) dois sinais tipicos foram observados: um atribuido
aos prétons metilicos na regiao de alifatico (2,2-2,4
ppm) e outro atribuido aos protons metinicos do anel
1,3,4-oxadiazol na regido de aromatico (7,1-7,3 ppm).
Nos espectros de RMN de C sinais caracteristicos
de C=0 proximo de 167 ppm e alquilico proximo de
24 ppm, bem como pelos sinais do anel oxadiazolini-
co proximo de 88 ppm e 155 ppm foram observados,
corroborando a formacao do anel 2,3-diidro-1,3,4-
-oxadiazol. Nos espectros de infravermelho, todos os
compostos (6a-e) exibiram bandas de absor¢ao de
(=0 de amida em torno de 1670 cm™ e de C=0 de és-
ter em torno de 1760 cm™, absorcdes de estiramento
de C-O-C (anel oxadiazolinico) em torno de 1200 cm’”
e absorcoes de C=N (anel oxadiazolinico) em torno de
1630 cm-".

3.2 Atividade antifungica

A atividade antifungica in vitro dos compostos
(6a-e) foi avaliada pelo método de microdiluicdo para
doze linhagens de fungos patogénicos de Candida
albicans: ATCC-76645, ATCC-76485, LM-178, LM-
615, LM 37, LM-38, LM-V42, LM-52, LM-52, LM-70,
LM-86, LM-92 e LM-125.
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Tabela 1 — Propriedades fisicas dos novos
compostos da classe 2,3-diidro-1,3,4-oxadiazol

Comp. Férmula M. M Por~1to de
Molecular (g/mol)* Fuséo (°C)
6a C,,H N0, 382,12 109-111
6b CH, N0, 324,11 88-90
6c C,H, N0, 354,12 147-149
6d C,H,N,0, 338,13 142-144
6e CH,.CINO, 358,07 98-100

*M. M = massa molar.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em uma triagem prévia, os compostos foram
testados na concentragao de 1024 ug/mL. Os com-
postos foram solubilizados em dimetilsufoxido-DMSO
(Sigma Chemical), numa proporcao de até 10%, para
nao interferir sobre os micro-organismos. Para o
controle de atividade antifingica, foi usado nistatina
na concentragao de 100 Ul (Tabela 2).

Todas as cepas analisadas cresceram no meio
liquido contendo o produto; ou seja, nenhuma subs-
tancia inibiu o crescimento das cepas de Candida
albicans. Portanto, nao se fez necessario a determi-
nacao da concentracao inibitéria minima (CIM), uma
vez que, de acordo com Houghton e colaboradores
(2007), o produto é considerado inativo quando a
concentracao for maior que 1000 ug/mL.

Tabela 2 — Atividade antifingica dos compostos 1,3,4-oxadiazolinas (6a-e)

Linhagens de Candida Albicans

Compostos ATCC ATCC LM LM LM
76645 76485 178 615 37

M (M IM M LM LM LM
38 V42 52 70 86 92 125

6a R R R R R R R R R R R R
6b R R R R R R R R R R R R
6C R R R R R R R R R R R R
6d R R R R R R R R R R R R
6e R R R R R R R R R R R R
Nistatina - - - - - - - - - - - -

R =resistente, (-) = Nao crescimento do micro-organismo.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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