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necessidade, antes vos que Iho pecais.

(Mateus 6. 5-8)



RESUMO

A quimica medicinal ¢ uma ferramenta importantissima para o planejamento e o
desenvolvimento de moléculas organicas, a fim de verificar as possiveis atividades bioldgicas
destas. Dentre as inumeras classes de compostos organicos, tem ganhado muito destaque o
nucleo isoxazolinico, especialmente a 2-isoxazolina, devido a sua ampla utilizacdo nao s6 nas
areas cientificas, mas também tecnoldgica. O ndcleo isoxazolinico vem sendo obtido, na
grande maioria das vezes, através das reacdes de cicloadicdo do tipo 1,3-dipolar. Nestas
reacOes, duas espécies quimicas envolvidas, um dipolo e um dipolaréfilo, reagem entre si
através de seus orbitais de fronteira, HOMO e LUMO, formando-se entdo o nucleo 2-
isoxazolina — heterociclo de cinco membros. No estudo utilizaram-se como dipolardéfilos os
enecarbamatos endociclicos de cinco membros 41 e 43, obtidos pelo método da sonicacdo em
um curto intervalo de tempo, e como dipolos os Oxidos de nitrila 37 formados a partir da
cloracdo das aril-oximas com NCS. As aril-oximas, por sua vez, foram obtidas a partir dos
respectivos benzaldeidos para-substituidos com rendimentos entre 93 e 95%. Obtiveram-se
nas reacdes de cicloadicdo 1,3-dipolar, realizadas a temperatura ambiente, rendimentos entre
42 e 77%. O cicloaduto 44b, resultante da reacdo de cicloadigdo, apo6s sua purificacdo foi
submetido a hidrogendlise em meio acido, obtendo-se entdo os cloridratos de isoxazolina aril
substituidos 46 com rendimento entre 53 e 64%. Estes, ap0s basificagdo com solucdo aquosa
de bicarbonato de sodio, foram transformados em suas respectivas aril isoxazolinas na forma
de base livre em N6 45, apresentando rendimento quantitativo. Dentre as atividades
bioldgicas relatadas na literatura, indmeros estudos mostram a 2-isoxazolina como bons
agentes anti-inflamatérios, antitumorais, antivirais e com grande destaque para a atividade
antimicrobiana, através de testes realizados em bactérias e fungos. Sendo assim, as séries de
moléculas obtidas 45 e 46 foram testadas contra bactérias gram positivas e gram negativas
através do método de difusdo em disco para averiguar a atividade antimicrobiana dos
compostos em suas formas de aminas livres e dos seus sais de cloridratos. Neste estudo,
observou-se, que boa parte dos compostos testados ndo exibiu expressivos valores de halos de
inibicdo, quando comparados ao padrdo utilizado, ampicilina. Teve destaque o cloridrato de
aril isoxazolina p-Cloro 46b que exibiu halo de inibi¢do de 26 mm frente & Mycobacterium
smegmatis DAUFPE 71 (&lcool acido resistente), enquanto que a ampicilina apresentou para o
mesmo micro-organismo apenas 14 mm de halo de inibicdo. Ja a base livre da aril isoxazolina
p-Cloro, o composto 45b, ndo apresentou inibi¢do para 0 mesmo micro-organismo. Os demais
compostos com maiores valores de halos de inibicdo foi o 45a frente a Escherichia coli
DAUFPE 224 (12,5 mm) e M. smegmatis DAUFPE 71 (14 mm) e os compostos 45b, 46a e
46b que apresentaram halos de 11,5, 13,5 e 13,5 mm, respectivamente, contra Micrococcus
luteus DAUFPE 06.

Palavras-chaves: 2-isoxazolina, cicloadicédo 1,3-dipolar, cloridratos, antimicrobianos.



ABSTRACT

The medicinal chemistry is an important tool for the planning and development of organic
molecules in order to determine possible biological activities of these. Among the many
classes of organic compounds, has gained much prominence isoxazolinico the core, especially
the 2-isoxazoline, due to its wide use not only in scientific fields, but also technological. The
isoxazolinico core has been obtained, in most cases, through the cycloaddition reactions of
1,3-dipolar type. In these reactions, two chemical species involved, a dipole and dipolarophile
react among themselves through their frontier orbital, HOMO and LUMO, then forming the
core 2-isoxazoline — five membered heterocyce. In the study were used as dipolarophiles the
endocyclic enecarbamates five members 41 and 43, obtained by the method of sonication in a
short period of time, and as the dipoles nitrile oxide 37 formed from the chlorination with
NCS aryl oximes. The aryl oximes, in turn, were obtained from the corresponding para-
substituted benzaldehydes with yields between 93 and 95%. Were obtained in 1,3-dipolar
cycloaddition reactions, carried out at room tempetature, yields between 42 and 77%. The
cycloadducts 44b resulting from cycloaddition reactions after purification was subjected to
hydrogenolysis in an acid medium, so obtaining hydrochlorides aryl substituted isoxazoline
46 in a yield between 53 and 64%. These after basification with aqueous sodium bicarbonate,
were transformed into their respective aryl isoxazolines in the form of free base N6 45, with
quantitative yield. Among the biological activities reported in the literature, numerous studies
show the 2-isoxazoline as a good anti-inflammatory, antitumor, antirival, and with great
emphasis on the antimicrobial activity through tests conducted on bacteria and fungi. Thus,
the series of molecules obtained 45 and 46 were tested against gram positive and gram
negative bacteria by disk diffusion method to determine the antimicrobial activity of the
compounds in their free forms of amines and their hydrochloride salts. It this study, it was
observed that most the tested compounds showed no significant values on inhibition zones
compared to the standard used, ampicillin. Hycrochloride was highlighted aryl isoxazoline p-
Chloro 46b which exhibited inhibition zone of 26 mm across the Mycobacterium smegmatis
DAUFPE 71 (acid alcohol resistant), whereas ampicillin presented to the same microorganism
only 14 mm zone of inhibition. Already the free base of the aryl isoxazoline p-chloro,
compound 45b, showed no inhibition at the same microorganism. The other compounds with
higher values on inhibition halos was the 45a against Escherichia coli DAUFPE 224 (12.5
mm) and M. smegmatis DAUFPE 71 (14 mm) and the compounds 45b, 46a and 46b which
showed halos 11.5, 13.5 and 13.5 mm, respectively, against Micrococcus luteus DAUFPE 06.

Key-words : 2-isoxazoline, 1,3-dipolar cycloaddition, hydrochlorides, antimicrobials.
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CAPITULO 1

Introducao



1.0 INTRODUCAO

A quimica medicinal € uma ciéncia tipicamente interdisciplinar, auxiliada por vérias
areas do conhecimento, sobretudo a quimica e a biologia. Juntas, elas agregam valores
durante o planejamento e o desenvolvimento de prototipos moleculares voltados a interagir
com os receptores bioldégicos minimamente conhecidos e, assim promover através destes
algum tipo de atividade farmacologica® 2.

Uma das ferramentas utilizadas para alcancar os objetivos da quimica medicinal é a
utilizacdo da sintese organica de farmacos®. Através deste meio é possivel construir moléculas
inéditas ou desenvolver apenas algumas modificacdes em estruturas conhecidas, fazendo-as
apresentar configuragdes e disposicdes espaciais 0 mais proximo do idealizado para interagir
com os receptores bioldgicos”.

Nestes compostos quimicos relatados na literatura por apresentarem alguma atividade
bioldgica, verifica-se em praticamente todos eles - obtidos atraves de sintese ou de modo
natural - a presenca de heterodtomos, sobretudo os atomos de nitrogénio, oxigénio e enxofre
e, que em boa parte encontram-se inseridos na estrutura de algum ciclo®.

Sendo assim, destacamos uma das classes quimicas que exibem estrutura heterociclica
e que tem ganhado muito destaque ultimamente: as isoxazolinas, especialmente a 2-

67 ndo s6 por sua utilizacdo na é&rea biolégica, mas também na elaboracdo de

isoxazolina
produtos tecnolégicos®.

No desenvolvimento do nucleo 2-isoxazolina, uma das metodologias mais utilizadas
pela sintese organica € a que ocorre através de uma reacao quimica conhecida por cicloadi¢éo
1,3-dipolar ou reagdo do tipo [3 + 2]°. Nela duas espécies quimicas, um dipolo e um
dipolaréfilo, formam um nucleo denominado de cicloaduto através da participacdo dos
orbitais de fronteiras'® das partes envolvidas. N-6xidos de nitrila, gerados a partir de aril-
oximas, constituem os dipolos, enquanto que os enecarbamatos endociclicos constituem o
dipolarofilos.

Entre as metodologias utilizadas para a obtencdo dos enecarbamatos endociclicos e
das aril-oximas, alem de um procedimento tradicionalmente utilizado para cada reagéo,
empregou-se tambeém a técnica da sonicacdo. Esta que vem sendo bastante recorrente na
sintese organica por apresentar algumas vantagens como a diminui¢do do tempo de reacéo,
poder ser realizada sob condi¢des mais suaves e possibilitar que sejam alcancados altos

rendimentos.



Dentre as vérias aplicagdes da 2-isoxazolina no campo medicinal, tem muita

relevancia a utilizacdo desta classe quimica como agentes antimicrobianos™ 2.

Este grupo
terapéutico tem merecido atencdo, principalmente, por conta dos relatos de resisténcia
microbiana’® desenvolvida por alguns micro-organismos em relagdo a determinados
antibioticos, sobretudo pelo uso indiscriminado destes. Muitos farmacos, incluindo os
antimicrobianos, apresentam baixa solubilidade em &gua, o que dificulta, na grande maioria
das vezes, em sua taxa de dissolucéo e, consequentemente permeacao nos fluidos corporais™*.

Utilizando-se entdo do planejamento e do desenvolvimento de agentes
terapéuticos, este trabalho visou a sintese de isoxazolinas biciclicas-pirrolidinicas aril-
substituidas na forma de bases livres em N6 e dos seus respectivos sais na forma de
cloridratos, prevendo-se assim uma melhoria na solubilidade para administracdo destes

potenciais antimicrobianos (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo da estrutura quimica das isoxazolinas biciclicas-pirrolidinicas aril-substituidas
na forma de base livre em N6 e dos seus respectivos sais de cloridratos.
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2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Isoxazolinas

Na literatura existem inumeros relatos de moléculas naturais ou sintéticas que
apresentam em suas estruturas heteroatomos™ '°. Estes compostos, em sua maioria, s&o
descritos como bons grupos farmacoféricos e, portanto vem sendo utilizados como arsenal
terapéutico no combate as mais variadas enfermidades’” *2.

Dentre estes compostos destaca-se a classe das isoxazolinas, compostos
heteropentaciclos insaturados que apresentam um atomo de oxigénio e nitrogénio unidos
através de uma ligacdo simples®®. De acordo com a posicdo da dupla ligacdo existente é

possivel classificar a isoxazolina com diferentes nomenclaturas (Figura 2).

4 3 4 4
[ =~ /
5 _N2 5 _N2 5 _N2
: : :

1

2-isoxazolina 3-isoxazolina 4-isoxazolina
la ib 1c

Figura 2. Nomenclatura das isoxazolinas segundo a posicao da ligacdo dupla no anel.

O atomo de oxigénio no nucleo isoxazolina encontra-se na posicdo 1 enquanto o
atomo de nitrogénio esta na posicdo 2, devido a prioridade do nimero atdmico. Dentre as
isoxazolinas existentes, apenas aquela com insaturacdo na posi¢do 2 do anel apresenta o
nitrogénio com hibridizagdo sp® formando uma ligagdo @ com o carbono da posicdo 3,
também hibridizado em sp.

A diferenca de eletronegatividade existente entre os atomos que compdem a estrutura,
assim como a posi¢cdo do sistema 7, conferem as isoxazolinas peculiaridades que somente
estdo presentes por conta destes heteroatomos, responsaveis por conferir diferentes
propriedades em sua reatividade assim como em suas caracteristicas fisico-quimicas.

Além da utilizacdo bioldgica deste heterociclo, muitas pesquisas tém sido realizadas
para a exploracdo destes compostos no desenvolvimento de cristais liquidos funcionais®, que
sdo moléculas orgéanicas com propriedades anisotropicas geometricas e varias aplicacdes nas

areas cientifica e tecnolégica® %.



Ainda no campo medicinal tem sido relatada a utilizacdo de moléculas contendo o
nacleo isoxazolina como transportadores e reguladores da liberagdo de farmacos a ele

incorporados, a exemplo de algumas drogas utilizadas para combater o cancer®,

2.1.1 — Ocorréncia natural, atividades bioldgicas e aplicacBes terapéuticas de 2-
iIsoxazolinas

Isoxazolinas sdo relatadas em muitos estudos como uma classe unica de farmacoforos
com aplicagBes em varias atividades terapéuticas®* 2. Algumas isoxazolinas de ocorréncia
natural merecem destaque por serem produtos naturais biologicamente ativos, a exemplo da
classe das espiroisoxazolinas, onde se tem como exemplos o calafianin 2, aerothionin 3,

homoaerothionin 4 e aerophobin 5°* %" (Figura 3).

Figura 3. Isoxazolinas de ocorréncia natural: calafianin, aerothionin, homoaerothionin e aerophobin.

Além da utilizagdo de isoxazolinas naturais, derivados sintéticos desta classe quimica
também tém sido frequentemente desenvolvidos e utilizados como agentes antimicrobianos®,
antitumorais, antivirais, anticonvulsivantes, anti-inflamatérios, antifingicos, entre outras
atividades bioldgicas® ** 3! %2,

No combate a tuberculose alguns compostos nitro aromaticos tem sido uma das poucas
classes de antibidticos que tem demonstrado alguma atividade contra Mycobacterium
tuberculose®®. Uma serie de isoxazolinas, a exemplo da estrutura 6, foram sintetizadas e
revelaram uma potente atividade anti tuberculose in vitro, além de uma maior estabilidade

guando comparadas com amidas nitro aromaticas desenvolvidas em uma série anterior. Neste



estudo pode verificar-se, além da ndo insercdo do grupo nitro furano nestes novos compostos,
a aplicacdo do nacleo isoxazolinico como um bioisostero da funcdo amida. Ou seja, mesmo
com a substituicdo de uma funcdo quimica por outra a resposta bioldgica promovida foi
semelhante devido a presenca de atomos com estrutura eletrénica e propriedades fisico-
quimica parecidas (Esquema 1). A molécula 6 destacou-se como bom agente anti tuberculose
apresentando um valor de MICq de 1,56 mg/ mL*,

o 5
Il [
N O
0 @\@/ k/\lfj\ )
e NTTINT g
NP
l R
o}
m N—O
e0 aNO\ 7=
L R

N—O
\/O%)\@N/\\ J©
Y 2

o

6

Esquema 1. Representacdo de derivados isoxazolinicos utilizados como bioisdteros da funcdo amida e

avaliados como agentes anti tuberculose.

A atividade anti cancer de estruturas hibridas de benzodiazepinicos fundidos com o
anel isoxazolina (DBIs)® foi verificada contra a proliferacdo do osteossarcoma LM8G7. Entre
as moléculas testadas, 0 composto 7, nas concentragdes de 1 e 5 uM foi o que inibiu mais
fortemente o desenvolvimento das células de LM8G7 em cerca de 67 e 85%, respectivamente.
Verificou-se tambem a acdo inibitoria desta molécula frente a proliferacdo de celulas de
cancer de mama humano (MDA-MB-231) in vitro na concetracdo de 10 puM. Os resultados do
estudo revelaram que o composto 7 suprimiu completamente a multiplicagdo de MDA-MB-
231 in vitro, em um efeito dose dependente.

Além da propriedade anti-proliferativa o derivado 7 também inibiu a migracdo de

células de LM8G7 e de células cancerosas ovarianas humanas (OVSAHO). Revelando,



portanto, que a atividade do composto 7 em inibir a proliferacdo das células de LM8G7 e de
OVSAHO pode ser comparavel & da cisplatina®® e suramin®’.

Ci

1

Através de um estudo de relacdo estrutura atividade, Kai e colaboradores obtiveram

uma série de derivados isoxazolinicos e verificaram suas poténcias contra o virus A da gripe
humana®. Identificou-se uma forte atividade antiviral, quando na posicdo 5 do anel
isoxazolinico, em alguns derivados, esta presente o grupo tert-butil como substituinte. Nesta
mesma posicdo, os grupos metil, di-etil e fenil apresentaram baixa atividade, sendo que o
grupo fenil mostrou-se citotoxico. Derivados apresentando os grupamentos metila, etila e
isopropila na posicédo alcoxi-imina também exibiram boa atividade antiviral.

Dentre os isbmeros geometricos, obtidos atraves de vias distintas, os isdmeros E foram
mais ativos que os isomeros Z. Nesta serie, 0 composto 8 foi o inibidor mais ativo, com um
valor de ECso de 3 mg/ mL in vitro, apresentando atividade superior a da amantadina e,

portanto, altamente eficaz contra o virus A da gripe humana.
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Kumar relatou a atividade antipsicética e anticonvulsivante de um série de derivados
isoxazolinicos 9 e pirazolinicos 10 testados in vivo nas doses de 30 mg/ kg*. Apesar dos
derivados pirazolinicos mostrarem melhor atividade anticonvulsivante do que os derivados

isoxazolinicos, estes apresentaram valores de inducéo desta atividade entre 40 e 80%.
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Rangappa observou uma significativa acdo inibitéria da enzima fosfolipase A2 (PLA2)
em uma serie de novas imidazolil isoxazolinicas®. A verificacéo da atividade in vivo destes
compostos mostrou que as isoxazolinas 11 e 12 apresentaram-se como bons agentes anti-
inflamatdrios, exibindo atividade comparavel a do acido ursolico utilizado como padrao.

Em outro estudo, Rangappa relatou ainda o composto 12, dentre uma série de novas
imidazolil isoxazolinas, que expressaram potente atividade antif(ingica*'. Este derivado exibiu
valores da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) bastante significativos: 11 e 15 nM,
respectivamente, frente a Aspergilus flavus e Fusarium moniliform, quando comparado com a
nistatina, farmaco padrdo do estudo, que apresentou para 0S MesSMOS MICro-organismos
valores de 27 e 32 nM (CMI), respectivamente. Deste modo, verifica-se que o composto 12
apresentou valor de CMI menor em mais do que a métade daqueles desenvolvidos pela

nistatina, comprovando-se entdo a sua excelente poténcia.

OH

A citocina pro-inflamatdria, fator inibitorio da migracdo de macrofagos (MIF),
desempenha papel fundamenteal na respostas imune e inata. Além de ter sido implicado no
crescimento e na angiogenese de tumores.

Em um estudo realizado por Lorand, uma serie de derivados da isoxazolina 13
mostraram boa atividade inibitoria do MIF (ICsp < 5 uM). Eles foram obtidos variando-se as

substituicdes no anel aromatico e na porcdo éster da estrutura da isoxazolina 13. Os novos
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compostos 14, 15 e 16, também avaliados, apresentaram valores de potencial de inibi¢cdo do
fator de migracao de macréfagos proximo ao da isoxazolina 13 (ICsq abaixo de 7 uM)*.
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Esquema 2. Exemplificagdo das modifica¢Oes estruturais dos derivados da isoxazina 13.

A atividade ectoparasitica da isoxazolina 17 (fluralaner) foi investigada por Gasel em
testes in vitro contra quatro tipos de parasitas de insetos e trés espécies de carrapatos. Os
resultados foram comparados com alguns acaricidas e inseticidas utilizados no mercado*®. No
estudo, o derivado 17 mostrou atividade superior aos compostos fipronil e imidacloprid,
ambos comercializados, quanto a sua atividade de matar pulgas e também mais potente que
todos os compostos de referéncia, quando aplicado em larvas de mosca varejeira e contra
Aedes aegypti. De um modo geral, fluralaner mostrou poténcia superior em comparagdo com
os inseticidas imidacloprid e dieldrin, e também superou a poténcia do fipronil e deltametrina
para a maioria dos artrépodes testados.

Em outro estudo, Ozoe relatou também a isoxazolina 17 como um potente
antiparasitario, apresentando valor de 1Cs, de 455pM™*. Esta molécula atua como um
bloqueador de canais de ions cloreto inibindo a ligagio do GABA ao seu receptor,
demostrando assim atividade contra pulgas de gatos e carrapatos de cdes, comparavel ao

fipronil utilizado comercialmente.
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A 2-isoxazolina 18, em um estudo sobre acdo de alguns compostos inibidores da
biossintese de lipideos em bactérias gram negativas, foi o derivado que apresentou resultado

mais significativo com acéo sobre Escherichia coli®.

O composto 19 destacou-se entre uma série de derivados isoxazolinicos avaliados
quanto a atividades antimicrobiana e antifungica frente as bactérias Echerichia coli,
Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e os fungos Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Penicillium chrysogenum e Fusurium moneliforme tendo, respectivamente,

a penicilina e a griseofulvina como padrdes®.

As atividades antimicrobina e anticoagulante de uma série de novas isoxazolinas foi
relatada por Jannet através da sintese regioespecifica destes compostos*’. Os derivados 20, 21
e 22 apresentaram valores de CIM = 0,03 mg/ mL, bastante expressivos contra Pseudomonas
aeruginosa em relagdo a gentamicina utilizada como droga de referéncia (CIM = 0,5 mg /
mL).

Com relacéo ao o efeito anticoagulante, Jannet destacou os derivados 20 e 23. Eles
foram os que exibiram os maiores efeitos através da medicdo do tempo de tromboplastia

parcial: 111 e 104,5 segundos, respectivamente, para a concentragao de 1000 pg/ mL.
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20,R =H; 21, R =CHj3; 22, R = NO, e 23, R = pirrol
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De Almeida relatou significativas atividades analgésica e anti-inflamatoria de
derivados isoxazolinicos desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa. Dentre 0s componentes
da série destacaram-se os biciclos isoxazolinico piperidinico 24 e isoxazolinico pirrolidinico

25, obtidos através de uma reacgdo de cicloadi¢édo 1,3-dipolar, entre enecarbamatos e N-6xidos
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A avaliagdo da atividade antinociceptiva foi relatada por Reis em uma série de

de nitrila®®.

isoxazolinas-aril-hidrazonas, desenvolvidas também em nosso grupo de pesquisa. Todos 0s
derivados, administrados por via intraperitoneal, na dose de 150 mmol/kg, inibiram
significativamente as contor¢cdes abdominais induzidas por &cido acético em relacdo ao
controle (salina), tendo como padrdo a dipirona. O composto 26 apresentou significativo

percentual de inibicdo (85,8%), muito superior ao padrao utilizado (59,3%)".
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Almeida, ainda em nosso grupo cientifico, verificou a atividade antimicrobiana e
antichagasica de alguns derivados isoxazolinicos. Todos 0s compostos mostraram-se ativos
em baixas concentracbes, com destaque para a nitrofurfuril-hidrazona isoxazolinica p-F
substituida 27, com valores de citotoxicidade de 25 pg/mL e ICsy igual a 1,17 pg/mL,
demonstrando ser mais ativo que o benznidazol (citotoxicidade de 25 pg/mL e ICsq igual a
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1,73 pg/mL), em testes in vitro, além de possuir um alto potencial bactericida (halo de

inibicdo em média 20 mm)*°.
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A cicloxigenase (COX), enzima envolvida na bioconversdo do &cido aracdénico em
prostaglandinas e tromboxanos, apresenta duas isoformas a COX-1 e a COX-2°1. Muitos anti-
inflamato6rios por ndo serem seletivos a uma destas isoformas ocasionavam varios efeitos
adversos que s6 foram minimizados com a descoberta de agentes seletivos para a COX-2,
como o celecoxib® e o rofecoxib®.

Sendo assim, uma serie de vinte isoxazolinas estruturalmente semelhantes ao
composto 28 foram sintetizadas a partir de um estudo de Relagdo Quantitativa de Estrutura
Atividade (QSAR) e verificadas as suas potenciais atividades anti-inflamatérias®. A maioria

dos derivados apresentou atividade superior ao farmaco ibuprofeno in vivo.

2.1.2 — Meétodos de obtencéo de 2-isoxazolinas

Existem varias metodologias utilizadas para a formacdo de compostos ciclicos. Chama
atencdo as adicdes alddlicas™, que ocorrem de forma intramolecular. De outra forma,

partindo-se de duas espécies diferentes tem-se uma grande utilizacdo, principalmente, da
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reacdo de Diels-Alder e da cicloadi¢do 1,3-dipolar para formacéo, respectivamente, de anéis
de 6 e de 5 membros.

Sendo assim, por meio da reacédo de cicloadi¢do 1,3-dipolar é possivel sintetizar o anel
de 5 membros 2-isoxazolina. Atualmente este método vem sendo um dos mais utilizado para
este fim®®. Seguindo este procedimento, Santos e colaboradores obtiveram dezoito derivados
espiroisoxazolinicos oxindoles 29 com diferentes substituintes nos anéis aromaticos

(Esquema 3)°’.

aldeido

3-metileno-indolin-2-ona

a- NH,OH.HCl, Na,C03, H,0, refluxo. b— NCS, piridina, CHCL;. ¢- Et;N, CHCL,;, refluxo.

Esquema 3. Sintese de espiroisoxazolinas oxindoles através da cicloadigéo 1,3-dipolar.

Os derivados estruturalmente semelhantes ao composto 29 foram sintetizados com
rendimentos entre 43 a 76% através da cicloadi¢do entre o 3-metileno-indolin-2-ona e 0s
oOxidos de nitrila, sendo estes espécies 1,3-dipolar obtidas in situ na presenca de trietilamina
(etapa c). As aldoximas foram preparadas a partir de seus aldeidos correspondentes (etapa a)
e, depois elas foram tratadas com N-cloro succinimida (NCS) para formacéo dos cloretos de
hidroxiiminoilas (etapa b).

No estudo bioldgico foram avaliadas as atividades anti cancer destes agentes como
inibidores da interacdo entre uma proteina antiproliferativa (p53) e o seu agente inibidor,
murine double minute-2 (MDM2)*, onde alguns dos compostos apresentaram atividades
bastante significativas.

A cicloadigdo 1,3-dipolar também foi empregada por Argyropoulou com um meio de

se obter analogos isoxazolinicos de nucleosideos (Esquema 4)*°. A reacdo ocorre entre um
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oxido de nitrila, obtido in situ a partir de uma aldoxima, com o alqueno 30, etapa a, formando
a 2-isoxazolina 31 com rendimento de 92%. Na etapa b, utiliza-se o NaH em
dimetilffomamina (DMF), promovendo-se uma substituicdo nucleofilica que inseriu o
nucleosideo correspondente em lugar do grupo de saida para obtencdo do composto 32a. No
estudo ainda realizou-se a obtencdo dos derivados hidroxilados 32b através de um
procedimeto de hidrélise bésica (etapa c).

B&:N OH ——» | Br—=N-06 ) LI

o —» | B——=N— — > Br /

/ '4\,J\\,000Ph R‘4;/J\\/oooph
Oxido de nitrila [‘ 31 32

! c

OCOPh
7 % N
~0
N 0
: I CH 2
N
NN HN HN 3
R= || | ) | |
kN’ N\ OA\N O)\N
|

a — K,CO;, EtOAc, t.a, 24h (92%); b — R, NaH, DMF, 90°C, 3 dias, 60-70%; ¢ — KOH,
MeOH/H,0, t.a, 10h, 85-90%.

Esquema 4. Sintese de analogos isoxazolinicos de nucleotideos através da cicloadi¢ao 1,3-dipolar.

Kim e Chang® relataram o desenvolvimento de um novo método para a sintese de 2-
isoxazolinas atraves do tratamento de esteres alilicos com tetrafluoroborato de nitrosénion
(NOBF,4) em acetonitrila a - 23 °C (Esquema 5).

X
A O X NOBF, A o
hig CHCN,-23°C | Y
O (o) o

X=H; CI-&Br, Me e CH,O,CAr

Esquema 5. Sintese de 2-isoxazolina a partir de ésteres alilicos.
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A obtencdo do anel isoxazolinico é explicada por Kim e Chang através da formacéo de
um intermediario que surge pela adigdo do cation NO* a ligagdo dupla C=C e, consequente
estabilizacdo da carga pelo grupo carbonila do éster. Posteriormente, ocorre a protonacdo do
oxigénio do NO ao mesmo tempo em que um hidrogénio é capturado da estrutura e assim
ocorrendo um deslocamento do par eletronico em dire¢éo ao oxigénio da hidroxila.

A ressonancia existente entre os atomos de oxigénio do anel de cinco membros (ion
oxonium) faz com que surja no carbono 5 do mesmo uma certa deficiéncia eletrénica que é
corrigida pelo ataque nucleofilico do grupo hidroxila nesta posi¢cdo e, consequentemente
promovendo a clivagem da ligagdo C-O do anel para obter-se a 2-isoxazolina.

Observa-se que o ataque ao carbono 5 do anel ocorre pelo grupo hidroxila ao invés do
nitrogenio pelo fato do oxigénio estar localizado em uma distancia que permite um ataque
mais favoravel ao surgimento de um novo anel com geometria mais estavel do que se
ocorresse por um ataque do par eletronico do nitrogénio. Ao mesmo tempo, durante a quebra
do anel e deslocamento do par eletrénico para o oxigénio a funcdo éster é restabelecida e

forma-se entdo o anel isoxazolinico (Esquema 6).

o /\NO' ..z/w NO @O
)l\o/\%\x e N)J\o/\/éx — A

@®

X N =
D > I
\ @ X
N o f6)
o} . - -~ H
Og ~ g/ﬂ
S - Ao N/LO A__ g
l L
X
Rae
o<
o ’ X=H, CH,Br, Me e CH,0,CAr

Esquema 6. Mecanismo de formagio de 2-isoxazolina através da adicéo do cation NO™,
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Pihko em um estudo preparou uma série de derivados 2-isoxazolina substituidos na
posicdo 5 do anel isoxazolinico através do desenvolvimento de um novo método catalitico®.
Oximas foram tratadas com aldeidos o, B-insaturados na presenca de um sal de anilina

utilizado como catalizador apresentando rendimentos de 55 a 86% (Esquema 7).

Esquema 7. Sintese de 2-isoxazolina através de método catalitico com sal de anilina.

Uma reagdo de oximacao e ciclizacdo foi descrita por Moscher® para obtencéo de 2-
isoxazolinas. Cetonas [, y-insaturadas foram tratadas na presenca de cloridrato de
hidroxilamina e hidroxido de s6dio, apresentando rendimentos entre 30 e 63% (Esquema 8).

o] N—O
NH,OH.HCI /
RM NaOH > R/U\
CH,CH,OH/ H,0

Esquema 8. Sintese de 2-isoxazolinas através da reacdo de oximacao/ ciclizacao.

Esta reacdo inicia-se com a protonagdo da carbonila da cetona B, y-insaturada
(Esquema 9). Isto promove a ativacdo da carbonila e, consequentemente um ataque
nucleofilico a mesma pelo nitrogénio da hidroxilamina, havendo deslocamento eletrénico em
direcdo ao oxigénio da ligagdo C=0.

Em seguida ocorre a protonacgéo da hidroxila ao mesmo tempo em que a base existente
no meio promove a captura do préton do nitrogénio, promovendo um deslocamento do par
eletronico e entdo eliminando agua.

Posteriormente acontesse uma segunda captura de um proton do nitrogénio carregado
positivamente. Depois acontesse um ataque da hidroxila a ligagdo C=C e com a captura e

doacdo de préton da estrutura resultante, forma-se o nucleo 2-isoxazolina.
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o ® Hoss r
RSN A o) N
H’I\H/\
H,N-OH OH O l
4\ AcO™

®_H
N—0O N—O

_OH
N
R/&)\ R/{)\CH'\ RM
H

2 +

Esquema 9. Mecanismo de formacdo de 2-isoxazolina a partir de cetonas B, y-insaturada com hidroxilamina.

2-isoxazolinas foram utilizadas por Merlo como intermediarias da sintese de isoxazois
3,5-dissubstituidos (Esquema 10). Para a sintese das isoxazolinas ele partiu de aldeidos
aromaticos p-substituidos, transformando-os nas suas respectivas oximas usando
hidroxilamina e das oximas obtidas ele realizou a formacéo dos cloretos de hidroxiiminoila
com NCS. Apds isto, promoveu a reacdo destes com estirenos aromaticos p-substituidos e

consequente formacéo das 2-isoxazolinas 3,5-dissubstituidas®.

1.NH,OH.HCI
Ot HO/EtOH
2. NCS, py, DCM

_—

Na,CO,

R

Esquema 10. 2-isoxazolinas utilizadas como intermediarios na sintese de isoxazois 3,5-dissubstituidos.
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2.1.3 - Cicloadicéo 1,3-dipolar

A cicloadicdo é um tipo classico de reacdo quimica periciclica® utilizada para a
formacgédo de compostos ciclicos. Estas reacdes incrementaram a funcionalizacdo de muitas
estruturas organicas através da insercio de heteroatomos e formacao de cicloadutos®.

As reacdes de cicloadicdo ocorrem pela sobreposicdo dos orbitais moleculares de
fronteira de duas espécies envolvidas através de seus elétrons 7, desfazendo-se duas ligacOes
7 e originando duas novas ligacdes sigma®. Quando concertada®’ a cicloadicéo passa apenas

por um estado de transicdo durante a obtencdo do ciclo, sem a formagdo de intermediarios

(Esquema 11).
_- T
IB/( / Z BI'__‘.(“\ B—"(
+ — |! —Z — —Z
L L
1,3-dipolo dipolardfilo cicloaduto

Esquema 11. llustragdo geral de uma reacdo de cicloadicdo, passando pelo estado de transicéo.

O conceito de cicloadicdo primeiramente foi descrito por Smith em 1938°%. Depois,
por volta de 1960 Huisgen e colaboradores aprimoraram 0s estudos sobre esta reacéo,
desenvolvendo também a compreensdo do mecanismo concertado das reacGes de
cicloadicao®.

Chama atencdo as reacdes de cicloadicdo do tipo 1,3 dipolar, muito atil na sintese de
anéis heterociclos de cinco membros, como o anel isoxazolina, por exemplo™. Estas reagoes
ocorrem geralmente entre um alqueno ou alquino (dipolarofilo) e uma estrutura zwitteridnica
denominada 1,3-dipolo.

A espécie 1,3-dipolar pode ser classificada, seqgundo Huisgen™, em duas categorias:
uma isoeletrénica com o anion alila e outra isoeletrénica com o anion propargila/ alenila de

272

acordo com a hibridizagcdo do atomo central que pode ser sp ou sp *“ (Figura 4). Alguns

destes compostos devido a sua instabilidade necessitam ser gerados in situ durante a reacéo.
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Figura 4. Principais estruturas isoeletrdnicas dos anions alenila e alila.

20

Na estrutura do 1,3-dipolo estdo presentes quatro elétrons 7 distribuidos, através de

seus orbitais p, por trés atomos e apresentando estruturas de ressonancia que indicam a

localizacdo da carga do dipolo (Figura 5)”. Desta forma, a cicloadicdo 1,3-dipolar é

conhecida também como uma reacdo do tipo [3 + 2] por envolver 3 atomos da espécie 1,3-

dipolar e 2 atomos do dipolardéfilo, participando entdo um total de 6 elétrons durante a

formacéo do cicloaduto.

Estruturas do tipo &

+
b ¥
34 \C:

¥

.

(¢

Estruturas do tipo &nion propargila

nion alila

-

-

Figura 5. Estruturas de ressonancia e os orbitais p da espécie 1,3-dipolar do tipo alila e propargila.

A teoria mais bem aceita, atualmente, para explicar a formacédo de cicloadutos através

das reacGes de cicloadi¢do 1,3-dipolar € a que envolve os Orbitais Moleculares de Fronteira

(FMO) com racionalizagdes da mecanica quantica’.
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Nesta teoria sdo levadas em consideracdo as energias potenciais dos orbitais atbmicos
envolvidos™. A menor diferenca de energia potencial existente entre o Orbital Molecular
Ocupado de Maior Energia (HOMO) e o Orbital Molecular VVazio de Menor Energia (LUMO)
das espécies 1,3-dipolar e do dipolarofilo envolvidas é responsavel pela formacdo de um
ndcleo estavel denominado cicloaduto.

De um modo geral as cicloadi¢Bes envolvendo espécies dipolares como os 6xidos de
nitrila apresentam uma grande regiosseletividade, o que é influenciado pelos substituintes
presentes tanto nas espécies 1,3-dipolar quanto no dipolaréfilo. Estes substituintes, doadores
ou retiradores de elétrons, participam diretamente nas energias dos orbitais de fronteiras o que
auxilia no entendimento da reatividade e seletividade destas reagdes.

As reacdes de cicloadicdo, segundo Sustmann’®, podem ser classificadas de acordo
com a diferenca de energia existente entre os orbitais das espécies envolvidas em HO-
controladas, quando ocorre entre 0 HOMO do 1,3-dipolo com o LUMO do dipolaréfio; HO-,
LU-controladas, quando envolve 0 HOMO ou LUMO de ambas as espécies, 1,3-dipolar e do
dipolaréfilo e a do tipo LU-controladas, ocorrendo entre o LUMO do 1,3-dipolo com o
HOMO do dipolaréfio (Figura 6).

A
dipolo dipolaréfilo | dipolo dipolardfilo | dipolo  dipolardfilo

L E i S P

HO controlada HO, LU controlada LU controlada

Figura 6. Classificacdo de Sustmann das reacdes de cicloadicdo através dos orbitais de fronteira.
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2.1.4 Antimicrobianos e sua penetracao tecidual

Para que os antimicrobianos exercam o seu efeito terapéutico € preciso que eles
alcancem os locais de infeccfes em concentrages suficientes para destruir ou inativar os
micro-organismos através de sua acdo bactericida ou bacteriostatica, respectivamente. Sendo
necessario, portanto, estarem em sua forma livre para atravessarem as membranas celulares e
interagir com os agentes patdgenos’’.

Muitos farmacos utilizam um processo de difusdo passiva envolvendo um gradiente de
concentragdo para atravessarem membranas e exercerem o0s seus efeitos nos tecidos.
Entretanto, alguns deles por interagirem mais fortemente com determinadas proteinas
plasmaticas tem o processo dificultado, o que acaba diminuindo a quantidade de farmaco livre
e consequentemente menor sera o seu efeito terapéutico’®.

Além disso, alguns outros fatores relacionados ao tecido infectado podem influenciar
na distribuicéo tecidual e na eficiéncia dos agentes antimicrobianos. Por exemplo, a presenca
de enzimas bacterianas, circulacdo sanguinea modificada, pH local e baixas concentracdes de
oxigénio, assim como também fatores relativos ao farmacos e as suas caracteristicas fisico-
quimicas: o coeficiente de difusdo, a lipossolubilidade, o transporte ativo do farmaco e a via

de administracéo contribuem para uma modificag&o na distribuicdo do mesmo® .

2.1.5 Principais fatores que afetam a penetracao tecidual dos antimicrobianos

Fatores relacionados ao farmaco e a via de administracao

Todos os processos relacionados as etapas da farmacocinética (absorgéo, distribuicdo,
metabolismo e excre¢do) de um medicamento envolvem membranas celulares. Portanto, €
fundamental conhecer todas as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco para que se possa
escolher a melhor via de administracdo e a forma farmacéutica, nos estudos de formulacéo, do
antibidtico a ser utilizado. Pois, a depender da via a ser administrado, o farmaco poderéa sofrer
uma pré-metabolizacdo antes de atingir o alvo desejado. Logo, através do estudo fisico-
quimico do mesmo é possivel conhecer a influéncia que cada uma destas fases
farmacocinéticas exercera sobre o ele e consequentemente em sua velocidade de absorcéao e

na biodisponibilidade do farmaco®.
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Caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos

A alta solubilidade lipidica ou em &gua sdo fatores importantes na penetracdo de
antibiéticos nos tecidos e na passagem deles para dentro das células®.

A relacdo hidrossolubilidade/ lipossolubilidade depende do grau de dissociacdo do
farmaco (pKa) e do seu coeficiente de particdo. A maioria dos antibidticos é constituida por
acidos ou bases orgéanicas de baixa massa molecular e a depender do valor do pKa do
antibiético e do pH sanguineo, ele terd uma maior ou menor penetracéo tecidual®.

Portanto, a avaliacdo das caracteristicas de solubilidade dos antibiéticos é de grande

importancia na escolha da terapia adequada para o tratamento de determinadas infeccdes.

Ligacdo a proteinas

A ligacdo as proteinas plasmaticas constitui um dos fatores mais importantes na
determinacdo da penetracdo tecidual de antimicrobianos. A ligacdo entre o farmaco e a
proteina deve ser reversivel, servindo assim como um transportador e, formando um
equilibrio entre a fracdo livre e a fracdo ligada. A fracdo livre € capaz de atravessar 0s
capilares sanguineos e interagir com 0s micro-organismos, sendo responsavel pela acdo
farmacoldgica, enquanto que a fracdo ligada ndo consegue atravessar as membranas e

funciona como um depésito dindmico dos farmacos na corrente circulatoria®.

Fatores relacionados ao local de infeccéo

A vascularizacdo sanguinea no local da infeccdo é um aspecto relevante para
penetracdo dos farmacos. Logo, o comprometimento tecidual decorrente de lesdo, a
modificacdo do pH e alteracbes da permeabilidade vascular devido ao um processo
inflamatorio, assim como a presenca de micro-organismos no local, sdo alguns dos fatores que
influenciam no aporte sanguineo dos tecidos e consequentemente na acdo dos agentes

antimicrobianos em fungao de toda mudanca no local de ag&o® .
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3.0 OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral
Ampliar a aplicacdo sintética para obtencdo de novos compostos bioativos derivados da
estrutura do heterociclo 2-isoxazolina[5,4-d]pirrolidina (Figura 7), com variagdes estruturais

nas posicdes 3 e 6 do mesmo, bem como verificar suas potenciais atividades antimicrobianas.

Figura 7. Estrutura basica do heterobiciclo 2-isoxazolina[5,4-d]pirrolidina.

3.2 — Objetivos especificos
Sintetizar as isoxazolinas biciclicas-pirrolidinicas aril-substituidas na forma de bases livres e

seus respectivos sais na forma de cloridratos;

Promover a purificacdo e determinacdo de propriedades fisico-quimicas dos compostos

sintetizados;

Elucidar as estruturas das novas substancias através de técnicas espectrométricas RMN de *H
e 3C (1D), Infra-vermelho (IV-FT) e Massas de Alta Resolucdo (HRMYS);

Determinar as atividades antimicrobianas de todos os compostos sintetizados, comparando as

isoxazolinas na forma de bases livres com seus sais de cloridratos.
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4.0 METODOLOGIA

4.1 Parte quimica:

Neste estudo planejou-se a obtencdo de isoxazolinas biciclicas aril substituidas na
forma dos cloridratos 46 (Esquema 12). Buscando-se, deste modo, facilitar a solubilidade
destas moléculas em agua e assim verificar as suas potenciais atividades antimicrobianas,
tendo em vista a baixa solubilidade de muitos farmacos empregados em meio aquoso para
esta finalidade.

Utilizou-se uma rota sintética onde enecarbamatos endociclicos de cinco membros 41
e 43, foram utilizados como intermediarios importantes. Os enecarbamatos foram obtidos a
partir da acilacdo do trimero da 1-pirrolina 40 com o dicarbonato de di-tect-butila (Boc) ou
com o cloroformato de benzila (Cbz), ambos utilizados como grupamentos protetores (etapas
2a e 2b, respectivamente). Subsequentemente realizou-se a cicloadicdo 1,3-dipolar entre os
enecarbamatos e os cloretos de hidroxiiminoila aril substituidos, que in situ convergem-se nos
N-6xidos de nitrila 37 (etapa 3). Estes reagem com o enecarbamato formando os cicloadutos.

Os substituintes da porcéo aril dos cloretos de hidroxiiminoilas apresentam diferentes
comportamentos eletrdnicos no anel aromatico, sendo alguns doadores de elétrons e outros
retiradores de elétrons, o que influencia diretamente em suas propriedades quimicas e
possivelmente bioldgicas.

As isoxazolinas na forma de bases livre 45 poderiam, em principio, ser obtidas através
da hidrélise do cicloduto 42 e da hidrogendlise do cicloaduto 44, para posteriormente serem
convertidas nos seus respectivos cloridratos 46. Outra possibilidade seria a obtencdo dos
cloridratos 43, através de uma reacdo de hidrogendlise em meio &cido, sendo que posterior

neutralizacdo poderia levar as isoxazolinas 45, na forma de bases livres.



R=F, Cl, CH,
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Esquema 12. Rota sintética de obtencéo dos cloridratos de isoxazolina aril substituidos 46 e de suas bases livres

em N6 45.
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4.2 Parte biologica:

A andlise da atividade antimicrobiana das isoxazolinas aril substituidas na forma de
base livre em N6 e de seus respectivos sais de cloridratos foi realizada seguindo-se 0 metodo
de difusdo em disco, também conhecido como ensaio de difusdo, desenvolvido por Bauer®.
Este método avalia a sensibilidade ou a resisténcia do micro-organismo frente ao antibiotico
testado.

Neste estudo foram utilizadas cepas provenientes da colecdo de micro-organismos do
Departamento de Antibidticos da UFPE, sendo escolhidas entre espécies gram positivos e
gram negativos, as seguintes:

Staphylococcus aureus (Gram-positivo) — DAUFPE 01

Micrococcus luteus (Gram-positivo) — DAUFPE 06

Bacillus subtilis (Gram-positivo) — DAUFPE 16

Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativo) — DAUFPE 39

Micobacterium smegmatis (&lcool acido resistente) - DAUFPE 71

Enterococcus faecalis (Gram-positivo) — DAUFPE 138

Escherichia coli (Gram-negativo) - DAUFPE 224

Serratia marcescens (Gram-negativo) — DAUFPE 398

Os compostos 45a-c e 46a-c, foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana,
através da verificacdo da inibicdo do crescimento dos micro-organismos em placas de difusédo
com 9 cm de diametro. Todas as amostras foram realizadas em duplicata e tendo como padréo
a ampicilina.

Foram utilizados 8 mg de cada composto e disolvidos em 0,27 mL de dimetilsulféxido
(DMSOQO). Desta amosta retiraram-se uma pequena quantidade de 10 pL para embebecer os
discos de difusdo que ficaram com uma concentracdo de 300 pg de cada substancia apds
secar. Estes, em seguida, foram inseridos cuidadosamente nas placas contendo os meios de
culturas com o micro-organismo a ser analisado e, previamente acomodado.

Posteriormente, foram acondicionados em estufa por tempo e temperatura suficientes
para o desenvolvimento dos micro-organismos. Decorridos 0 tempo necessario, registrou-se
entdo os valores observados na leitura dos diametros dos halos de inibicdo observados, em

milimetros (mm).
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Parte quimica

5.1.1 — Sintese do trimero da 1-pirrolina 40

O trimero da 1-pirrolina 40 foi obtido através da oxidagdo catalitica da pirrolidina 38,
pelo perssulfato de sodio, em meio basificado com NaOH e catalisado pelo AgNO;. Neste
processo forma-se um mondmero 39, que devido a sua grande reatividade trimeriza e forma o

seu respectivo trimero 40% (Esquema 13).

Na,S,0, 25%

NaOH(aq) N
{ \ AgNO, _ / /E
N H,0,0°C N N
|
: )

38 39 40

Esquema 13. Sintese do trimero da 1-pirrolina.

5.1.2 — Obtenc¢do dos N-0xidos de nitrila 37

Os N-oOxidos de nitrila foram obtidos através de trés etapas que foram otimizadas, neste
estudo, em relacdo ao método usualmente utilizado em nosso laboratério® *°. O procedimento
parte de benzaldeidos p-substituidos 34a-c, disponiveis comercialmente. Estes séo
convertidos em suas respectivas benzaldoximas 35a-c com posterior formacéo dos cloretos de

hidroxiiminoilas 36a-c que in situ convergem-se nos N-Oxidos de nitrila 37a-c (Esquema 14).

©
?
O H H N Cl N IN®
—~ TOH ~ TOH Il
insitu
e e —_—
R R R R
34a-c 35a-c 36a-c 37a-c
R=F, Cle CH,
quando a=F; b=CI; c= CH,

Esquema 14. Obtenc¢do dos N-Oxidos de nitrila a partir dos benzaldeidos em sucessivas etapas.
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5.1.2.1 — Sintese das benzaldoximas p-substituidas 35
As benzaldoximas p-substituidas 35a-c foram obtidas através de duas metodologias

que foram aplicadas neste trabalho. Em ambos os métodos foi utilizado o cloridrato de
hidroxilamina e os benzaldeidos p-substituidos 34a-c como reagentes.

O primeiro método, tradicionalmente utilizado e, exemplificado no esquema 15 foi
aplicado em trabalhos recentes do nosso grupo de pesquisa. Consiste na formacdo das
benzaldoximas a temperatura ambiente em uma mistura de solventes (THF/MEOH/HO —
2:1:1) por um periodo de 24 horas sob forte agitacdo na presenca do acetato de sodio anidro,

utilizado como base

Hidroxilamina
Acetado de sodio

24 h, ta.

R  34a<c R 35a-c

R=F, Cle CH,
quando a= F; b= Cl; c= CH,

Esquema 15. Obtengdo das benzaldoximas através do método tradicional.

Outra metodologia para obtencdo das benzaldoximas também foi empregada neste

trabalho (Esquema 16).

o) H H N.
~ OH

Hidroxilamina
. >
30 min, ultra-som.

R 34a-c R 35a-c

R=F,Cle CH3
quando a= F; b= Cl; c= CH,

Esquema 16. Obtencdo das benzaldoximas via ultrassom.
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Neste segundo método foi utilizado um aparelho de ultrassom, promovendo a
formacdo dos produtos desejados 35a-c apds 30 minutos de sonicagdo dos aldeidos
dissolvidos junto com hidroxilamina em etanol®. Este método apresentou rendimentos
excelentes que sdo exemplificados de maneira comparativa com os rendimentos obtidos pelo

método tradicional na tabela 1.

Substituinte Rendimento Rendimento Tempo de reagdo
método tradicional | método ultrassom | Met. tradicional | Ultrassom
F 97% 91% 24 horas 30 min
Cl 93% 88.2% 24 horas 30 min
CH;s 95% 90% 24 horas 30 min

Tabela 1. Comparacéo dos rendimentos da sintese das benzaldoximas obtidas pelo método tradicional e através
do ultrassom.

A sonoquimica, ou seja, 0 uso da radiacdo ultrassénica em rea¢fes quimicas vem
sendo cada vez mais utilizada e, portanto, relatada na preparacdo de uma variedade de
materiais em funcdo do uso mecanico das ondas do ultrassom quando se propagam no meio.
Isto acontece devido ao fenbmeno da cavitagdo em que ocorre a formacdo, crescimento e
colapso de microbolhas em um determinado meio, ocasionando sucessivos ciclos de
compressdo que podem entrar em colapso violentamente liberando grandes quantidades de
energia em torno dessas microbolhas®.

A energia gerada durante a implosdo destas microbolhas é estimada pela teoria do
“hot-spot” que atinjam temperaturas de até 5000K e também altas pressdes atomosfericas
durante os colapsos fazendo com que estas reacdes acontecam de forma bastante rapidas®™.

Em alguns estudos Li e colaborares comprovaram tanto um aumento no rendimento
das reagdes assim como uma diminuicdo no tempo das mesmas quando utilizou o ultrassom.
Por exemplo, ele obteve um rendimento de 87% na eterificacdo de 2-metoxi-benzaldoxima
com brometo de benzila catalisada pelo cloreto benzil-dimetil-tetra-decil-amonio em agitacdo
durante 30 minutos. Quando realizou esta mesma reagdo, porém, sob a ac¢éo do ultrassom, no
mesmo intervalo de tempo, obteve 94% de rendimento™.

Em outro estudo, assim como fizemos neste trabalho, Li e colaboradores procederam a
sintese de oximas por dois métodos, sendo um destes através da sonicagdo. Ele obteve para

uma determinada oxima um rendimento de 89,7%, realizando-a em refluxo por 4 horas na
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presenca de Na,SO,4 em etanol. De outro modo, as oximas puderam ser obtidas pela utilizacéo
do ultrassom durante 15 minutos entre 25 e 35 °C alcancando rendimentos de 94,6%.
Comparando-se entdo o método tradicional e o do ultrassom empregado em nosso
estudo, percebemos que os rendimentos pelo primeiro foram numericamente maiores do que
aqueles com o uso do ultrassom e, que mesmo assim também foram excelentes. No entanto,
este propiciou um tempo reacional bem menor, além de consumir uma menor quantidade de

reagentes, demonstrando assim uma grande vantagem sobre o método tradicional.

5.1.2.2 — Sintese dos cloretos de hidroxiiminoilas 36

Cl N._
a2 “OH ~ ~OH
NCS
py 6% em hexano

1,5h/ta.
R 35a-c R 36a-
R=F, Cle CH,
quando a= F; b= ClI; c= CH,

Esquema 17. Obtencéo dos Cloretos de Hidroxiiminoilas.

Os cloretos de hidroxiiminoila 36a-c, usados nas reacGes de cicloadicdo como
precursores dos N-Oxidos de nitrila, foram obtidos através da cloracdo das benzaldoximas
35a-c (Esquema 17). Empregou-se como agente de cloragédo o N-clorosuccinimida (NCS), e
uma soluco de piridina como catalisador na concentracio de 6% em hexano®’. O mecanismo
de reacdo das cloracdes das benzaldoximas foi esquematicamente proposto por Marques®® —
em outro estudo realizado em nosso grupo de pesquisa — conforme exemplificado no

Esquema 18.
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Esquema 18. Proposta de mecanismo de formagao dos cloretos de hidroxiiminoilas com a utilizacdo do NCS.

A formacdo dos cloretos de hidroximinoilas foram etapas que exibiram bastantes
complicacdes devido a rapida degradacdo dos mesmos. Sendo, portanto, consideradas como
limitantes para o andamento do projeto. Estas reacGes necessitaram de grandes cuidados
visando a otimizacdo do processo, 0 que envolve vidrarias e solventes devidamente secos,
além do controle da umidade durante a reagdo. Pois, devido a alta reatividade destes
compostos, observou-se em alguns procedimentos, através de cromatografia em camada
delgada (CCD), o surgimento do dimero dos cloretos de hidroxiiminoilas. Neste evento duas
espeécies idénticas reagem entre si através de seus orbitais de fronteira formando um nucleo

oxadiazol (Esquema 19), comum para alguns precursores de N-6xidos de nitrila®.

R=F, Cle CH,
quando a= F; b= Cl; c= CH,

Esquema 19. Proposta de formacdo do dimero dos N-dxidos de nitrila.



36

No inicio deste trabalho, era observada através de CCD, a formacdo de muitas
impurezas, além do dimero, durante estas reacdes de cloracdo. A cicloadigdo, inicialmente,
era programada subsequentemente a reacdo de formacdo dos cloretos de hidroxiiminoilas,
pois ndo conseguiamos armazena-los devido a sua rapida degradacéo.

Posteriormente, com um melhor dominio sobre este procedimento, observamos que
apos a completa remocéo do solvente da reacdo, os cloretos de hidroxiiminoilas mostravam-se
solidos. Desta forma, foi possivel armazena-los por cerca de 2 dias, sem ocorrer a formacéo
de subprodutos. Esse tempo de degradacdo foi aumentado para uma semana, quando
guardamos os cloretos de hidroxiiminoilas dissolvidos em diclorometano e, contendo como
agente dessecante, o sulfato de sddio anidro. Acreditamos que houve uma contribui¢do na
estabiliade dos cloretos de hidroxiiminoilas pelo fato de estarem dissolvidos em um solvente
aprotico na presenca de um agente secante, evitando assim futuros eventos degradativos que

eram observados quando armazenados de outras formas.

5.1.3 — Obtencédo dos enecarbamatos endociclicos 41 e 43.

Os enecarbamatos endociclicos sdo materiais importantissimos utilizados com muita
frequéncia em nossas rotas sintéticas. Eles apresentam perfis bem caracteristicos quanto a seu
modo de deteccdo durante as reacGes em que estdo envolvidos. Facilmente sdo identificados
através da observacdo em cromatografia em camada delgada pelo seu Rf através da radiacédo
ultravioleta no comprimento de onda de 254 nm e, principalmente utilizando o iodo como
revelador.

A formacéo dos enecarbamatos inicia-se a partir da destrimerizagdo do trimero 40 em
seu respectivo monémero 39. Isto foi possivel através da exploracdo de dois métodos

utilizados neste trabalho: o fornecimento de calor ou a sonicagédo (Esquema 20).
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Esquema 20. Rota de obtencéo dos enecarbamatos endociclicos 40a e 40b.

Devido a grande reatividade do monémero 39, facilmente ele reage com os agentes
acilantes (boc ou cbhz) através do seu nitrogénio heterociclico. Pelo método tradicional
empregando calor a formacdo do enecarbamato ocorre através de uma reagao em refluxo por
um tempo maior para ser formado, quando comparamos com 0 uso da sonicagao.

Diante da utilizacdo do ultrassom foi possivel diminuir o tempo de reacdo, além de
utilizar-se o trimero em seu estado bruto. Entretanto, empregando-se esta metodologia e com
o trimero co-destilado foi possivel alcancar valores maiores de rendimentos.

A metodologia na qual se utilizou o ultrassom ndo foi empregada na sintese do
enecarbamato 41 devido falta de estudos prévios sobre o comportamento dos reagentes
envolvidos quando submetidos a sonicacdo. Dessa forma preferiu-se aplicar, na formacdo do
enecarbamato 41, a metodologia anterior na qual a destrimerizacdo foi realizada através do
aquecimento e com a co-destilacdo do trimero em THF. Por esta razdo € exemplificado na

tabela 2, apenas a comparagdo dos métodos utilizados na sintese do enecarbamato 43.

Metodo Preparo da reacéo Tempo Rendimento
Aquecimento Co-destilacdo do trimero 4 horas Cbz - 67%
Sonicacéo Trimero bruto 1,5 horas Cbz - 50%

Tabela 2. Comparacdo dos métodos empregados para a obtengdo do enecarbamato endociclico de cinco

membros 43.
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Deste modo, levando-se em consideracdo o fato de utilizar-se o trimero em seu estado
bruto e com uma acentuada diminui¢do no tempo de reacdo, consideramos que vale a pena
investir no uso do ultrassom, mesmo que ainda apresente um rendimento um pouco inferior
ao do método tradicional. Além do mais, através do aperfeicoamento da técnica empregada,
poderemos, talvez, alcancar rendimentos ainda maiores do que aqueles obtidos pelo método

usualmente utilizado.

5.1.4 — Obtenc&o das isoxazolinas biciclicas-pirrolidinicas aril-substituidas na forma de
base livre em N6 45 e dos seus respectivos sais de cloridratos 46.

Pretendeu-se utilizar uma nova rota de sintese visando obter os compostos 45 e 46, a
fim de verificar os seus perfis de solubilidade nos testes bioldgicos. Utilizaram-se duas rotas
paralelas que partem de enecarbamatos endociclicos distintos 41 e 43. Em seguida, através da
reacao de cicloadicdo 1,3-dipolar entre os respectivos enecarbamatos endociclicos com os N-

oxidos de nitrila 37 foram obtidos os cicloadutos 42 e 44 (Esquema 21).

Sol. NaHCO; 5y

0 tf o

—
N X‘ R R
42
4_ N
w /7 \
X H H H i
I - i Jei
N 46

43 ﬂ

—

—

Hidrogenélise
Pd/H*

R=arila

Esquema 21. Rota de obtencéo dos derivados isoxazolinicos aril substituidos na forma de base livre em N6

e de suas formas de cloridratos.
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Verificou-se ao longo da pesquisa que por fatores que serdo discutidos posteriormente,
ndo estava sendo possivel obter o composto 45, com seu nitrogénio N6 livre, partindo-se das
duas rotas de sintese utilizadas. Buscou-se entdo uma readequacdo da metodologia
empregada, realizando entdo o procedimento da hidrogenolise em meio &cido e pdde se obter

deste modo os respectivos cloridratos a partir do cicloaduto 44.

5.1.5 — Cicloadicdo 1,3-dipolar entre os enecarbamatos endociclicos 41 e 43 com 0s N-

oxidos de nitrila 37.

- —_
0 R
Cl /N\OH I)@
N
R
) R N
o)\o TEA, CHCI, 07 0
\Rl ~N Rl
R=F, CleCH,
41-R! =t-Bu 42-R'=t-Bu
43 -R! =CH,Bn 44-R! =CH,Bn

Esquema 22. Cicloadi¢do 1,3-dipolar entre os encarbamatos endociclicos e os N-6xidos de nitrila.

Neste estudo realizou-se a cicloadi¢do 1,3-dipolar entre os enecarbamatos endociclicos
com os N-oxidos de aril nitrila. Estes sdo provenientes dos cloretos de hidroxiiminoilas 36 e
formados in situ na presenca da trietilamina utilizada como uma base (Esquema 22). O
procedimento da cicloadigdo seguiu 0 mesmo anteriormente empregado em nosso grupo de
pesquisa, diferindo apenas no uso, em outros trabalhos, do éxido de carboetoxiformonitrila
(CEFNO) que é relatado apresentando rendimentos de cerca de 70%%.

Apols purificacdo, por cromatografia e em alguns casos por recristalizacdo, 0s
cicloadutos formados foram identificados através de métodos espectrométricos de RMN H.

Pela analise do espectro de RMN de H do cicloaduto protegido com boc 42 podemos
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observar em 1,50 ppm um sinal de singleto integrando para nove hidrogénios e, portanto,
pertencentes as trés metilas do grupamento boc. Em 7,40 ppm e 7,60 ppm verificamos a
presenca de dois dubletos referentes aos hidrogénios do anel aromatico. Ja em 2,11 ppm e
2,22 ppm observamos dois multipletos refentes aos hidrogénios metilenicos do carbono 4,
enquanto que os hidrogénios do carbono 5 aparecem também como multipletos em 3,11 ppm
e 3,76 ppm .

Tanto os hidrogénios do carbono 4 quanto os do carbono 5 aparecem com
deslocamentos quimicos diferentes no espectro por estarem em ambientes quimicos diferentes
devido as suas disposi¢Bes espaciais e sdo portanto considerados como diasterotdpicos.

Um atributo que pode ser observado neste espectro é a presenca de conférmeros
rotacionais (rotameros). Estes que surgem devido ao ambiente quimico formado pelo giro da
ligacdo carbamidica simples N-C. Ainda no espectro do cicloaduto boc observamos em 4,21
ppm um sinal referente ao hidrogénio da juncdo dos anéis 3a, enquanto que em 6,32 ppm
verifica-se o sinal referente ao hidrogénio do carbono 6a com o seu rotdmetro bem préximo,

em 6,50 ppm (Figuras 10 e 11).

42

7,60 ppm

7,40 ppm

3 1,50 ppm

O CH
T cH,
CH

Figura 8. Deslocamento quimico dos hidrogénios do cicloaduto protegido com boc.
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Figura 9. Espectro de RMN de *H do cicloaduto 42.
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Pela analise do espectro de RMN de 'H do cicloaduto protegido com o chz 44
evidenciamos semelhancas em termos de deslocamento quimico de sinais quando
comparamos ao espectro do cicloaduto protegido com o boc 42.

No espectro de RMN *H do cicloaduto protegido com cbz 44, identificamos um sinal
com deslocamento quimico em 6,42 ppm sofrendo uma forte desblindagem, sua
multiplicidade é um dubleto, indicando um acoplamento entre dois atomos de hidrogénios.
Esse sinal corresponde ao hidrogénio do carbono da juncdo dos anéis 6a. Ainda é possivel
observar o sinal de seu rotametro, também presentes neste espectro, que aparece muito
préximo com deslocamento de 6,58 ppm.

O outro atomo de hidrogénio ligado ao carbono 3a tem deslocamento quimico em 4,25
ppm, a multiplicidade esperada é tripleto, visto que acopla com o hidrogénio da juncdo dos
anéis 6a e com apenas um dos dois hidrogénios do carbono 4, devido ao angulo diedro
existente entre ele e apenas um dos hidrogénios dos carbono 4 (J ~ 0 Hz).

Devido a distancia da ligacdo carbamidica em relagcdo ao hidrogénio da jun¢do 3a, ndo
observamos rotameros para o seu sinal no espectro de RMN 'H, o mesmo ocorre com o
espectro do cicloaduto 42. Aqui também os hidrogénios metilénicos no carbono 4 e no
carbono 5 por apresentarem ambientes quimicos diferentes sdo tidos como diastereotopicos.
Logo, apresentam sinais distintos no espectro de RMN *H. Para os dois hidrogénios do
carbono 4, os deslocamentos quimicos sdo de 2,11 ppm e 2,25 ppm. Ja os hidrogénios do

carbono 5 apresentam deslocamentos quimicos de 3,20 ppm e 3,80 ppm (Figuras 8 e 9).

44
7,60 ppm
7,40 ppm
2,11 ppm
2,25ppm N 2
6,42 ppm

Figura 10. Deslocamento quimico dos hidrogénios do cicloaduto protegido com cbz.
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Figura 11. Espectro de RMN de *H do cicloaduto 44.
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Tanto no espectro do cicloaduto 42 como no 44 constatamos a presenca de rotameros
que sdo formados devido a alta barreira energeética rotacional da ligagdo carbamidica. Isto faz
com que a interconversdo dos rotameros seja lenta e que ambos os conférmeros possam ser
detectados. Em um deles o hidrogénio do carbono 6a, por exemplo, esta no campo de
desprotecdo da carbonila e no outro rotdmero ndo, fazendo com que estejam em ambientes

quimicos e magnéticos diferentes (Esquema 23).

R=F, Cl, CH,.

Esquema 23. llustracdo do giro da ligagdo sigma N-C da por¢do carbamidica dos cicloadutos, promovendo o
desenvolvimento de diferentes ambientes quimicos e magnéticos que favorecem o aparecimento de rotaméros no
espectro de RMN *H.

Uma proposta de mecanismo para a reac¢ao de cicloadicdo 1,3-dipolar foi racionalizada

em nosso grupo de pesquisa por Dos Santos (Esquema 24)**. Ele relata a participacio de
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enamidas e enecarbamatos endociclicos de 5 membros com N-Oxidos de nitrila, baseando-se
em um mecanismo de cicloadi¢cdo ndo concertado. Observamos durante o desenvolvimento do
esquema proposto a formacdo de um intermediario N-acil-iminio dipolar, que interage com o
entdo formado N-6xido-iminio, que devido a sua disposicao espacial possibilitara a adicdo do
oxigénio ao carbono do acil-iminio e, sendo observada a aplicagdo desta proposta de
mecanismo nas reagdes de cicloadi¢éo realizadas neste projeto.

N-oxido de nitrila

enamida / enecarbamato Rm/

- ‘k“"'"R

Esquema 24. Proposta de mecanismo ndo concertada da cicloadicdo 1,3-dipolar.
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5.1.6 — Desprotecdo da amina secundéria em N6 para formacdo das isoxazolinas aril
substituidas como base livre em N6.

R R

O O
N N
)\ H
0”0
R1
R=F, Cle CH;
42 - Rl=t-Bu a1 Rl =t-Bu
a4 - R'=cH,Bn 5] g = CH,Bn

Esquema 25. Desprote¢do do nitrogénio N6. Remog&o dos protetores.

Utilizando duas metodologias distintas, mas que convergiam para 0 mesmo caminho
ndo foi possivel alcancar o composto pretendido, inicialmente, através da simples desprotecéao
dos grupamentos boc e cbz (Esquema 25).

Projetamos a sintese do enecarbamato 41, através da protecdo do grupo amina N6 com
0 boc. Quando realizamos a reagdo de desprotecdo do seu respectivo cicloaduto 42 com acido
trifluoroacético (TFA), a 0°C, observamos atraves da CCD que houve a degradacdo do
cicloaduto devido as véarias manchas visualizadas na cromatografia. Este tipo de reagdo faz
parte da via de sintese de alguns intermediarios de nosso grupo de pesquisas. Entretanto, antes
ndo havia sido observada esta degradacdo com os cicloadutos utilizados, além de apresentar
bons rendimentos.

Deste modo, por acreditarmos que o meio &cido promovido pelo TFA tenha
propiciado a degradacéo, buscamos como alternativa a sintese do enecarbamato 43, utilizando
0 grupamento cbz para protecdo do N6. A desprotecdo do seu respectivo cicloaduto 44,
através da hidrogendlise, levaria a formacdo do composto 45. Este que seria obtido também
através da desprotecdo do cicloaduto 42. Entretanto, também ndo houve sucesso nesta

metododogia que é bastante utilizada para a desprotecdo de cicloadutos obtidos com o
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CEFNO, em nosso laborat6rio. Comprovou-se mais uma vez por meio de CCD a formacgao de
varios produtos de degradacédo do cicloaduto 44.

Até entdo, ndo havia sido descrita em nosso grupo a ocorréncia da degradacdo do
nucleo aza-biciclico pirrolidinico, visto que no carbono 3 do biciclo, havia uma funcéo éster e
ndo arila, sendo apenas relatada abertura e degradacdo da série piperidinica nestas mesmas
condigdes. Assim, presumiu-se em outros trabalhos que a estereoquimica do anel de seis
membros favoreceria a abertura do biciclo 2-isoxazolina[5,4-d]piperidinico 47, formando um
intermediario acil-iminio 49 altamente reativo que decomp&em-se em varios compostos nao
102

identificaveis™ - (Esquema 26).

Degradagao

Esquema 26. Abertura do anel isoxazolinico piperidinico 47.

Considerando que em estudo anteriores, o composto 50 contendo o nucleo 2-
isoxazolina[5,4-d]pirrolidina, com a por¢do amina livre em N6 foi obtido e levando-se em
conta a maleabilidade conformacional do anel de seis membros piperidinico, que resultou em
sua abertura, foi proposta a seguinte hipotese: a abertura do heterobiciclo de 2-
isoxazolina[5,4-d]pirrolidina pode estar relacionada com a presenca do grupo arila para-
substituido ligado diretamente ao biciclo na posicdo C3. Sendo assim, exercendo um forte
efeito eletronico e estérico que € favorecido pela expressiva conjugacdo dos orbitais © na
porcdo 2-isoxazolina do heterobiciclo. Além do mais, ocorre a formagcdo de um anion
biciclico 51, altamente reativo, durante a desprotecdo. Deste modo, acreditamos que neste
trabalho o efeito eletronico do grupo arila tenha contribuido para que antes de ocorrer a
protonacdo de N6, um dos pares eletrobnicos de N6 que estd carregado negativamente,
desloque-se em direcdo ao carbono 6a da juncéo dos aneis promovendo a abertura do biciclo e

iniciando-se o processo de degradacdo do mesmo (Esquema 27).
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Esquema 27. Abertura do anel isoxazolinico pirrolidinico.

5.1.7 - Obtencao dos cloridratos de aril isoxazolinas 46 atravées da hidrogendlise em meio
acido, com posterior basificacgdo dos mesmos para formacdo das aril isoxazolinas na

forma de base livre em N6 45.

Tendo em vista 0 ndo sucesso obtido nas duas metodologias utilizadas anteriormente -
hidrolise acida e hidrogendlise - para formacdo das isoxazolinas aza-biciclicas na forma de
base livre em N6, propomos uma readequacdo na metodologia da hidrogendlise. Passamos
agora a utilizar uma solucéo de HCI 0,05 M em metanol (Esquema 28).

R B R ]
NN H,/ Pd N
* /
(@) MeOH/ H" ® (e)
N g
/I’\ H -
o o/\© | el
44 46
R=F Cle CH;

Esquema 28. Obtencdo dos cloridratos de aril isoxazolina através da hidrogenélise em meio &cido.

Desta forma, ao mesmo tempo em que fosse ocorrendo a desprote¢do do grupamento

cbz durante a hidrogendlise, também aconteceria a protonacdo do nitrogénio N6 da
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isoxazolina aza-biciclica devido ao meio reacional estar acido. Consequentemente assim
obteriamos cloridratos de isoxazolinas aril substituidos.

Apos o termino da hidrogendlise, em um procedimento simples de basificacdo com
uma solugdo de NaHCO3(,q) promoveu-se a formagéo das isoxazolinas aza-biciclicas 45a-c na

forma de base livre em N6, que ndo haviamos conseguido anteriormente (Esquema 29).

R R

sol. NaHCQ (aq.)

oN g oN
® 0 0
H/ \ |
| H er H
R=F, Cle CH,
46a-c 45a-c

Esquema 29. Obtencdo das aril isoxazolinas base livre N6 através da basificacdo dos respectivos cloridratos.

O fendbmeno de degradagdo dos cicloadutos durante a remocdo dos grupamentos
protetores ndo foi observado em trabalhos anteriores com a cicloadicdo envolvendo o
CEFNO. Deste modo reforcamos a ideia de que a degradacdo do nucleo pirrolidinico ocorra
por influéncia eletrdnica do grupamento arila substituido durante o processo de hidrogendlise
que favorece a formacdo de um possivel anion carregado negativamente e bastante instavel
que inicializa o processo degradativo do biciclo. Esta justificativa € ainda reforcada pelo fato
de ndo observamos o fenémeno de degradacdo dos biciclos na forma de N-H livre, obtidos da
basificacdo de suas formas de cloridratos. Ja quando ha a desprotecdo de N6 é realizada sem o
meio estar acido, surge em milésimos de segundo a estrutura de um anion 51 que inicia o
processo de degradacdo antes que haja a protonacdo de N6 para formacdo da base livre

estavel.
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5.1.8 - Analises espectrométricas de RMN de *C, 'H, IV-FT e HRMS das isoxazolinas
aril substituidas na forma de base livre em N6 e de seus respectivos sais de cloridratos.

Pela analise espectrométrica de RMN de *C, 'H e também IV-FT e HRMS foi
possivel elucidar a formacdo dos compostos obtidos. Utilizaremos como referéncia nesta
discussdo os espectros dos compostos 45b e 46b, embora todos os demais espectros, no
capitulo 9 (anexos), apresentem semelhancas.

Pela observacdo do espectro de RMN de *C da molécula 45b verifica-se a presenca
dos carbonos da jungdo dos anéis do heterobiciclo, originados desde a cicloadi¢do 1,3-dipolar
entre os enecarbamatos e os N-0xidos de nitrila. Com deslocamento quimico em 98,5 ppm
aparece o sinal referente ao carbono 6a da jungédo dos anéis, fortemente desblindado por estar
diretamente ligado a atomos bastante eletronegativos como o oxigénio e nitrogénio (Figuras
12 e 13). Enquanto que em 50,2 ppm esta exemplificado o sinal do carbono 3a da outra
juncdo dos anéis, estando este bem mais blindado que o carbono 6a por ndo sofrer uma

influéncia tao forte de outros heteroatomos.

ash Cl

135,7 ppm
129,0 ppm

127,9 ppm
127,8 ppm

Figura 12. Deslocamentos quimicos dos atomos de carbonos da aril isoxazolina p-Cl na forma de base livre em
N6 45 RMN *3C.
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Figura 13. Espectro de RMN 3C da aril isoxazolina p-Cl na forma de base livre em N6 45b.
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Ainda na regido abaixo de 100 ppm verifica-se a presenca dos dois sinais de carbonos
que faltavam para fechar o nucleo pirrolidinico. So eles o sinal com deslocamento quimico
em 30,0 ppm e 43,0 ppm pertencentes, respectivamente, aos carbonos 4 e 5 do anel. Estando o
carbono 5 um pouco mais desblindando por estar diretamente ligado ao &tomo de nitrogénio.

Encontramos em 156,6 ppm um sinal sofrendo uma forte desblindagem por influéncia
do nitrogénio isoxazolinico sp? e que refere-se ao carbono 3 do nlcleo, estando este
diretamente ligado ao anel aromaético. Unido ao carbono 3 encontra-se o carbono quaternario
do anel aromatico que aparece com deslocamento quimico de 127,8 ppm. Ja em 127,9 ppm e
129,0 ppm aparecem dois sinais que equivalem-se a outros dois sinais de mesmo
deslocamento quimico referentes aos carbonos CH do anel aromético. Ainda em 135,7 ppm
observamos um sinal de carbono quaternario e sofrendo uma alta desblindagem por estar
diretamente ligado ao &tomo Cloro da posi¢édo para do anel aromatico.

Em relacdo a analise do espectro de RMN de 'H, pode-se observar um dubleto em
7,38 ppm e outro dubleto em 7,62 ppm referentes aos quatro hidrogénios do anel aromatico
(Figuras 14 e 15). J4 em 6,05 ppm aparece um sinal de dubleto do hidrogénio do carbono 6a,
da juncdo dos anéis, apresentando-se bastante desblindado por estar ligado ao carbono que
encontra-se unido aos atomos de nitrogénio e oxigénio, ambos muito eletronegativos.
Enquanto que em 4,01 ppm observa-se um tripleto referente ao hidrogénio do carbono 3a, da
outra juncdo dos anéis. Em 1,97 ppm e 2,08 ppm aparecem 0s sinais dos hidrogénios do
carbono 4, enquanto que em 2,95 ppm e 3,10 ppm estdo presentes os sinais dos hidrogénios

do carbono 5. Em 2,48 ppm observamos o sinal do hidrogénio ligado ao nitrogénio N6.

a6b
= Cl

H 7,62 ppm

4,01 ppm _
i H 7,38 ppm

1,97 e 2,08 ppm

H =
2,95 e 3,10 ppm o
H N H

2,48 ppm

Figura 14. Deslocamento quimico dos 4&tomos de hidrogénios da aril isoxazolina p-Cl na forma de base livre
em N6 46b.
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- 4,01 ppm
7,38 ppm

3,10 ppm
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Figura 15. Espectro de RMN *H da aril isoxazolina na forma de base livre em N6 42b.
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Ainda analisando espectros de RMN *H, agora da aril isoxazolina p-Cl na forma de
cloridrato, vé-se em 7,40 ppm e 7,58 ppm os sinais dos dubletos referentes ao hidrogénios
aromaticos (Figuras 16 e 17). Em 4,78 ppm surge o sinal referente ao hidrogénio do carbono
da juncdo dos anéis 3a. Entretanto, no espectro deste cloridrato surgiu um sinal sem
integracdo encobrindo aquele que devereria estar exemplificando o hidrogénio pertencente ao
carbono 3a. J& em 6,22 ppm observa-se o hidrogénio do carbono 6a, da outra juncdo dos
anéis, bem desblindado por estar ligado a dois atomos eletronegativos. Destacando-se aqui 0
ndo aparcecimento de rotameros em relacdo ao hidrogénio da juncdo 6a por ndo mais existir
0S grupamentos protetores boc ou cbz que influenciavam diretamente para o surgimento do
mesmo nos espectros. Deste modo, fica claro que ocorreram com éxito a desprotecdo dos
cicloadutos obtidos anteriormente. Em 2,95 ppm e 3,41 ppm estdo os sinais dos hidrogénios
do carbono 5, enquanto que em 2,22 ppm e 2,39 ppm aparecem 0s sinais dos hidrogénios

pertencentes ao carbono 4.

a6b B o
> 7,58 ppm
4,78 ppm <«
. 7,40 ppm
2,22 e 2,39 ppm -
2,95 e 3,41 ppm . 6,30 ppm
B | CI

Figura 16. Deslocamento quimico dos atomos de hidrogénios da aril isoxazolina p-Cl na forma de cloridrato.
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Figura 17. Espectro de RMN *H do cloridrato de aril isoxazolina p-Cl.
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Pela analise do espectro de infravermelho é possivel observar as bandas caracteristicas
das regides de frequéncia que caracterizam a estrutura da molécula (Figura 18). Em 3335,41
cm™ verificamos a banda caracteristica do N-H, ja em 1587,91 cm™, vé-se a banda referente a
C=N, enquanto em 1492,32, 1434,97 e 1404,11 cm™ aparecem as bandas referentes a C=C do

anel aromatico. J4 em 829,26 cm™ observa-se o estiramento C-Cl.



57

S0

N-H

0

1000 ( 3600 31200 800 4N Y000 1800 1600 1400 (M)

Figura 18. Espectro de infravermelho da aril isoxazolina p-Cl na forma de base livre.
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Através da técnica de Espectrometria de Massas (HRMS-IT-TOF) com a deteccdo
apenas do ion molecular foi possivel comprovar a formagdo da isoxazolina p-Cloro 45b na
forma de base livre em N6. A molécula 45b durante o processo de ionizagdo tem o acréscimo
de +1 na razdo m/z, apresentando assim no espectro um M* de 223,0538 m/z. Pode-se notar
uma caracteristica importante neste espectro em relacdo a abundéncia isotépica do atomo de
cloro. Sabe-se que na natureza existem dois isotopos estaveis deste atomo, um com massa 35
e outro 37, na proporcao de 3:1 respectivamente. Deste modo, ao analizar o espectro pode-se
observar em aproximadamente 223 m/z e em 225 m/z os dois picos referentes a proporcao da
molécula detectada no aparelho de massas com 0s seus respectivos isétopos do &tomo de
cloro em suas devidas proporgdes (Figura 19).

Peak#:3 Ret.Time:Averaged 5.97-5 99(Scan# 903-907)
BG Mode:Calc 5.26<->8.27(797<->1251)

Mass Peaks:47 :223.0538(3660263 > Stage'MS Polaritv'Pas © 1 =

i \‘B.a(s“e‘i‘eak 223.0538(3660263) MS Stage:MS Polarity:Pos Segment1 - Event1 Precursor:----- Cutoff: lonization Mot
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N .
(6]

>
o

J

m/z

Figura 19. Espectros de Massas da aril isoxazolina p-Cl na forma de base livre.
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5.2 Parte bioldgica

Neste estudo preliminar verificou-se a atividade antimicrobiana dos compostos, em
suas formas de bases livre e de seus cloridratos, através do método de difusdo em disco,
desenvolvido por Bauer, no meio Agar Miller Hinton. As suspensdes padronizadas dos
micro-organismos testes foram semeadas com o auxilio de swab na superficie do meio, em
placas de Petri de 9 cm de didmetro, contendo 18 mL do meio. Utilizaram-se discos de 6 mm
de didametro embebidos com 0,27 mL da solucdo das substancias em estudo, dissolvidas em
dimetilsulfoxido (DMSO), ficando cada disco, com uma concentra¢do de 300 ug. As placas
foram incubadas a 35°C durante o perido de 24 a 48 horas, dependendo do micro-organismo.

Todos os testes foram realizados em duplicatas e os resultados dos halos de inibi¢do
expressos em milimetros (mm), conforme exemplificados na tabela 3 e no gréfico 1. Utilizou-

se como padrdo o farmaco Ampicilina na concentracao de 10 pg/disco.

Substéncias | S.aqureus | M.luteus | B.subtilis | P.aeruginosa | M.smegmatis | E.faecalis | E.coli | S.marcesens

45a 0 10,5 0 0 14 12,5 0 0

45b 0 11,5 0 0 0 0 0 0

45¢ 0 11 0 0 11,5 0 0 0

46a 0 13,5 0 0 0 0 0 0

46b 0 13,5 10,5 0 26 0 9,5 0

46¢c 0 0 0 0 11 0 0 0
AMféC:ll'gl NA 50,5 60 34 0 14 28 26,5 14

Tabela 3. Valores dos halos de inibicacdo em mm das substanicias 45a-c e 46a-c frente a bactérias gram

positivas e gram negativas.
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Grafico do halo de inibigdo das isoxazolinas contra bactérias
Halo de inibigdo (mm)
30
25 4
20 - W42a 1-S. aureus
2-M. luteus
42b -
3-B. subtilis
15 1 W42 4-P geruginosa
m43a 5-M. smegmatis
10 - 6-E. faecalis
m43b 7-E. coli
5 | 43¢ 8-5. marcesens
0 {
1 2 3 4 5 6 7 8
Micro-organismos

Gréfico 1. Valores dos halos de inibigdo, em milimetros (mm), das aril isoxazolinas nas formas de base livre e
de cloridratos.

Os principais resultados das placas de difusdo estdo exemplificados na figura 20. As
imagens de A a F exemplificam os resultados de algums dos halos de inibicdo promovidos
pelas moléculas sintetizadas neste trabalho contra o desenvolvimento de alguns micro-
organismos. As numeragdes inscritas nas placas referem-se aos respectivos compostos
obtidos: 1 e 2 (pertencem a outro trabalho), 3 (45b), 4 (46b), 5 (46a), 6 (46c), 7 (45a) e 8
(45¢).

As imagens A e B sdo do meio de cultura Agar Miiller Hinton que contem o micro-
organismo Micrococcus luteus DAUFPE 06. Nelas observam-se os halos desenvovidos pelos

compostos 45a, 45c¢, 46a e 46b. Na imagem C observa-se um pequeno halo desenvoldido pelo

composto 46b contra Serratia marcescens DAUFPE 398, enquanto na imagem D este mesmo
composto apresentou inibicdo frente a Bacillus subtilis DAUFPE 16. Ja na imagem E,
observa-se um grande halo de inibicdo (26 mm), superando até a ampicilina (halo de 14 mm),
desenvolvido pelo cloridrato de aril isoxazolina p-Cl 46b, frente a Micobacterium smegmatis
DAUFPE 71, enquanto que a sua base livre em N6, o composto 45b, ndo apresentou atividade
para M. smegmatis DAUFPE 71. Na imagem F, obseva-se um pequeno halo formado contra o

Enterococcus faecalis DAUFPE 138, promovido pelo composto 45a.
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Figura 20. Placas de difusdo dos principais halos de inibicéo das aril isoxazolinas na forma de base livre e de

cloridratos frentes a bactérias gram positivas e gram negativas.



CAPITULO 6

Procedimentos experimentais
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6.0 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

6.1 Parte quimica:

Durante a execucdo do projeto, algumas etapas exigiram maiores atencdes até mesmo
antes de iniciar a realizagdo dos experimentos. Algumas reagOes por apresentarem
sensibilidade a umidade precisaram ser realizadas sob atmosfera de Argonio. S&o exemplos, a
sintese dos enecarbamatos endociclicos, a cicloadi¢do 1,3-dipolar e a formacao dos cloretos
de hidroxiiminoilas. Além disto, todas as vidrarias permaneceram por cerca 4h a temperatura
de 120 °C na estufa. Da mesma forma, para estas reacdes, 0s seus respectivos solventes foram
devidamente secos e destilados (THF — sodio/benzofenona; EtsN — CaH,; CHCI; — CaCly;
MeOH — I,/ Mg®).

Os procedimentos de purificacdo das moléculas foram realizados através de colunas
cromatograficas flash utilizando silica gel 60 (230-400 mesh) como fase estacionaria e acetato
de etila, hexano e em algumas, isopropanol, em suas devidas propor¢des, como fase movel,
estando estes previamente destilados.

A reacdo de hidrogendlise foi realizada a temperatura ambiente borbulhando-se
hidrogénio diretamente no meio reacional, deixando-o em pressao positiva.

Todas as reacfes foram acompanhadas durante a execugdo e apos seu final por
cromatografia em camada delgada utilizando-se 1aminas cromatograficas de aluminio de 0,2
mm de espessura, contendo silica gel 60 aderidas em uma de suas superficies. Apés aplicacdo
da amostra na lamina cromatogréafica e eluicdo da mesma, estas foram analisadas através de
luz ultravioleta no comprimento de onda de 254 nm. Em alguns casos, como na formacéo dos
enecarbamatos, também foi utilizada uma camara de lodo (lodo metal6ide macerado em silica
gel 60) como revelador e também revelacdo em &cido fosmomolibdico em solucéo etanolica.

Nas reagbes com ultrassom utilizou-se o aparelho UNIQUE® USC 1400-A,
apresentando frequéncia de 40 KHz.

As faixas de fusdo dos produtos solidos foram mensuradas através do equipamento
FISATON® 431D, & seco com leitura digital.

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos utilizando-se o
equipamento PerkinElmer® (Spectrum 400), com dispositivo de reflectancia total atenuada
(ATR) com cristal de Seleneto de Zinco. As frequéncias de absorcdo foram expressas em cm’
1.

Os espectros de Massas foram obtidos através da utilizacdo do equipamento da marca

Shimadzu LCMS IT TOF com detecgédo do ion molecular (m/z).



64

Os espectros RMN de *H, RMN de **C foram obtidos em equipamento Variam Unity®
300 e 400 MHz. Os deslocamentos quimicos sdo expressos em ppm, tendo como padrdo
interno o tetrametilsilano para RMN 'H. Os solventes empregados nas analises foram o
CDCl; e a D,O. Os sinais dos espectros de RMN ‘H sdo designados da seguinte forma:
deslocamento quimico (8), multiplicidade (s = singleto, d = dubleto, dl = dubleto largo, t =
tripleto, tl = tripleto largo, q = quarteto, dd = duplo dubleto, dt = duplo tripleto, ddl =duplo
dubleto largo, m = multipleto, ml = multipleto largo, sl = sinal largo), constante de

acoplamento (Hz) e nimero de hidrogénios.

6.1.1 Sintese do trimero da 1-pirrolina 40

o
: \

38 40

3
=]

Uma solucdo aquosa de persulfato de sédio 25% (33,82 g; 144 mmols; 90 mL agua)
foi adicionada lentamente a uma solucdo de pirrolidina (11,6 mL; 144 mmols), hidréxido de
sodio (11,5 g; 288 mmols) e nitrato de prata (0,118 g, 0,65 mmols) previamente adicionados a
uma baldo reacional em agitacéo e solubilizados em 90 mL de &gua a 0 °C. Ao final da adi¢do
lenta da solucdo do persulfato de sodio, a reacdo foi deixada em agitacdo por mais 1 horaa 0
°C e em seguida a temperatura ambiente por mais 3 horas.

Depois de decorrido este intervalo de tempo, procedeu-se a extracdo da amostra com
diclorometano (3 x 40 mL). Secou-se a fase organica resultante com sulfato de sodio anidro e
apos remocéo do solvente obteve-se 7,04 g de um liquido amarelado viscoso, correspondendo

a um rendimento de 73%.

PROPRIEDADES FiSICAS DO COMPOSTO 40

Oleo amarelo viscoso

Sensivel a solventes proticos

DADOS ESPECTROMETRICOS DO COMPOSTO 40
'H RMN (CDCls, 6, ppm, 300MHz, t.a).
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1,75 (m); 2,28 (m); 2,5 (m); 2,99 (m); 3.82 (m); 7,59 (s)

6.1.2 — Sintese do N-(t-butoxicarbonil)-2-pirrolina 41

v g

Em atmosfera de argbnio, uma solucéo do trimero da 1-pirrolina (2,56 g; 12,4 mmols;
125 mL de THF) foi codestilada a temperatura de aproximadamente 60 °C. Ap6s 30 minutos
sob-refluxo, foi adicionado ao meio reacional o di-metil amino pirridina (DMAP) (0,46 g,
3,84 mmols). Em seguida, foi realizada a adicdo lenta do dicarbonato de di-terc butilla (5,7
mL, 24,8 mmols). A reacdo permaneceu em agitacdo por 12 horas a 60 °C. Apds o final da
reacdo, foi removido completamente o solvente e obteve-se um 6leo marrom.

O produto resultante foi submetido a cromatografia em coluna “flash” (gel de silica,
AcOEt/hexano 1:1), e obteve-se 2 g do enecarbamato 41, correspondendo a um rendimento
de 48%.

PROPRIEDADES FiSICAS DO COMPOSTO 41
Oleo incolor
Rf = 0,45 (AcOEt/hexano 1:9)




66

6.1.3 — Sintese do N-(benziloxicarbonil)-2-pirrolina 43

Uma solugdo do trimero da 1-pirrolina (2,56 g; 12,4 mmols; 120 mL de THF), em
atmosfera de argonio, foi submetida a sonicac¢do por 30 minutos a temperatura de 55°C. Em
seguida adicionou-se a trietilamina a reacdo (2,1 ml; 16,12 mmols) e o sistema foi sonicado
por mais 30 minutos.

Em seguida, foi iniciada a adi¢do lenta do benziloxicarbonila (3,35 mL, 24,8 mmols),
mantendo-se durante todo processo a sonicacao.

Apds o termino da adicdo do benziloxicarbonila, a solucdo foi sonicada por mais 30
minutos. Durante a adi¢do do benzildxicarbonila verificou-se a formacdo de uma suspensdo
amarelada, que posteriormente foi filtrada em funil sinterizado, e ap6s remocdo completa do
solvente obteve-se um 6leo amarelo escuro. Este foi submetido a cromatografia em coluna
“flash” (gel de silica, AcOEt/hexano 3:7), obtendo 2,52 g do enecarbamato 43,
correspondendo a um rendimento de 50%.

PROPRIEDADES FiSICAS DO COMPOSTO 43
Oleo incolor
Rf = 0,37 (AcOEt/hexano 1:9)

DADOS ESPECTROMETRICOS

'H RMN (CDCls, 8, ppm, 300MHz, t.a),

2,64 (ql: J= 9,7 Hz; 2H); 3,77 (q; J = 9,1 Hz; 2H); 5,02 e 5,07 (m, 1H, rotdmeros); 5,17 (s:
2H); 6,54 € 6,63 (m, 1H, rotameros); 7,35 (m; 5H).

1.V.(filme, cm™), principais sinais.

3.032, 2.956, 1.706, 1.618, 1.422, 1.342, 1.214, 1.128, 756, 698.
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6.1.4 Sintese da 4-fluorobenzaldoxima 35a

O _H Ho N

F F
3% 35a

O 4-fluorobenzaldeido 34a (2,786 g; 22 mmols, 60 mL de THF) foi dissolvido em
THF e deixado em um baldo a temperatura ambiente sob agitacdo. Ap6s completa
solubiliza¢do do mesmo, foi adicionada uma solucédo hidroalcodlica (30 ml de agua, 30 ml de
MeOH) ao meio reacional. Em seguida, introduziu-se a reacdo o cloridrato de hidroxilamina
(3,057 g; 44 mmols) e apds sua solubilizacdo adicionou-se o0 acetato de sédio (5,425 g; 66
mmols). Apds este procedimento, deixou-se a reacdo em agitacdo durante 24 horas.

Decorrido este intervalo de tempo adicionou-se a mistura reacional 30 ml de uma
solugdo saturada aquosa de NaHCOs;, e em seguida promoveu-se a extracdo com
diclorometano (3 x 40 mL). A fase organica resultante foi adicionada o CaCOs anidro,
previamente seco na estufa. A amostra foi filtrada e ap6s completa remoc¢do do solvente

obteve-se a 4-fluorobenzaldoxima 35a, correspondendo um rendimento de 97%.

PROPRIEDADES FISICAS DO COMPOSTO 35a
Sélido branco amorfo

Rf = 0,45 (AcOEt/hexano 1:5)

Faixa de Fusdo = 81°C — 83 °C

DADOS ESPECTROMETRICOS

1.V. (cm™), principais sinais.
3.257,68; 3.018,07; 1.883,62; 1.643,87; 1606,42, 1509,38; 957,11; 879,42; 824,67.
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6.1.5 Sintese da 4-fluorobenzaldoxima através da sonicacao

0 H H N
~ OH

(((

8 2
34a 35a

A uma solucdo do 4-fluorobenzaldeido 34a (1,4 g, 11 mmols; 50 mL EtOH, foi
adicionada o cloridrato de hidroxilamina (0,85 g, 12,23 mmols; 5 mL &agua) e a mistura
reacional foi submetida a sonicacdo por 30 minutos, com uma potencia do aparelho de 40
KHz e a uma temperatura de 60° C.

Com o termino da reacdo foram realizadas trés extragdes com diclorometano. A fase
organica resultante foi rota evaporada e apds completa remocdo do solvente obteve-se 1,42 g

de 4-fluorobenzaldoxima 35a, correspondendo a um rendimento de 91%.

6.1.6 Sintese da 4-clorobenzaldoxima 35b

O H H N

Cl Cl
34b 35b

Procedimento experimental semelhante ao 6.1.4.

4-clorobenzaldeido 34b (3.139 g; 22 mmols, 60 mL de THF), solucdo hidroalcoolica
(30 ml de a4gua, 30 ml de MeOH), cloridrato de hidroxilamina (3,057 g; 44 mmols), acetato de
sodio (5,425 g; 66 mmols). Rendimento de 93%.

PROPRIEDADES FiSICAS DO COMPOSTO 35b
Sélido branco amorfo
Rf = 0,48 (AcOEt/hexano 1:5)
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Faixa de Fusdo = 107°C — 108 °C

DADOS ESPECTROMETRICOS
I.V. (cm™), principais sinais.
3.259, 3.056,13; 1868,98; 1.654,95; 1596,12, 1493,52; 954,55; 873,75; 821,54.

6.1.7 Sintese da 4-clorobenzaldoxima através da sonicacao

@) H H N_
~ "OH

(((

Cl cl
34b 35b

Procedimento experimental semelhante ao 6.1.5.
4-clorobenzaldeido 34b (2,8 g, 19,9 mmols; 100 mL EtOH), cloridrato de
hidroxilamina (1,7 g, 24,46 mmols; 50 mL &gua). Obteve-se 2,94 g do produto,

correspondendo a um rendimento de 88.2%.

6.1.8 Sintese da 4-toluilbenzaldoxima 35¢

0 H H N
~ OH
CH, CH,
34c 35¢

Procedimento experimental semelhante ao 6.1.4.

4-toluilbenzaldoxima 34c (2.64 g; 22 mmols, 60 mL de THF), solucdo hidroalcodlica
(30 ml de agua, 30 ml de MeOH), cloridrato de hidroxilamina (2,82 g; 44 mmols), acetato de
sodio (5,425 g; 66 mmols). Rendimento de 95%.
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PROPRIEDADES FISICAS DO COMPOSTO 35¢
Sélido amarelado amorfo

Rf = 0,53 (AcOEt/hexano 1:5)

Faixa de Fusdo = 75°C — 76 °C

DADOS ESPECTROMETRICOS
I.V. (cm™), principais sinais.
3225,75; 3110,61; 2987,19; 2916,40; 1608,29; 1513,58; 1286,99; 957,30; 812,98.

6.1.9 Sintese da 4-toluilbenzaldoxima através da sonicacéo

O« _H Ho _N.
Z  OH
“w
CH, CH,
34c 35¢

Procedimento experimental semelhante ao 6.1.5.

4-tertbutilbenzaldeido 34c (2,38 g, 19,9 mmols; 100 mL EtOH), cloridrato de
hidroxilamina (1,7 g, 24,46 mmols; 50 mL &gua). Obteve-se a massa de 2,44 g,
correspondendo a um rendimento de 90%.

6.1.10 Sintese do cloreto de 4-fluorofenilhidroxiiminoila 36a

H N Cl N
~ OH ~  "OH

Y

F F
35a 36a

Em um bal&o solubilizou-se o NCS, previamente pesado (0,739 g, 5,5345 mmols, 20

mL de CHCI3). A este foi adicionado uma solucgéo de piridina 6% em hexano (0,33 mL) e em
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sequida, acrescentou-se a reacdo a 4-fluorobenzaldoxima 35a (0,5180 g, 3,7266 mmols).
Decorridos cerca de duas horas de reacéo, foi adicionado a mesma 10 mL de agua destilada, e
logo em seguida, duas gotas de HCI concentrado. A solucdo resultante foi extraida com
cloroférmio (3x 20 mL). Apos completa remocao do solvente obteve-se um solido amarelo.
Devido a grande reatividade dos cloretos de hidroxiiminoilas formados, facilmente eles
iniciam um processo de degradagdo com o surgimento de subprodutos o que dificulta o
calculo real do rendimento de tal reacdo. Por isso ndo foram expressos tais valores. Foi
somente através da técnica descrita no capitulo 5 (se¢do 5.1.2.2) que conseguimos armazena-

los por um periodo maior de tempo.

PROPRIEDADES FiSICAS DO COMPOSTO 36a
Sélido amorfo amarelo
Rf = 0,47 (AcOEt/hexano 3:7)

6.1.11 Sintese do cloreto de 4-clorofenilhidroxiiminoila 36b

Ho _N. Cl. _N.
Z “OH Z “OH

Cl Cl
35b 36b
Procedimento experimental semelhante ao 6.1.10.
NCS (0,7390 g, 5,5345 mmols, 20 mL de CHCls), solucdo de piridina 6% em hexano
(0,33 ml), 4-clorobenzaldoxima 35b (0,5740 g, 3,6897 mmols).

PROPRIEDADES FiSICAS DO COMPOSTO 36b
Sélido amorfo amarelo
Rf = 0,53 (AcOEt/hexano 3:7)
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6.1.12 Sintese do cloreto de 4-toluilfenilhidroxiiminoila 36¢c

H N._ Cl N
~ OH ~ OH
.-
CH, CH,
35c 36c

Procedimento experimental semelhante ao 6.1.10.
NCS (0,7390 g, 5,5345 mmols, 20 mL de CHCls), solucéo de piridina 6% em hexano
(0,33 ml), 4-clorobenzaldoxima 35c¢ (0,5740 g, 3,6897 mmols).

PROPRIEDADES FISICAS DO COMPOSTO 36¢
Sélido amorfo amarelo
Rf = 0,6 (AcOEt/hexano 3:7)

6.1.13 Sintese do 6-tert-butoxicarbonil-3-(4-fluorofenil)-3a,4,5,6a-tetrahidro-pirrol[3,2-

d]isoxazol) 42a

Z
Y

41 42a
Em atmosfera de argbnio, dissolve-se 0 enecarbamato 41 no solvente adequado (1 g;
6,36 mmols; 50 mL de CHCIs). Ao sistema reacional foi adicionada a trietilamina (2,5 mL;
17,9 mmols). Lentamente, foi introduzido o cloreto de hidroxiiminoila p-F na reagdo e
observou-se a formacdo de uma turvacdo na reacdo. O surgimento do cicloaduto 42a, bem

como o consumo do enecarbamato 41 foram acompanhadas através da cromatografia de
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camada delgada (CCD). A suspensdo resultante foi filtrada, e ap6s completa remog¢do do
solvente, obteve-se um 0leo viscoso amarelado.

O produto resultante foi submetido a cromatografia em coluna “flash” (gel de silica,
AcOEt/hexano 1:5), obtendo 1,49 g do cicloaduto 42a, correspondendo a um rendimento de
77%.

PROPRIEDADES FiSICAS DO COMPOSTO 42a
Sélido amorfo branco
Rf = 0,29 (AcOEt/hexano 1:4)

DADOS ESPECTROMETRICOS

'H RMN (CDCls, 8, ppm, 400MHz, t.a), presenca de rotimeros.

1,518 e 1,489 (s: 9H, rotdmeros); 2,133 (m; 1H); 2,270 (m, 1H); 3,130 (m: 1H); 3,758 e
3,680(m, 1H, rotdmeros); 4,233 (t; 1H); 6,336 e 6,468 (d: 1H, rotdmeros).

3C RMN (CDCls, 8, ppm, 400MHz, t.a)

28,314 (CHg); 28,670(CH,) 43,533 (CHy), 51,619(CH), 80,989 (C), 92,823 (CH), 116,199
(CH), 124,641 (C), 128,924 (CH); 164,970 e 162,468 (d = 100 Hz; C-F); 156,234 (C=0).

6.1.14 — Sintese do 6-tert-butoxicarbonil-3-(4-clorofenil)-3a,4,5,6a-tetrahidro-pirrol[3,2-
d]isoxazol) 42b

Cl

Procedimento experimental semelhante ao 6.1.13.
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Enecarbamato 41 (1 g; 6,36 mmols; 50 mL de CHCIs), trietilamina (2,5 mL, 17,9
mmols), cloreto de hidroxiiminoila p-Cl 36b. Massa obtida foi 1,53 g correspondendo ao

rendimento de 75%.

PROPRIEDADES FISICAS DO COMPOSTO 42b
Sélido amorfo branco

Rf = 0,32 (AcOEt/hexano 1:4)

Faixa de fusdo = 151 — 152 °C

DADOS ESPECTROMETRICOS

'H RMN (CDCls, 8, ppm, 400MHz, t.a), presenca de rotimeros.

1,519 e 1,490 (s: 9H, rotameros); 2,125 (m; 1H); 2,271 (m, 1H); 3,129 (m: 1H); 3,758 e
3,686(m, 1H, rotdmeros); 4,225 (t; 1H); 6,330 e 6,479 (d: 1H, rotdmeros).

3C RMN (CDCls, &, ppm, 400MHz, t.a)

27,880 (CHy); 28,314 (CHg3) 43,533 (CH,), 51,418(CH), 92,978 (CH), 128,142 (CH); 129,195
(CH); 156,234 (C=0).

6.1.15 — Sintese do (6-benziloxicarbonil)-(3-fluorofenil-3a,4,5,6a-tetrahidro-pirrol[3,2-

d]isoxazol) 44a

=
Y

43 44a

Procedimento experimental semelhante ao 6.1.13.
Enecarbamato 43 (1 g; 4,9 mmols; 50 mL de CHCIs), trietilamina (2 mL, 14,7 mmols),

cloreto de hidroxiiminoila p-F 36a. Rendimento de 42 %, correspondendo a massa de 0,66 g.
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PROPRIEDADES FISICAS DO COMPOSTO 44a

Soélido amorfo branco

Rf = 0,30 (AcOEt/hexano 3:7)

Faixa de fusdo = 121 — 122 °C

DADOS ESPECTROMETRICOS

'H RMN (CDCls, 6, ppm, 400MHz, t.a), presenca de rotameros.

2,179 (m; 1H); 2,280 (m, 1H); 3,209 (m: 1H); 3,839 (m: 1H); 4,282 (t, 1H); 5,226 (m; 2H);
6,430 e 6,531 (d: 1H, rotdmeros).

6.1.16 Sintese do (6-benziloxicarbonil)-(3-clorofenil-3a,4,5,6a-tetrahidro-pirrol[3,2-
d]isoxazol) 44b

Cl
(LY
N - \
N
o)\o o
N
0)\0
43 44b

Procedimento experimental semelhante ao 6.1.13.
Enecarbamato 43 (1 g; 4,9 mmols; 50 mL de CHCIy), trietilamina (2 mL, 14,7 mmols),

cloreto de hidroxiiminoiila p-Cl 36b. Rendimento de 48 %, correspondendo a massa de 0,8 g.

PROPRIEDADES FISICAS DO COMPOSTO 44b
Sélido amorfo branco

Rf = 0,35 (AcOEt/hexano 3:7)

Faixa de fusdo = 155 — 156 °C
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DADOS ESPECTROMETRICOS

'H RMN (CDCls, 5, ppm, 400MHz, t.a), presenca de rotimeros.

2,149 (m; 1H); 2,273 (m, 1H); 3,199 (m: 1H); 3,834 (m: 1H); 4,270 (t, 1H); 5,223 (m; 1H);
6,434 e 6,535 (d: 1H, rotameros).

3C RMN (CDCls, &, ppm, 400MHz, t.a), presenca de rotimeros.

27,841 e 28,662 (CH, rotameros); 43,959 e 44,129 (CH,, rotameros), 50,604 e 51,673 (CH,
rotdmeros), 67,458 (CH,), 92,575 e 93,288 (CH), 136,359 (C); 156,350 (C=0).

6.1.17 Sintese do (6-benziloxicarbonil)-(3-toluilfenil-3a,4,5,6a-tetrahidro-pirrol[3,2-
d]isoxazol) 44c

CH,

Y

\

()

o)\o/\© N
PO

43 44c
Procedimento experimental semelhante ao 6.1.13.
Enecarbamato 43 (1 g; 4,9 mmols; 50 mL de CHCI5), trietilamina (2 mL, 14,7 mmols),
cloreto de hidroxiiminoiila p-toluil 36¢. Rendimento de 57 %, correspondendo a massa de

0,89 g.

PROPRIEDADES FIiSICAS DO COMPOSTO 44c
Sélido amorfo branco

Rf=0,38

Faixa de fusdo = 132 — 134 °C

Atraves da comparacdo do valor do Rf deste composto 44c com os valores de Rf

daqueles estruturalmente semelhantes 44a e 44b, pudemos observar que seguia a proporcgao
esperada. A reacdo de cicloadicdo para formacdo de 44c também se procedeu dentro do
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esperado com a formacédo apenas de um produto. Entretanto, este foi posteriormente utilizado
na reacdo subsequente onde se pode entdo confirmar a estrutura do produto final esperado
através das técnicas de RMN 'H e *C. Por isso ndo disponibilizadomos os dados

espectrométricos deste intermediario.

6.1.18 Sintese do 3-(4-flurofenil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrol[3,2-d]isoxazol-6-ion

cloreto 46a através da hidrogendlise em meio acido.

F F
N H,/Pd N
! o !
O MeOH/ H" ® —0O
N qN
A H i
® o/\© L e
44a 46a

Dissolveu-se o cicloadulto 44a (47,6 mg; 0,14025 mmols) em 10 mL de uma solugéo
de HCI 0,056M em MeOH seco. Em seguida, adicionou-se 1,3 mg de Pd(OH) e,
posteriormente iniciou-se o borbulhamento continuo de hidrogénio na reacdo. Esta
permaneceu em agitacdo a temperatura ambiente por cerca de 50 minutos. Ao término da
reacdo, realizou-se a filtragdo da mesma em funil sinterizado e levou-a ao evaporador
rotatorio para eliminagdo do solvente. Obteve-se ao final um produto solido com rendimento
de 53%.

PROPRIEDADES FISICAS DO COMPOSTO 44a
Soélido amorfo branco

Rf = 0 (AcOEt/hexano 3:2)

Faixa de fusdo = 187 — 189 °C
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6.1.19 Sintese do 3-(4-clorofenil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrol[3,2-d]isoxazol-6-ion
cloreto 46b através da hidrogendlise em meio acido.

cl B B
cl
H,/ Pd
N =
/ MeOH/H N N
/
N ® —0
A N
07 o 3 _
3 el
44b a6b

Procedimento semelhante ao 6.1.22
Cicloadulto 44b (50 mg; 0,14025 mmols); 10 mL de MeOH seco; 1,3 mg de Pd(OH).
Rendimento de 64%.

PROPRIEDADES FiSICAS DO COMPOSTO 46b
Sélido amorfo amarelado

Rf = 0 (AcOEt/hexano 3:2)

Faixa de fusdo = 194 — 196 °C

DADOS ESPECTROMETRICOS
'H RMN (CDCls, 6, ppm, 400MHz, t.a), presenca de rotameros.
2,22 (ml: 1H); 2,4 (ml: 1H); 3 (m, 1H); 3,4 (m: 1H); 6,22 (d: 1H); 7,4 (d, 1H) e 7,6 (d; 1H).
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6.1.20 Sintese do 3-(4-toluilfenil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrol[3,2-d]isoxazol-6-ion
cloreto 46¢ através da hidrogendlise em meio acido.

CH

3

cr

46c

Procedimento semelhante ao 6.1.20
Cicloadulto 44c (47,05 mg; y mmol); 10 mL de MeOH seco; 1,3 mg de Pd(OH). Rendimento
de 58%.

PROPRIEDADES FISICAS DO COMPOSTO 46¢
Sélido amorfo branco

Rf = 0 (AcOEt/hexano 3:2)

Faixa de fusdo = 181 — 183 °C
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6.1.21 Sintese do 3-(4-flurofenil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrol[3,2-d]isoxazol através da

basificacdo do composto 46a.

F F
W sol. 10% NaHCO . N
I - /!
® > —0 0
Mo 'y 'T'
B Jer H
46a 45a

Adicionou-se uma solugdo aquosa 10% de NaHCO3 (10 mL) ao cloridrato de p-F 46a
(40 mg; 0,164 mmols). Apos isto, mediu-se o pH com uma fita pHmétrica e observou-se uma
faixa de pH em torno de 8-9. Em seguida promoveu-se uma extracdo do produto obtido com
CH,CI; (4 x 10 mL), secou-se a fase organica com Na,SOy filtrou-se e em seguida promoveu-

se a rota evaporagdo. Rendimento quantitativo.

PROPRIEDADES FiSICAS DO COMPOSTO 45a
Sélido amorfo amarelo

Rf = 0,21 (AcOEt/hexano 1:4)

Faixa de fusdo = 149 — 151 °C

DADOS ESPECTROMETRICOS

'H RMN (CDCls, , ppm, 400MHz, t.a).

1,9 (m: 1H); 2,1 (m; 1H); 2,6 (s, 1H); 2,8 (m: 1H); 3 (m, 1H); 4 (t: 1H); 5,58 (d: 1H); 7 (d:
1H) e 7,6 (d: 1H).

3C RMN (CDCls, 8, ppm, 400MHz, t.a)

30,048 (CH,); 43,037 (CH,) 50,58 (CH), 98,29 (CH), 126,415 (C), 126,68 (CH); 129,43
(CH); 140 (C); 162,26 e 164,75 (d: C-F).

1.V. (cm™), principais sinais.

3377,36; 2963,03; 2840,91; 1603,84; 1510,60; 1414,94; 1353,86; 1221,46; 918,22; 815,94.
HRMS-IT-TOF, ion molecular (m/z)

207.
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6.1.22 Sintese do 3-(4-clorofenil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrol[3,2-d]isoxazol através da

basificacdo do composto 46b.

B cl | cl
Sy sol. 10% NaHCO Jy
> !
® —0 0
H™ [
H -
B e &
46b 45b

Procedimento experimental semelhante ao 6.1.25.
Sol. NaHCO3 10% (10 mL); cloridrato de p-Cl ( 42 mg; 0,164 mmols).

PROPRIEDADES FiSICAS DO COMPOSTO 45b
Sélido amorfo amarelado

Rf = 0,24 (AcOEt/hexano 1:4)

Faixa de fusdo = 156 — 158 °C

DADOS ESPECTROMETRICOS

'H RMN (CDCls, , ppm, 400MHz, t.a).

1,9 (m: H); 2,1 (m; 1H); 2,9 (sl, 1H); 3,1 (m: 1H); 4 (t: 1H); 6,05 (d: 1H); 7,4 (d: 1H) e 7,6 (d:
1H).

3C RMN (CDCls, 8, ppm, 400MHz, t.a)

30,064 (CHy); 43,037 (CHy) 50,20 (CH); 98,526 (CH); 127,85 (C); 127,94 (CH); 129,04
(CH); 135,73 (C) e 156,65 (C-CI).

1.V. (cm™), principais sinais.

3335,41; 2970,20; 2931,16; 2873,04; 1587,91; 1492,32; 1089,33; 929,60; 829,26.
HRMS-IT-TOF, ion molecular (m/z)

223,05.
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6.1.23 Sintese do 3-(4-toluilfenil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrol[3,2-d]isoxazol através

da basificagcdo do composto 46c.

CH, CH,
> /
® 0 o)
H” W N
B er H
46c¢ 45c¢

Procedimento experimental semelhante ao 6.1.25.
Sol. NaHCOg3 (5) 10% (10 mL); cloridrato p-toluil (39,11 mg; 0,164 mmols).

PROPRIEDADES FISICAS DO COMPOSTO 45¢
Sélido amorfo amarelado

Rf = 0,27 (AcOEt/hexano 1:4)

Faixa de fusdo = 142 — 144 °C

DADOS ESPECTROMETRICOS

'H RMN (CDCls, 6, ppm, 400MHz, t.a), presenca de rotameros.

1,85 (m: 1H); 2,08 (m; 1H); 2,81 (ml, 1H); 2,3 (t: 3H); 3,01 (m: 1H); 4 (t: 1H); 5,59 (d: 1H);
7,1 (d: 1H) e 7,5 (d: 1H).

3C RMN (CDCls, &, ppm, 400MHz, t.a)

21,37 (CHg); 30,17 (CH,) 43,037 (CHy), 51,418(CH), 50,61 (CH), 97,85 (CH); 126,41 (C);
126,70 (CH); 129,45 (CH); 140,031 (C) e 157,51 (C).

1.V. (cm™), principais sinais.

3366,66; 2976,887; 2954,93; 2940,61; 1929,03; 1410,98; 1355,78; 1271,97; 918,26; 822,48.
HRMS-IT-TOF, ion molecular (m/z)

203.
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7.0 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho pudemos explorar a aplicacdo quimica e bioldgica das novas 3-aril-2-
isoxazolina[5,4-d]pirrolidinas em suas formas de base livre e de cloridratos. Observamos
caracteristicas destes heterobiciclos, até entdo desconhecidas, como por exemplo, o fenémeno
da degradagdo dos cicloadutos durante a desprotecdo de N6. Este acontecimento, s6 havia
sido verificado, anteriormente, durante a desprotecdo de N6 em cicloadutos piperilidinicos
desenvolvidos em outros estudos de nosso grupo.

Este fendbmeno serviu de base para que pudéssemos reavaliar a metodologia
empregada durante a hidrogendlise dos cicloadutos 44b, passando a desenvolvé-la em meio
acido e obtendo as nossas isoxazolinas aril substituidas sem observar a degradag&o do biciclo.

Neste mesmo trabalho, continuamos a explorar as reagdes de cicloadi¢do 1,3-dipolar,
Uteis na insercdo de heteroatomos em estruturas organicas, realizando-a entre enecarbamatos
endociclicos de cinco membros 41 e 43 com N-Oxidos de nitrila 37, apresentando rendimentos
moderados. Ainda pudemos explorar, nesta pesquisa, a utilizacdo da sonicacdo que de modo
bastante simples diminuiu expressivamente o tempo das reagdes de obtencao das aril-oximas
35 e do enecarbamato 43, com rendimentos razoaveis.

No estudo bioldgico fez-se um screening dos compostos obtidos testando-os contra
diferentes espécies de micro-organismos, entre bactérias gram positivas e gram negativas.
Através do método de difusdo em disco foi avaliado o perfil de inibicdo dos compostos
obtidos frente aos micro-organismos, tendo a ampicilina com farmaco padrdo neste estudo.
Observamos o maior halo de inibicdo (26 mm) com o cloridrato de aril isoxazolina p-Cloro
46b quando utilizado contra a bactéria alcool acido resistente Mycobacterium smegmatis
DAUFPE 71.

Os demais compostos que apresentaram maiores valores de halos de inibi¢do foram o0s
45a (halo de 14 mm frente a Mycobacterium smegmatis DAUFPE 71 e 12,5 mm frente a
Enterococcus faecalis DAUFPE 138), 45b, 46a e 46b (halos de 11,5, 13,5 e 13,5 mm,

respectivamente, frente a Micrococcus luteus DAUFPE 06).

Verificamos, portanto, que 0s objetivos pretendidos no projeto inicial, quanto a parte
guimica e bioldgica, foram executados, em sua maioria, apresentando resultados satisfatérios,
qguanto a via de sintese e aos resultados obtidos em relagdo a agdo antimicrobiana dos
compostos obtidos. Alem disso, também pudemos neste estudo utilizar novas metodologias
gue se mostraram bastantes satisfatérias quando comparadas com os métodos tradicionais,

também utilizados.
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Sendo assim, temos como futuras pretensfes a continuidade destes trabalhos a fim de
podermos explorar ainda mais os estudos quimicos e bioldgicos sobre o biciclo isoxazolinico
com a possibilidade de:

Expandir a serie de isoxazolinas biciclicas-pirrolidinicas aril substituidas na forma de base
livre em N6 e de suas formas de cloridratos;
Comparar 0s seus potenciais antimicrobianos, anti-inflamatérios e antitumorais atraves dos

estudos bioldgicos;

Avaliar a citotoxica dos cicloadutos obtidos e também dos derivados complementares da

serie;

Introduzir grupamentos na por¢do N-H livre das isoxazolinas e também verificar suas

potenciais atividades bioldgicas.
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Figura 21. Espectro de infravermelho da aril isoxazolina p-F na forma de base livre.
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Figura 22. Espectro de RMN “3C da aril isoxazolina p-F base livre em N6.




Adriano Vieira

Amostra AVO2A
Solicitacao N. M0306-14
24.03.2014 UFPE

Sample Name:

Data Collected on:
variand 00~vamrs400
Archive directory:

Sample directory:
Fidrile: PROTON

Pulse Sequence: PROTON (m2pul)
Solvent: cdcll
Data collected on: Mar 24 2014

Tenmp. 26.0 € / 295.1 K
Operator: ricardoe

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degreesn
Acqg. time 2.556 sec
width 6410.3 Hx
16 repotitions
OBSERVE H1, 399.7395930|pz
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
¥T pize 32768 |
Total time 0 min 57 sec

16.65 8.22
16.50

i

B8.48 9.61 17.07

.74 8.48 7.26

AlentTechnoogis

ppm

Figura 23. Espectro de RMN H da aril isoxazolina p-F base livre em N6.
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Figura 24. Espectro de infravermelho da aril isoxazolina p-CH; na forma de base livre.
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Figura 25. Espectro de RMN **C da aril isoxazolina p-CHj base livre em N6.
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Figura 26. Espectro de RMN 'H da aril isoxazolina p-CH; base livre em NG6.

103



Peak#:1 Ret.Time:Averaged 0.400-0.427(Scan#:61-65)
BG Mode:Calc 0.373<->0.507(57<->77)

Mass Peaks:180 Base Peak:207.09(1674006) MS Stage:MS Polarity:Pos Segment1 - Event1 Precursor:-----
100 207
50
|
203 219
b Lo i s RS B e e I, P
210 220 230 240 250 260 270 280 290

Cutoff

297

m/z

Figura 27. Espectros de Massas da aril isoxazolina p-F na forma de base livre.
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Figura 28. Espectros de Massas da aril isoxazolina p-CH; na forma de base livre
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