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Resumo

Em estudos prévios, realizados por Almeida, foram obtidas substéncias 2-isoxazolinas
aza-biciclicas, que deram origem a nucleos como o 2-isoxazolina[5,4-b]piperidina e 2-
isoxazolina[5,4-b]pirrolidina. Amidas N benzoiladas derivadas dessas substancias
apresentaram-se farmacologicamente ativas, principalmente em testes anti-inflamatorio e
antimicrobianos realizados com esses compostos. Além disso, varias substancias
contendo a funcdo oxima, em sua forma livre e como éteres de oxima, sdo descritas na
literatura, apresentando atividades bioldgicas antimicrobianas. Diante disso, foi obtido
através da hibridizacdo molecular, derivados 2-isoxazolinicos aza-biciclico contendo a
funcdo oxima em sua estrutura. Os ésteres isoxazolinicos 34 e 36 foram obtidos através
de reac0bes de cicloadicdo 1,3-dipolar por duas diferentes rotas sintéticas, pela reac¢éo do
oxido de nitrila 41 (CEFNO) tanto com o enecarbamato cbz, quanto com as enamidas
endociclicas para-substituidas. Os cicloadutos oriundos do enecarbamato endociclico,
sofreram reacdes de hidrogendlise e posterior N-benzoilagcdo. A porcao éster, presente
nos compostos N-benzoilados para-substituidos, foi reduzida a alcool e em seguida
submetida a uma oxidacdo de Swern, resultando nos aldeidos isoxazolinicos. A partir
desses aldeidos 38, através de uma reacdo com hidroxilamina, chegou-se nas oximas
isoxazolinicas 39. Os novos derivados foram submetidos a testes bioldégicos com o intuito
de avaliar sua atividade antimicrobiana. O teste foi realizado pelo método de difusdo em
disco, contendo bactérias Gram negativas e Gram positivas, onde os derivados
isoxzolinicos apresentaram halos variados frente aos microrganismos em estudo. O
composto 39b caracterizou-se como uma substancia promissora no desenvolvimento de
novos agentes antimicrobianos, com halos de 10 mm para o Staphylococcus aureus, 11
mm para 0 Micrococcus luteus, 13 mm Bacillus subtilis e 13 mm para o microrganismo
Micobacterium smegmatis.

Palavras chave: Oximas. Reacao de cicloadicdo. Agentes antimicrobianos.



Abstract

In previous studies conducted by Almeida substances were obtained isoxazolines 2-aza-
bicyclic, giving rise to nuclei as 2-isoxazoline [5,4-b] piperidine and 2-isoxazoline [5,4-b]
pyrrolidine. N benzoiladas amides derived from these substances had become
pharmacologically active, especially in anti-inflammatory and antimicrobial tests conducted
with these compounds. Furthermore, substances containing various oxime function, in free
form and as oxime ethers are described in literature, showing microbial biological activities.
Thus, was obtained by molecular hybridization, derivatives aza-bicyclic 2-isoxazolinicos
containing the oxime function in its structure. Esters isoxazolinicos 34 and 36 were
obtained by cycloaddition 1,3-dipolar cycloaddition reactions of two different synthetic
routes, by reaction of the nitrile oxide 41 (CEFNO) with both the cbz enecarbamate, as
with the endocyclic enamides para-substituted. Cicloadutos coming from the endocyclic
enecarbamate suffered reactions of hydrogenolysis and subsequent N-benzoylation. The
ester moiety present in the N-substituted compounds for benzoilados was reduced to
alcohol, and then subjected to a Swern oxidation, resulting in isoxazolinicos aldehydes.
From these aldehydes 38 by means of a reaction with hydroxylamine, was reached in
isoxazolinicas oximes 39. The novel derivatives were subjected to biological tests in order
to evaluate its antimicrobial activity. The test was performed using the disk diffusion
method, comprising Gram negative and Gram positive where isoxzolinicos halo derivatives
showed varied across the microorganisms under study. Compound 39b was characterized
as a promising substance in the development of new antimicrobial agents with halos of 10
mm for Staphylococcus aureus, 11 to Micrococcus luteus mm, 13 mm and 13 mm Bacillus
subtilis microorganism Mycobacterium smegmatis for.

Keywords: Oximes. Cycloaddition reaction. Anti-infective agents.



Figura 1. Derivados isoxazolinicos, nucleo 2-isoxazolina[5,4-b]pirrolidina,
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1. Introducao

No avanco das ciéncias farmacéuticas, a quimica medicinal se tornou uma das
principais areas, responsaveis pelo desenvolvimento de novos farmacos. Suas
diversas ferramentas quimicas e matematicas tém como objetivo a projecéo,

descoberta e sintese de compostos biologicamente ativos, descrevendo a relacéo

entre sua estrutura quimica e a atividade farmacolégical.

Nesse aspecto, tem se procurado desenvolver novos agentes antimicrobianos
gue possam ser utilizados em doencas causadas por microrganismos resistentes.
Diversas bactérias, ao longo das ultimas décadas, tem desenvolvido mecanismos de

defesa contra mais de um tipo de antibi6tico disponivel no mercado, além disso, 0 uso

indiscriminado dos antibidticos tem provocado o aumento dessa resisténcia.

Uma das estratégias da utilizadas pela quimica medicinal na descoberta de
novos farmacos mais potentes, com um maior espectro e com um perfil farmacolégico
mais seguro, € a hibridacdo molecular. Que tem como principio, a sintese de
moléculas hibridas com dois ou mais grupos farmacoforicos biologicamente ativos,
onde esses grupos possuem atividade farmacoldgica para uma ou mais atividades
terapéuticas. Dessa maneira, € possivel descobrir o grupamento farmacoforico
essencial e obter fArmacos mais desejaveis que o protétipo, em especificidade,

duracéo de acdo e menor toxicidade®.

Almeida e colaboradores obtiveram derivados amidas contendo o nucleo 2-

isoxazolina aza-biciclo que foram submetidos a avaliagdes biolégicas. Onde foi

observado excelentes resultados em diversas atividades, como anti-inflamatéria,

antichagasica e antimicrobiana®.

Além desse nucleo, derivados hibridos da funcdo oxima, com varios
heterociclicos sintetizadas na dltima década, vém apresentando atividades

antimicrobianas promissoras. Sendo a fungédo oxima, em sua maioria, caracterizada

como o grupo farmacoférico responséavel por essa atividade®.

17



18
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1

Figura 1 — Derivados isoxazolinicos, nucleo 2-isoxazolina[5,4-b]pirrolidina.

Diante disso, nosso trabalho visa colaborar com a pesquisa de novos farmacos
com potenciais atividades antimicrobianas, contendo em sua estrutura molecular o
nucleo 2-isoxazolina aza-biciclo juntamente com a fung&o oxima em C3 e arilados em
N6.



2. Revisdo da Literatura
21 Resisténcia antimicrobiana

Ao longo da histéria, a humanidade buscou diversas estratégias para combater os
inUmeros microrganismos existentes causadores de infeccfes e doencas. Nos ultimos 70
anos, os antibidticos foram os principais agentes terapéuticos utilizados contra bactérias

e obtiveram destaque na area farmacéutica pela efetiva reducdo na morbidade e

mortalidade de doencas associadas a essas infecgﬁesG.

Os antibidticos sédo substancias utilizadas com o objetivo de combater as
bactérias presentes em um organismo, sem causar alteracdes fisioldgicas no
hospedeiro. No entanto, o uso de um antibiético em um individuo, pode resultar em

alteracdes na sua ecologia microbiana que tem o potencial de influenciar o uso dessas

substancias em outras pessoas7.

Durante a descoberta da penicilina e, posteriormente, 0 seu uso na segunda
guerra mundial, Alexander Fleming constatou que ndo existia nenhum antibiético tdo
eficaz, em que as bactérias ndo pudessem desenvolver um mecanismo de defesa

contra ele8.

Esses microrganismos tém habitado a terra por bilhdes de anos, e durante esse
periodo entraram em contato com diversos antibidticos de ocorréncia natural, o que
proporcionou o desenvolvimento de mecanismos para a sua sobrevivéncia. Mudangas
metabdlicas e estruturais ocorrem em todos 0s organismos Vvivos, para que 0 mesmo

possa se adaptar ao ambiente em que ele esta sendo submetido®.

Parte dessa adaptacdo acontece pelo ajuste das bactérias a condi¢cdes
adversas como escassez de alimentos, agua, disponibilidade de oxigénio e,

principalmente, agentes externos potencialmente letais, onde se classificam os

antibiéticosG.

Além disso, o uso indiscriminado e inadequado dos antibi6ticos tanto na clinica
terapéutica, para o tratamento de diversas doengas, quanto na industria alimenticia,
como conservantes, contribuiu de maneira significativa para o processo de adaptacao

das bactérias. O fendmeno de resisténcia a substancias por parte das bactérias faz

parte de uma selecéo natural desse micro-organismog.

Quando um antibidtico € administrado para o tratamento de uma infeccao, as

bactérias mais susceptiveis morrem, enquanto as remanescentes passam por esse
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“stress” e saem mais fortalecidas, sendo consideradas resistentes. O principal
problema relacionado a isso é que, essa resisténcia esta diretamente relacionada a

carga genética da bactéria que pode ser passada de geracdo em geracdo, e até

mesmo, para outras bactérias®.

Dessa forma, ndo é surpresa que as bactérias tenham se tornados resistentes
a diversos medicamentos antimicrobianos desenvolvidos nas ultimas décadas. Além
disso, algumas bactérias denominadas super-resistentes desenvolveram a habilidade
de se proteger Cintra mais de um tipo de agente terapéutico. A S. aureus, por exemplo,

um tipo de bactéria multirresistente, é responsavel por milhares de infec¢des todos 0s

anosS.

Em 2004, a sociedade Americana de Doencas Infecciosas divulgou que mais
de 70% das bactérias patogénicas era resistente a pelos menos um tipo de antibiético

disponivel atualmente. O que tornou alguns medicamentos ineficazes no tratamento

de infec¢des simples causadas por esses patégenosS.

Por isso, € necessario uma continua pesquisa e desenvolvimento de novas
drogas com atividade antimicrobiana que possam ser utilizadas nesses quadros
clinicos. Além disso, assim como outras classes de medicamentos o uso de

antibidticos causam diversos efeitos colaterais, tais como distarbios gastrointestinais,

diarreia, reacfes alérgicas, dentre outras®.

2.2 Cicloadicéo 1,3-dipolar

A cicloadicéo 1,3-dipolar foi introduzida por Huisgen e se apresenta como uma
ferramenta poderosa e versatil na sintese de heterociclicos de cinco membros, além

disso, proporciona uma maior funcionalizacdo e formacao de centros estereoquimicos

em moléculas organicas ciclicas.10-11

Esse tipo de reacdo se constitui pela adicdo de um sistema 1,3 dipolo a um
composto insaturado, um alqueno ou alquino, proporcionando a formacao de um anel
de 5 membros. O dipolo € um zwitterion (ion dipolo), constituido por quatro elétrons PI
deslocalizados através dos orbitais p por trés atomos, onde o &tomo central pode estar

hibridizado em sp2 ou sp.11

Os sistemas 1,3 dipolo sé&o classificados em dois tipos (Figura 2): o dipolo alila

de geometria angular, onde o atomo central pode ser nitrogénio, oxigénio ou enxofre;

20



e o dipolo alenila que tem como atomo central a presenca

responsavel por sua geometria linear.

11

do nitrogénio sp,

21

1,3-Dipolo Geometria Hibridizacdo do
’ do dipolo Atémo central
. + - - +
Alenila a=b—cC: =—>» a—h =c sp
(Linear)
* b
= - NS
Alila aZbh e > a7 ¢ sp?
(Angular)

Figura 2 — Geometria do 1,3-dipolo

Diversas estruturas do tipo 1,3 dipolos podem ser obtidas através da

combinacdo entre atomos de nitrogénio, oxigénio e carbono. Na figura 3 sé&o

observados alguns exemplos de 1,3 dipolo, tanto do tipo alila quanto do tipo alenila

gue sao utilizados na reacgao de cicloadicao.

Alenila Alila
Y= G Ay \rilfi e
| = *N=N :N\ Azidas & ,NO Nitronas
_ -— _ 4
3 |
_» — et 7 . e - i
N=N ﬁ: foc\ Compostos diazo C//N—l‘\l NN Azometino Iminas
. < > _ ¢
i |
—C=N—0t <—> C=N=0  Oxidos de Nitila \,i,_'_ s ,
e 2 < » L % llideos de Azometinos
_C o 07
3 |
- | - -t / Gy s i v
TCENTGF > C=N= i Nitril —-Cc—
¢ (f /c C:\ ideos de Nitrila —C//O C|: e , C?C\ llideos de Carbonila
\ ¢
& o= = éiéi + A
A=n— - L P . ' )
C=N s P N N\ Nitrila imidas _c ‘ <_>_ C78_(:\ llideos de Tiocarbonilas
L |

Figura 3 — Exemplos de 1,3-dipolos.



A cicloadigao 1,3 dipolar envolve a interagdo dos quatro elétrons 1 do 1,3 dipolo
com os dois elétrons 1T presentes na estrutura insaturada, chamada de dipolardfilo.
Huisgen, em seus trabalhos, observou que essa reacdo acontecia através de um
mecanismo concertado, ou seja, passando por apenas uma etapa na formagéao do

produto. Um estado de transi¢cao, onde duas ligacdes séo parcialmente formadas, nao

necessariamente ao mesmo tempo.ll'12

Atualmente, a teoria dos Orbitais Moleculares de Fronteira (FMO) é a que
melhor explica a reatividade, bem como a régio e estereoseletividade da cicloadicdo
1,3-dipolar. Nesse modelo, a reag&o ocorre entre os orbitais moleculares ocupados de
alta energia (HOMO) e os orbitais moleculares desocupados de menor energia
(LUMO). Essas interacfes acontecem entre orbitais com a menor diferenca de
energia, dando produtos mais estaveis, por isso, esta diretamente relacionada aos
coeficientes orbitalares dos atomos que participam da reacéo, presentes no 1,3 dipolo

e no dipolaréfilo13

Dessa forma as reagdes de cicloadicédo 1,3 dipolar podem ser classificadas em
trés tipos, de acordo com as energias relativas dos orbitais moleculares de fronteira

envolvidos (Figura 4):11

Reacdes entre os orbitais HOMO do dipolo e LUMO do dipolardfilo.
Reacdes controladas pelos orbitais LUMO do dipolo e HOMO do dipolardfilo.
Reacdes controladas pelos orbitais HOMO e LUMO tanto do dipolo quanto do

dipolarofilo.

A Dipolo  Dipolaréfilo  Dipolo Dipolaréfilo  Dipolo  Dipolaréfilo

LUMO

PO mzm

_ﬂ_ JIJ} 141 i HOMO
Ir _H_

Figura 4 — Diagrama de energia dos orbitais de fronteira.
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Dos Santos e colaboradores desenvolveram trabalhos sobre cicloadigéo 1,3
dipolar entre enamidas e encarbamatos com N-6xidos de nitrila na formacdo de
heterociclicos de cinco membros. Nessa pesquisa foi observado que as reacfes
acontecem pela interacdo do HOMO das enamidas e enecarbamatos (dipolardfilos),
compostos com alta densidade eletrénica, com o LUMO do N-Oxido de nitrila (1,3-

dipolo).

2.3 Isoxazolinas

Os compostos heterociclicos sdo um grupo de moléculas que apresentam
variadas atividades bioldgicas descritas na literatura, além disso, estdo presentes em
moléculas de origem natural e sintética com propriedades farmacologicas
significativas para o desenvolvimento da quimica farmacéutica e medicinal. Diversos
nucleos heterociclicos se destacam na sintese organica, devido a sua aplicacao

sintética como intermediarios na sintese de novas estruturas e funcionalidades

quimicas.lg"14

As isoxazolinas sdo uma importante classe de heterociclicos de cinco
membros, possuindo dois heteroatomos, um atomo de nitrogénio e um de oxigénio
ligados diretamente entre si (Figura 5). Além disso, apresentam uma ligacdo dupla
responsavel pela a classificacdo desse nucleo, que varia de acordo com a posi¢cao da

insaturacdo no anel.16
3
\/ N 2 i/ /NH ZK\ "NH
O1 ol O1
2-isoxazolina 3-isoxazolina 4-isoxazolina

Figura 5 — Classificagdo das isoxazolinas.

Na sintese organica, as isoxazolinas apresentam interessantes aplicacdes
sintéticas, como sua conversao em [(3-amino alcool e B-hidroxi cetonas, a partir da

abertura do anel. As isoxazolinas sao preparadas por diferentes métodos, sendo a
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cicloadicao 1,3 dipolar o mais eficiente, pois proporciona o controle estereoquimico da

reacao quando utilizado determinados substratos.t’

2.3.1 Métodos de obtencdo de 2-isoxazolinas

Uma das primeiras sinteses de um composto contendo a fungéo 2-isoxazolina
foi obtida por volta de 1895, através da reagao entre cetonas q, insaturadas e a
hidroxilamina. No entanto, a técnica ndo foi bastante empregada, pois a maioria dos

experimentos obtidos por esse método apresentavam baixos rendimentos.® Shibata

e Matoba sintetizaram diversos derivados 2-isoxazolinas trifluorometil substituidos
através desse método, alcancando excelentes rendimentos, 80% a 90%, e relativa

enantioseletividade dos produtos (Esquema 1).19

HO—NH2 (50 wt% aq)

RA O 10 N CsOH _N
1
“ Cat™ (10 mol%) N =3
X R? > Ri
3 CHCI3, -30 °C CF
3
OMe

Br

Esquema 1 - Sintese enantiosseletiva de 2-isoxazolinas trifluorometil substituidas

A cicloadi¢do 1,3-dipolar entre oxidos de nitrila e alquenos € o método mais
utilizado na sintese de isoxazolinas, demonstrando ser um dos mais eficientes, pois
proporcionan bons rendimentos e relativo direcionamento estereoquimico dos
produtos finais. Os oxidos de nitrilas, substancias chave nesse tipo de reacéo, sdo
gerados in situ a partir de dois meétodos, como ilustrado no esquema 2. a

desidrohalogenacéo dos cloretos de hidroximinoilas induzidas por base (Método de

24



Huisgen); e pela desidratacdo de derivados nitroalcanos primarios (Método de

Mukaiyama).20

Método de Mukaiyama

Esquema 2 - Métodos de obtencéo de 2-isoxazolinas

Hamadi e colaboradores, através da reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar, entre
oxidos de aril nitrilas e derivados da 5-hidroxi-3-metil-1,5-dihidropirrol-2-ona,
obteveram uma série de derivados 2-isoxazolinicos biciclicos (Esquema 3), com
rendimentos que oscilaram de 75% a 90% e relativa regioseletividade dos produtos

finais. Os 6xidos de nitrila foram produzidos in situ, a partir do uso dos cloretos de

hidroximinoilas e trietilamina como base.21

0 A%\ OH e P
Me // —N O....
/
I;N_Arl cl . NN L N Arl R
H Et3N, tolueno, 110°C ’
OH Ar2 OH

Esquema 3 - Cicloadicdo 1,3-dipolar de 6xido de arilnitrilas com derivados 5-hidro-3-metil-1,5-
dihidropirrol-2-ona

Minakata e colaboradores desenvolveram um novo método na obtencdo dos
oxidos de nitrilas a partir de oximas, que tem como principio a utilizacdo do hipoiodito de
tert-butila (t-BuOl), produzido in situ, na formacéo do iodeto de hidroximinoila (Esquema

4). Essa metodologia demonstrou ser bastante simples e eficiente, variando
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diversos parametros como o dipolaréfilo, o solvente e as oximas, onde apresentou
rendimentos que variam de 65% a 98%. A superioridade do método foi comprovada
utilizando outras substancias eletrofilicas halogenadas, como o N-iodosuccinimida e o
t-BuOClI, sob as mesmas condi¢cfes reacionais, obtendo rendimentos de 25% e 44%,

respectivamente, resultados inferiores ao rendimento de 88% na utilizacdo do t-

BuOI.22

t-BuOCI (1 equiv)
OH Nal (1 equiv) Ph N
N~ 2,6-lutidina (1 equiv) AN
|| /= - i
/ * Ph Dioxano, rt, 24h
Ph
Ph

88%

Esquema 4 - Cicloadicdo 1,3-dipolar entre os 6xidos de nitrila gerados a partir das

oximas utilizando o t-BuOCI

Outra variacao da sintese de 6xidos de nitrila a partir de oximas foi desenvolvida
por Mendelsohn, utilizando reagentes de iodo hipervalentes como, o PhI(OAc)2
diacetoxi-iodobenzeno, e quantidades cataliticas do &cido trifluoroacético (Esquema
5). O método foi aplicado para diferentes espécies de oximas na sintese de derivados

isoxazolinicos através de reac¢des intra e intermoleculares, obtendo rendimentos entre

40% e 90%.23

O

1.1 eq PhI(OAC) , A s
/N 0.2 eq TFA \

MeOH, t.a. ~2h

K
R1 2

Esquema 5 — Cicloadi¢éo 1,3 dipolar entre 6xidos de nitrila gerados a partir de oximas
utilizando reagentes de iodo.
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2.3.2 Atividade bioldgica e aplicacOes terapéuticas

Além de sua grande aplicacdo sintética na quimica organica, o heterociclo 2-
isoxazolina apresenta também um importante papel na quimica medicinal, possuindo
diversas atividades bioldgicas, tais como anti-inflamatério, antifungico e

antimicrobiano. Devido a sua importancia, esse grupo farmacoférico esta inserido em

diversos agentes terapéuti00324.

Knaus e colaboradores publicaram um estudo descrevendo o planejamento e
a sintese de moléculas triciclicas diarilisoxazodis com propriedades analgésicas e anti-
inflamatoérias. Um dos compostos obtidos apresentou excelente seletividade para
COX-2, onde a concentracdo para a inibicdo da COX-1 foi quinhentas mil vezes
superior a inibicdo da COX-2. Essa pesquisa contribuiu para o possivel

desenvolvimento de novos farmacos anti-inflamatoérios seletivos as enzimas COX.25

Com o objetivo de expandir seus resultados no desenvolvimento de substéancias
anti-inflamatdrias com inibicdo seletiva pela COX-2, Knaus sintetizou novos derivados
4,5-difenil-4-isoxazolinas. Foram avaliadas a relacdo estrutura atividade das novas
moléculas através da substituicdo do anel isoxazol, uma estrutura planar, pela porcéo
isoxazolina, que possui torsdes no anel. Alguns compostos (Figura 6) exibiram uma

atividade analgésica e anti-inflamatoria com potente inibicdo e seletividade da COX-
2.26

I

c\q
415/-\\.:

Figura 6 - Derivados diarilisoxazol e diarilisoxazolina

27



Kuck, Franco Sbardella e colaboradores sintetizaram uma série de compostos
analogos da procaina e procainamida contendo a funcdo 2-isoxazolina, com possivel
atividade inibitéria contra a enzima DNA metiltransferase 1. Foram produzidos
isoxazolinas ariladas conformacionalmente restringidas e outras isoxazolinas de livre
rotacdo. Um dos compostos obtidos apresentou boa atividade inibitéria contra a

enzima (ICso = 150pM) (Figura 7).%’
Um resultado de grande relevancia na busca de novas substancias nao
nucleosidicas inibidoras da DNA metiltransferase, uma das enzimas relacionadas no

desenvolvimento do cémcer.27
H.C
N——CH:
= N
™y
R 5 6

Figura 7 — Derivados isoxazolinicos andlogos da procainamida e procaina.

Mandawad e colaboradores sintetizaram novos compostos tiofenos
isoxazolinicos substituidos que foram submetidos a testes antimicrobiano e
antifangico. Alguns compostos apresentaram excelentes atividades in vitro frente as

espécies de bactérias e fungos que foram testadas (Figura 8) 28
Dessa forma, 0s novos compostos sintetizados analogos da isoxazolina podem

ser Uteis no descobrimento de novos agentes antimicrobianos?e.

Figura 8 — Derivados tiofenos isoxazolinicos substituidos.
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Em 2007, Lee e colaboradores sintetizaram analogos de ésteres de isoxazolina
substituidos na posicdo 5 por piperazil-uréias e piperazil-carbamatos. Os novos
derivados foram submetidos a testes contra o0 micro-organismo Mycobacterium

tuberculosis, onde as substancias 9 e 10 (Figura 9) apresentaram excelente atividade

in vitro, com valores de MIC 0,4 e 0,8 pg/mL respectivamentezg.

H
0
—
N /j N— Cf H 13
0
0 -4
N—" 5
O0—C4H:
EtO >, N
0
I 10

Figura 9 — Analogos de ésteres de isoxazolinas.

Gaonkar e colaboradores obtiveram novos compostos heterociclos contendo
uma porc¢dao piridina ligada ao anel isoxazolinico, como principal grupo farmacoforico.

Todos os compostos foram submetidos a avaliacdo de sua atividade antimicrobiana

através do teste de difusdo em disco frente a diversas cepas30.

As substancias 11 e 12 (Figura 10), através desse teste, apresentaram

atividade antimicrobiana semelhante a estreptomicina e tetraciclina, drogas utilizadas

como padréio30.
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OMe

Figura 10 — Derivados da piridina contendo a fungdo isoxazolina.

De Almeida e colaboradores em 2009, obteveram uma série de novas
moléculas 2-isoxazolinas azabiciclicas através de uma inédita reacdo de cicloadicao
1,3-dipolar, entre enecarbamatos endociclicos, contendo cinco ou seis membros, e

aril N-Oxidos de nitrila substituidos. Dentre os compostos, alguns apresentaram

importante atividade analgésica e anti-inflamatoria (Figura 11).4

NH2

N 13

R R

Figura 11 - Derivados amidas 2-isoxazolinicas azabiciclicas

Reis e colaboradores em 2011 por meio da hibridizagédo molecular sintetizaram

novos derivados 2-isoxazolinicos contendo a por¢éo hidrazona, conhecidas na
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literatura por suas atividades analgésicas e anti-inflamatérias. As avaliacdes
biolégicas das novas isoxazolil hidrazonas demonstraram baixa toxicidade dos

compostos, além disso, a substancia 15 (Figura 12), a mais potente da série, obteve

atividade antinociceptiva superior a dipirona.31
R;
H N
VN
J
d 15

N

R.

Figura 12 - 2-Isoxazolina funcionalizada com hidrazona.

2.4 Oximas

As oximas séo consideradas substancias de grande interesse na quimica por
apresentarem diferentes atividades biol6gicas na quimica medicinal e agricola. Além
disso, essa funcdo tem importantes aplicagcbes como intermediario na sintese
organica, podendo ser transformada de maneira eficiente em diversas fun¢cdes como

amidas, aminas, diazois, isoxazolinas, isoquinolinas, nitroalcanos e, considerada

importante ligante na formacao de complexos com metais. 3233

2.4.1 Meétodos de obtencédo de oximas

As oximas sao sintetizadas em sua maioria a partir de dois diferentes métodos. No

primeiro método, o mais difundido, ocorre a condensacao de compostos carbonilicos

(cetonas e aldeidos) com a hidroxilamina na presenca de uma base>*,
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Essa metodologia foi utilizada por Singh na sintese de derivados enamidas a partir de
oximas (Esquema 6), que foram obtidas a partir da reacdo entre cetonas ciclicas e

benzilicas utilizando a hidroxilamina, além do acetato de sédio como base. Foi obtido

excelentes rendimentos a partir dessa experiéncia que variaram de 93% a 100%.3°

OH
Q N
1.2 eq NH20H . HCI
R3 12eq NaOAc
R
Tolueno, refluxo,1- 3h 1

R2

Esquema 6 — Sintese de oximas a partir da hldroxnamlna.

Variacfes dessa metodologia foram desenvolvidas por Li e colaboradores em
2006, produzindo diversas oximas, a partir de aldeidos e cetonas benzilicos, reagindo
com a hidroxilamina sob a acdo do ultrassom (Esquema 7). Além da adicéo inédita do
ultrassom na sintese dessa fun¢éo, os autores compararam a reatividade dos diversos
substratos na auséncia de uma base e utilizando sulfato de sédio como base. Diante

disso, foram obtidos produtos com excelentes rendimentos, que variaram de 64% a

98%, e tempo reacional, variando de 5 a 180 minutos.3®
R1 A: 1mol Na2S0O4 R
ou 1
B:sem Na2S0O4
O +  NH20H.HCI > NOH
Sonicacgéo,25-35°C
R2 R2

Esquema 7 — Sintese de oximas a partir da utilizagdo do ultrassom.

Vukicevic e colaboradores também desenvolveram uma metodologia inovadora
na sintese de oximas utilizando apenas a hidroxilamina e hidréxido de sédio em
temperatura ambiente utilizando pouco solvente (Esquema 8). Foram utilizadas

diversas cetonas ciclicas e carbonilas alifaticas insaturadas na obtencdo das

respectivas oximas com rendimentos que variam de 75% a 100%.3?



@) NOH
NH20H . HCI
H
R1 R2 NaOH R R
1 2

Esquema 8 — Sintese de oximas com pouca adicéo de solvente.

O segundo método baseia-se na reducdo de compostos nitro derivados para
obtencdo de suas respectivas oximas. Qian, Cui e colaboradores sintetizaram uma
série de novas oximas insaturadas a partir da redugdo de compostos nitro vinilicos,

utilizando cloreto de estanho hidratado (Esquema 9). Obtendo rendimentos entre 40%

e 75%, com tempo reacional de 5 horas.3*

e e

R
1\/ N N X R1 N X
SnCl2 H20 \/
| ——=
CH2Cl2 t.a.
NO2 Xor

Esquema 9 — Sintese de oximas a partir de nitro derivados.

2.4.2 Oximas com atividades biolégicas e aplica¢gdes terapéuticas

Skosibusic sintetizou e averiguou a atividade antimicrobiana de determinados
oximas imidazoélicas N-substituido e 0s seus respectivos sais quaternarios. Dentre as
substancias avaliadas, os compostos 16 e 17 apresentaram eficacia comparada ao
farmaco padréo, cefotaxima e gentamicina.

Além disso, o composto 17 teve um notavel potencial antimicrobiano frente a
microrganismos multirresistentes, o que pode ser utilizado no desenvolvimento de

novos farmacos com esse perfil37.
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Figura 13 — Oximas imidazélicas N- substituidas.

Kabilan e seus colaboradores sintetizaram uma série de ésteres de oxima
biciclo, onde foram submetidos a testes in vitro para avaliacdo antimicrobiana. Alguns
compostos obtiveram excelentes resultados, dentre eles, os compostos 18 se

destacaram com valores de MIC menores que as drogas utilizadas como padréo,

ciprofloxacino e anfotericina B38.

F F

Figura 14 — Ester de oxima biciclo com atividade antimicrobiana.

Jayabharathi e colaboradores avaliaram a atividade antimicrobiana e
antifungica de uma série de compostos piperidinicos contendo a fun¢éo oxima em sua

estrutura. Os resultados foram expressos em valores de MIC, onde o composto 19 se

demonstrou superior ao ciprofloxacino, farmaco utilizado como padréosg.
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Figura 15 — Derivado piperidinico contendo a fungdo oxima.

Katagi e colaboradores sintetizaram diversos compostos contendo a funcao
oxima e ésteres de oxima como principal grupo farmacoférico, com objetivo de avaliar
as suas respectivas atividades anti-inflamatdérias. Foi obtido cerca de sete substancias
com boa atividade anti-inflamatoria, exibindo valores semelhantes ou a até mesmo
superiores a aspirina, um anti-inflamatério ndo esteroidal inibidor das enzimas COX
(Figura 16)40.

Em um trabalho posterior, a série de derivados de oxima foi extendida. Nesse
segundo estudo em 1996, 0 mesmo grupo sintetizou acetil oximas e seus derivados
ligados a um aminoéacido. Os resultados obtidos foram semelhantes, demonstrando o

importante papel das oximas na sintese e desenvolvimento de farmacos anti-

inflamatérios.41

OCH:

NOH N

CH; CoH: L

Figura 16 — Derivados de oxima e de aciloximas.



Vasu e colaboradores obteveram uma série de compostos ramificados
derivados do tiofeno com objetivo de avaliar a importancia da fungdo oxima na
atividade anti-inflamatdria associada a esse nucleo. Nesse estudo foi sintetizado e
avaliado a atividade anti-inflamatéria de cerca de dezenove moléculas, onde foi
comparado derivados com a funcéo oxima na forma de éster e em sua forma benzilica.
Alguns desses derivados (Figura 17) apresentaram resultados anti-inflamatérios

equivalentes ou superiores quando comparados ao ibuprofeno, além disso, durante o

estudo, a relacéo estrutura atividade demonstrou a importancia dos ésteres de oximas
5

na atividade anti-inflamatoria desses compostos.

CHa

Figura 17 — Derivados do tiofeno contendo éster de oxima.

Com objetivo de expandir os estudos na descoberta de um ndcleo
farmacoforico para a atividade anti-inflamatdria, Vasu e colaboradores sintetizaram
novos derivados heterociclicos substituidos, contendo a funcdo oxima em sua
estrutura. Os derivados tiazoéis (Figura 18) demonstraram excelentes resultados em
sua atividade anti-inflamatéria, apresentando valores de inibicdo da inflamacédo
semelhantes aos obtidos pela dexametasona, e superiores comparados ao ibuprofeno
e ao rofecoxibe, um inibidor seletivo da COX-2. Além disso, um dos derivados
apresentou um excelente perfil gastroprotetor, proporcionando a descoberta de um

possivel grupo farmacoférico no desenvolvimento de novos farmacos anti-

inflamatorios, com efeitos colaterais gastrointestinais minimizados.*?
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Figura 18 — Derivados tiazol com fun¢éo oxima.

Vishwanath e colaboradores sintetizaram derivados de oximas analogos da
benzofenona, prevendo sua potencial atividade anti-inflamatoria através da inibicdo
da enzima fosfolipase A2 (PLA2) (Figura 19). Sua metodologia foi desenvolvida
baseando-se na semelhanca estrutural entre esses derivados e o farmaco anti-
inflamatorio fenoprofeno. Os compostos obtidos apresentaram excelentes valores de

inibicdo da enzima PLA2 in vitro e boa atividade anti-inflamatdria in vivo, através do

método do edema induzido.43

H2CO ‘ cl

Figura 19 —oxima analoga da benzofenona.
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Objetivos

Objetivos Gerais

Ampliar a metodologia sintética da sintese de isoxazolinas para a obtencéo de
novos compostos bioativos derivados do heterociclo 2-isoxazolina[5,4-
b]pirrolidina com a introdugcdo da funcdo oxima. Bem como, avaliar sua
atividade antimicrobiana in vitro.

Objetivos Especificos

Sintetizar oximas derivadas do N-benzoil-2-isoxazolina[5,4-b]pirrolidina.

Purificar e determinar algumas propriedades fisico-quimicas das novas
substancias, como Rf e ponto de fuséo.

Elucidar as estruturas das novas substancias através de técnicas
espectométricas como RMN 1He13c (1D) e infra-vermelho IVTF.

Avaliar atividade antimicrobiana in vitro das novos oximas obtidas.
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4. Metodologia

Em trabalhos recentes, realizados por de Almeida, foi desenvolvido uma
metodologia inédita envolvendo reacdes de cicloadicdo 1,3, dipolar, utilizando
enecarbamatos e enamidas de cinco e seis membros com N-6xidos de nitrila. A partir

dessas reacdes foram obtidos novos nucleos 2 isoxazolinicos azabiciclico,

exemplificado na (Esquema 10).3

COOEt

O N ——COOEt /N
N O

)\ |
COOEt

\ Ny
N O N ——COOEt O/
N
O)\R

O R

R

Esquema 10 — Cicloadi¢éo 1,3-dipolar.

O R

Diversas aplicacfes sintéticas foram realizadas desse novo nucleo 2-
isoxazolinico azabiciclo e de alguns de seus intermediarios, originando Varios
derivados com diferentes atividades bioldgicas. Alguns dos derivados obtidos,

exemplificados na figura 20, apresentaram pronunciadas atividades anti-inflamatorias

e antimicrobianas, respectivamente. 4
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EIZ £

Figura 20 — Derivados isoxazolina e enamida com atividades biolégicas.

o\/
3 NH2
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Foram sintetizadas diversas moléculas contendo a funcdo oxima em sua
estrutura sob diferentes formas, tais como éteres e ésteres de oxima. Grande parte
dessas moléculas (Figura 21) apresentaram atividades anti-inflamatdria, analgésica,

antimicrobiana e antifangica promissoras, devido, principalmente, a presenca da

funcdo oxima como um de seus grupos farmacoféricos. 3243
OH
N o
A
| \
R1. R3 E
R R4
28
CH3
F F

Figura 21 — Derivados de oxima com atividade anti-inflamatéria e antimicrobiana.

A partir disso, foram sintetizadas moléculas inéditas, através da hibridacao
molecular, contendo o heterociclo 2-isoxazolina[5,4-b]pirrolidina que apresentam a

fungc&o oxima no carbono C3, com possivel atividade antimicrobiana.



| Porcéo oxima

2-isoxazolina[5,4-b]pirrolidina /

\ Porcao arila

2

R1

Figura 22 — Isoxazolil-aril-oximas.

As novas oximas isoxazolinicas foram obtidas a partir de duas rotas, uma delas
envolvia a sintese de enecarbamato endociclico com a presenca do grupo protetor
Cbz. Por outro lado, através de enamidas endociclicas como intermediario.

O enecarbamato endociclico foi obtido através da reacao do cloreto de benzoila
com o mondémero da pirrolina, que por sua vez foi obtido a partir da oxidacéo da pirrolidina.
Apoés a cicloadicdo 1,3-dipolar entre o enecarbamato e o 6xido de nitrila, gerados in situ,
os cicloadutos isoxazolinicos foram sintetizados. Apos a remog¢éo do grupo protetor Cbz
em N6 e uma reacdo de N-benzoilacdo com cloretos de benzoilas para-substituidos,
chegou-se a alguns derivados isoxazolinicos.

Esses mesmos derivados isoxazolinicos substituidos foram obtidos reagindo o
mondmero da 1-pirrolina com os cloretos de benzoila substituidos, e, posterior reacdo
de cicloadicao 1,3-dipolar entre essas enamidas e o N-6xido de nitrila.

A partir dessa etapa, os compostos idénticos que foram obtidos por ambas as
vias foram submetidos a uma reducédo da funcéo éster em C3, produzindo os alcoois
isoxazolinicos. Posteriormente sofreram uma oxidacdo de Swern, onde foram obtidos
os aldeidos isoxazolinicos, que apdés reagirem com a hidroxilamina, formaram suas

respectivas oximas isoxazolinicas.
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Esquema 11 — Rota sintética utilizada na preparacéo das isoxazoil-aril-oximas.
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5 Resultados e discussao

5.1 Preparacdo do trimero da 1-pirrolina 30

Na:S:O 8 25%
MNaOH (aq) N
AQNO, cat.
_'- _‘_
" 0°C s er N
h Hz0 N \Q
29 31 30

Esquema 12 — Obtencéo do trimero da 1-pirrolina

A l-pirrolina 31, material de partida para a sintese dos enecarbamatos e
enamidas endociclicas de 5 membros, foi obtida através da oxidacao catalitica da
pirrolidina 29, pelo persulfato de sédio, em meio basico na presenca de AgNOs como
catalisador (Esquema 12). Devido a sua alta reatividade na temperatura ambiente, o
mondémero se polimeriza no meio reacional, dando origem ao seu respectivo trimero

30.44

5.2 Sintese das enamidas endociclicas 33

| [N
Cr Sonicacao Cloretos de berzoilas :
N N

=
823°C A Et:N, THF

Esquema 13 — Obtencéo das enamidas endociclicas p-substituidas.

As enamidas endociclicas 33 foram sintetizadas através da N-acilagédo L

pirrolina 31. Para que essa reacdo ocorra € necessario a destrimerizacao do trimero,
gue em trabalhos anteriores, realizados e aperfeicoados no nosso grupo de pesquisa,
foi obtido através de uma co-destilagdo, colocando o trimero da pirrolina 26 sob refluxo
juntamente com o THF (Esquema 13).



No presente trabalho, foi desenvolvido um novo método para obtencdo das
enamidas endociclicas, onde além do aquecimento, o trimero 30 € submetido também
a sonicacgdo, facilitando sua destrimerizacdo. Esse novo método demonstra ser
superior ao procedimento inicialmente utilizado, pelo fato de possibilitar a utilizagdo do
trimero bruto no preparo da reacdo, além de diminuir o tempo reacional e fornecer
melhores rendimentos.

Esses aspectos podem ser observados na tabela 1, onde, o método A,
caracteriza o procedimento feito através da destilacdo e o Método B, produto obtido

pela sonicacéao.

; Condicdes Tempo _
Método _ _ _ Rendimento
reacionais reacional
. p-F = 20%
Co-destilacao
A 4h p-Cl = 35%
com THF
p-NO2 = 24%
, p-F = 32%
Material bruto /
B L 15h p-Cl = 42%
Sonicagao
p-NO2 = 38%

Tabela 1 — Comparac¢édo dos métodos de sintese das enamidas endociclicas p-substituidas.

5.3 Sintese dos enecarbamatos N-(benziloxicarbonil) — pirrolina, N-(t-
butoxicarbonil)-2-pirrolina

[} 3

N
Cloroformato de benzila /k
_—
0 0

N R
? Sonicacio EtaN, THF
. _b
N\ﬁ? 65°C P

N

3.5
30 31 (BOC);0 .

—————

N
EtaN, THF
> o)\o

Esquema 14 — Obtengéo dos enecarbamatos endociclicas Cbz e Boc.
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Na sintese do N-benziloxicarbonil-2-pirrolina (enecarbamato Cbz) 32a, por dos
santos, também havia sido aplicado o método A, baseado na co-destilacdo do trimero

com o THF. No entanto, no trabalho atual, foi aplicado a sonica¢do, método B, para a

sintese desses compostos.*

Através do ultrassom, ocorreu a destrimerizacdo do trimero 30 em seu
respectivo monémero de cinco membros, que posteriormente, sofreu acilagdo no
nitrogénio através de sua reacdo com o cloroformato de benzila.

Apesar do rendimento obtido pelo método B ter sido inferior ao método
tradicional para a sintese do N-benziloxicarbonil-2-pirrolina (enecarbamato Cbz), os
resultados foram promissores, principalmente pela utilizacdo do trimero bruto e por
um menor tempo reacional, proporcionando uma maior simplicidade no processo

como um todo.

; Condicobes Tempo _
Método S _ Rendimento
reacionais reacional
Co-destilacao
A 4h Ene. Cbz = 67%
com THF
Material bruto /
B L 1,5h Ene. Cbz = 50%
Sonicacao

Tabela 2 — Comparacdo dos métodos de sintese do Enecarbamato Cbz.

A utilizacdo da sonicacdo, aplicada na sintese de enamidas e enecarbamatos
endociclicos, além de favorecer o andamento da reacao, acelera a destrimerizacao do
trimero, diminuindo o tempo reacional. Isso pode ser explicado pela cavitacdo, onde
sdo geradas microbolhas no solvente, causadas pela elevada pressdo negativa
aplicada sobre ele. Quando essas microbolhas sao desfeitas, uma grande quantidade
de energia é liberada, gerando uma temperatura em torno de 5000k e uma presséao

de milhares de atmosferas, o que é mais do que suficiente para acelerar essa e outras

reagﬁes.45

Na sintese do N-t-butoxicarbonil-2-pirrolina (enecarbamato endociclico Boc) 32b
(Esquema 14) nao foi empregado a metodologia com o ultrassom, devido a falta de
estudos prévios sobre o comportamento dos reagentes quando submetido a este tipo

de energia. Dessa forma, foi aplicado o método em que o trimero 30 bruto sofre

45



destrimerizagéo através do seu aquecimento juntamente com o THF. Nesta rea¢ao foi
utilizado o ditercbutil dicarbonato na presenca da trietilamina como base, fornecendo
excelentes rendimentos do composto 32b.

5.4  Sintese do clorooximidoacetato de etila 41

=] 1) HCl conc
2) NaNO-
Hﬁ\)L ) 2 P
OEt 0°C HO™ T OEt

40 41

Esquema 15 — Obtengé&o do clorooximidoacetato de etila.

O N-0xido de nitrila 42 — carbetoxiformonitrila (CEFNO), composto utilizado na
reacdo cicloadicdo 1,3-dipolar, foi obtido in situ através do seu precursor
clorooximidoacetato de etila 41. Este composto é produzido a partir da glicina
esterificada, através de uma oxidagdo pelo NaNO2 em meio &cido (HCI conc.).
Produzindo um cristal estavel que pode ser armazenado por um longo periodo de

tempo.

5.5 Reacdao de cicloadicdo 1,3-dipolar entre as enamidas endociclicas com o N-

6xido de nitrila

_ . _
ci N r‘lm
\ # “SOH ||
——
N 0 OEt B
i ﬂ £ 0 Q OEt i
0 33 TEA CHCl i 36
R R

Esquema 16 — Reacdo de cicloadi¢cao 1,3-dipolar entre enamidas endociclicas e o N-0xido de nitrila.
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Os ésteres isoxazolinicos 36 foram obtidos a partir da reacdo de cicloadicao
entre enamidas endociclicas para-substituidas 33 e o dipolo N-6xido de nitrila 42, que
foi produzido in situ, na presenca de uma base, a partir do precursor

clorooximidoacetato de etila. A reacdo se desenvolveu em temperatura ambiente e

proporcionando rendimentos satisfatérios.,3

Composto Substituinte Rendimento
36a R=F 62%
36b R=CI 70%
36¢ R=NO2 64%

Tabela 3 — Rendimentos dos cicloadutos para-substituidos através das enamidas.

Os cicloadutos para-substituidos foram identificados por RMN Iy apresentando
alguns sinais caracteristicos a estes compostos. Todas as consideracdes abordadas
para esse heterobiciclo sdo semelhantes aos demais produtos finais 36 obtidos (figura
23).

Um dos sinais caracteristicos que evidenciam a formacgéo do cicloaduto € o
deslocamento quimico de 95,3 ppm no RMN 3¢ gue pertence ao carbono 6a da
juncdo do anel, demonstrando uma forte desblindagem oriunda dos heteroatomos
oxigénio e nitrogénio ligados diretamente a este carbono. O outro carbono da jungéo
dos anéis 3a, apresenta deslocamento de 51,4 ppm, 0 que ainda reflete uma certa
desblindagem devido aos efeitos eletronicos dos heterodtomos numa regido préxima
a este carbono.

Ainda podem ser identificados mais dois sinais referentes ao anel, um em 43,5
ppm, que pertence ao carbono C5, e o outro em 27,6 ppm referente ao C4. Essa
diferenga de deslocamento quimico se deve ao fato do atomo C5 estar diretamente

ligado ao nitrogénio N6 do anel.
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Figura 23 — Deslocamentos quimicos do cicloaduto isoxazolinico para-nitro.

Ao analisarmos os espectros RMN H, também se pode confirmar a

formacao do cicloaduto, principalmente, através dos hidrogénios ligados a juncéo do
anel. Uma peculiaridade apresentada por esses biciclos é a presenca de rotameros

tanto no espectro de 4 guanto no de 13¢,

Rotameros sdo detectados através do RMN quando a velocidade de
interconversao entre os conférmeros é baixa, devido a uma alta barreira energética
rotacional. Esse fenbmeno é frequentemente verificado quando se tem a presenca de
ligacbes amidicas ou carbamidicas, como nos cicloadutos em questdo. Como
consequéncia, os sinais de hidrogénios préximos da ligacdo amidica no aza-biciclo,
se apresentam duplicados, e em algumas situa¢cfes, tem deslocamentos quimicos
muitos similares.

Quanto mais préximo da ligacdo amidica, mais intenso € o fendémeno,
originando deslocamentos quimicos bem distintos. Esse fato pode ser observado, por
exemplo, no hidrogénio ligado ao carbono 6a da juncado, aspecto bem caracteristico
da formacao do biciclo 2-isoxazolina[5,4-d]pirrolidina: um dos rotameros apresentando
deslocamento quimico de 6,07 ppm e o seu conférmero rotacional com um
deslocamento em torno de 6,91 ppm.

Outro sinal caracteristico apresenta deslocamento quimico de 4,13 ppm e se
refere ao hidrogénio ligado ao carbono 3a, que faz parte da juncdo dos anéis, o que
também confirma a formacéo do biciclo.

Através da analise dos espectros e da observacdo da cromatografia em
camada delgada em varios eluentes, pode-se constatar a formacdo de um unico
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produto na reacgéo de cicloadi¢do, caracterizando a diastereo e regioseletividade desta
reacdo, como mostrado na figura 24.

Essa seletividade pode ser explicada ao analisarmos o mecanismo de
cicloadicdo 1,3-dipolar, figura 25, onde existe a presenc¢a de um dipolaréfilo (enamida)
com sua ligacéo dupla fortemente polarizada e um dipolo alenila, com geometria linear
que sofre desativacdo pela presenca heterodtomos com cargas parcialmente
positivas, diminuindo a energia do seu orbital HOMO, e aumentando os coeficientes

orbitalares para o orbital LUMO.

DIASTEREOSSELETIVIDADE
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COOEL COOE:
|\ H
) ""N \ N
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Figura 24 — Diastero e regioseletividade da cicloadi¢céo 1,3-dipolar.

Ao longo dos trabalhos realizados em nosso grupo de pesquisa referente a
reacdes de cicloadicdo 1,3-dipolar entre enamidas e enecarbamatos endociclicos e o
N-6xido de nitrila, foi proposto um mecanismo de cicloadigdo ndo concertado, onde
ocorre a formacdo de um intermediario N-acil-iminio dipolar, que devido a sua

disposicédo espacial, favorece a formacdo da segunda ligacdo, que ocorre entre o

oxigénio do dipolo e o carbono alfa ao nitrogénio do dipolar(’)filo.3
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Figura 25 — Mecanismo de cilcloadi¢cdo 1,3-dipolar n&o concertado.
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5.6 Reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar entre os enecarbamatos endociclicos 34
ae 34 b com o N-6xido de nitrila
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32bR=t-Bu 34b R=tBu

Esquema 17 — Cicloadicao entre os enecarbamatos Chz e Boc com o N-6xido de nitrila.

A reacao de cicloadi¢do 1,3-dipolar do enecarbamato endociclico Cbz 32a com o

N-o6xido de nitrila acontece de maneira semelhante a reacdo de cicloadicdo com as
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enamidas, ambas tendo as mesmas propriedades régio e diasteroespecificas
inerentes a este tipo de reacéao.

Apesar destes aspectos, o rendimento da reacdo de cicloadicdo com o
enecarbamato 32 a foi de 87% e com enecarbamato 32b em torno de 70%, sendo
superior aos rendimentos obtidos quando o dipolaréfilo empregado foram as
enamidas, onde foi obtido rendimentos um pouco acima de 60%. Isso pode ser
deduzido ao observamos as estruturas dos dois dipolarofilos, as enamidas 33 e o
enecarbamatos 32a e 32b.

Nas enamidas existe uma acentuada ressonancia (Figura 26) entre os atomos
de nitrogénio e o oxigénio da carbonila, ocasionando um maior deslocamento do par
de elétrons do nitrogénio para esta regido da molécula. Como consequéncia, ha uma
diminuicdo da densidade eletronica na ligagcéo dupla, diminuindo a energia do orbital
HOMO deste dipolarofilo. No enecarbamato essa mesma ressonancia ocorre, porém
de forma mais acentuada, pois além do nitrogénio, o oxigénio da carbonila entra em

ressonancia com o outro atomo de oxigénio da funcdo enecarbamato, mantendo a

densidade eletronica da ligacéo dupla, o que favorece a reagao de cicloadigcao.

\

Figura 26 — Hibridos de ressonancia das enamidas e dos enecarbamatos.
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5.7 Desprotecdo da amina secundaria em N6

OEt (0] OEt
\ N \ N
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Esquema 18 — Desprotecao dos cicloadutos Cbz e Boc.

Apés a obtencao do cicloaduto protegido, tanto com o grupo Cbhz 34a, quanto
com o Boc 34b, foi necesséaria uma reacao de desprotecao destes intermediarios, para
gue o produto obtido fosse utilizado nas reacfes subsequentes. Na desprotecédo do
N-benziloxicarbonil-2-pirrolina (enecarbamato Cbz) foi utilizada a reacdo de
hidrogendlise catalisada por paladio, uma desprotecdo branda e de facil aplicacéo,

gue vem sendo utilizada com bastante eficiéncia em nosso grupo de pesquisa, com

rendimentos quantitativos.3

A amina 35 livre foi formada com 6timos rendimentos e proporcionou a
introducdo dos substituintes benzoilas para substituidos em N6. A 2-isoxazolina
pirrolidinica foi utilizada diretamente, sem prévia purificacdo, na rea¢do subsequente.
Com o intuito de se obter o mesmo composto 35, o cicloaduto protegido com o Boc foi
submetido a uma reacdo de hidrélise acida com &cido trifluoroacético, a 0 °C, no
entanto, através da analise da cromatografia em camada delgada, observou-se que

houve degradacao do produto no meio reacional.
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5.8 Reacdao de acilacdo em N6 de 35 com cloretos de benzoilas para substituidos
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Esquema 19 — N-benzoila¢éo do cicloaduto desprotegido.

A 2-isoxazolina pirrolidinica 37 foi submetida a uma N-acilacdo com os
respectivos cloretos de benzoilas para-substituidas em temperatura ambiente. Nessa
reacdo, o composto 37 atua como um nucledfilo adicionando-se a carbonila, , na
presenca de trietilamina como base. Os cicloadutos para-substituidos foram obtidos
com bons rendimentos que variaram entre 82% e 92% (Tabela 4).

Composto Substituinte Rendimento
36a R=F 88%
36b R=ClI 92%
36¢c R=NO2 82%

Tabela 4 — Rendimento das reac6es de N-benzoilacéo.



5.9 Sintese dos alcoois isoxazolinicos 37

0) OEt
AN N
/ NaBH4
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N O Seco,
36

R
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OH

Esquema 20 —Redugéo ésteres isoxazolinicos p-substituidos.

Em trabalhos anteriores, realizados por Reis e colaboradores, foi proposta a

sintese direta de derivados aldeidos isoxazolinicos a partir de seus respectivos

ésteres isoxazolinicos 36. No entanto, véarias tentativas de reducdes brandas

utilizando reagentes como DIBAL-H e superhidreto [(EtsAIH)Li] ndo deram resultados,

pois o0 éster permaneceu intacto. Dessa forma os ésteres isoxazolinicos foram

reduzidos a alcool e posteriormente oxidados a aldeidos.>

No presente trabalho essa metodologia foi aplicada com o intuito de obter as

novas oximas isoxazolinicas a partir de seus respectivos aldeidos. Na reducédo do

éster foi utilizado o NaBH4 a temperatura inicial de 0 °C, onde depois de um certo

tempo reacional,foi aumentando gradativamente até atingir a temperatura ambiente.

A reacdo demonstrou ser bastante rapida, seletiva e com excelentes rendimentos

(Tabela 5).3
Composto Substituinte Rendimento
37 a R=F 88%
37b R=Cl 90%
37c R=NO2 95%

Tabela 5 — Rendimento das rea¢6es de reducéo.



A reducéo seletiva do éster em C3 pode ser confirmada através da anélise do
espectro de RMN 1H, onde identificamos dois sinais na forma de dubletos com

deslocamentos de 4,3 e 4,5 ppm, referentes aos hidrogénios diastereotdpicos do
grupamento hidroximetila dos alcodis. Um outro sinal em 5,4 ppm, sugerindo um
hidrogénio um pouco mais desblindado, esta relacionado ao hidrogénio da hidroxila.
Além disso, os alcodis 37 apresentaram nos espectros de IVTF, bandas
caracteristicas em torno de 3505 cm'l, relativamente finas e intensas, caracterizando

o estiramento da ligacdo O-H do grupamento hidroxila.

4,5 ppm
H
4,3 ppm Hy ‘/OH 5,4 ppm 55,2 pp OH
lis.
H 4,1 ppm 52,8 ppm
\ 3
VX N
\ /N 4 3a /\l
6a
s, ) 5

H

8 \ O
N7 A
H e 6,5 ppm 92,7 ppm
O
F F

Figura 27 — Deslocamentos quimicos dos alcodis isoxazolinicos.
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Figura 30 — Espectro de infravermelho do composto 39a.

5.10 Sintese dos aldeidos isoxazolinicos 38

OH 0 H
Y TEA Xy
/ DMSO /
o Cloreto de Oxalila
——. 0
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-60°C
0
3_7. 38
R - R

Esquema 21 —Oxidagé&o dos alcodis através da reacéo de Swern.
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Como foi discutido anteriormente, a obtencao dos aldeidos isoxazolinicos 38 a
partir da reducao direta dos ésteres 36, ndo foi possivel. A partir disso, foi aplicada a
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reacdo de Swern em nossa metodologia, ocorrendo a oxidacdo dos alcodis para-
substituidos 37 aos respectivos aldeidos.

A reacdo de Swern se caracteriza como uma oxidagdo branda, sem a
possibilidade de formar o acido carboxilico, 0 que nos permitiu chegar aos aldeidos
com rendimentos consideraveis. Apesar dessas caracteristicas, a oxidacédo de Swern,
€ uma reacdo sensivel a diversos fatores como umidade, tempo reacional e

temperatura, sendo imprescindivel o controle destes parametros para que se tenha

um bom rendimento.46

Composto Substituinte Rendimento
38a R=F 35%
38b R=CI 42%
38c R=NO2 32%

Tabela 6 — Rendimento das reacdes de Swern.

A reacdo ocorre a temperatura em torno de -60 °C, devido a instabilidade de
diversos intermediarios presentes no meio reacional. Inicialmente ocorre a reacéo
instantanea entre o DMSO e o cloreto de oxalila a (Esquema 22), produzindo o
primeiro intermediario b, que rapidamente se decompde formando o cétion cloro ¢
(DMSO ativado). Este constitui o intermediario essencial para o sucesso da reacao,
dessa forma deve-se evitar 0 aumento da temperatura e a presenca de umidade, caso

contrario o intermediario ¢ se decompde facilmente na estrutura d ou sofre um ataque

nucleofilico pela agua, inativando-0.%’
a Ob c d
o o} o]
[ o ° | sooc ol s
SN | /S\ Tk e
Me Me cl cl Y &4 Me” @ me
PN

Esquema 22 —Ativagdo do DMSO pelo cloreto de oxalila

O DMSO ativado c sofre o ataque nucleofilico, a medida que o &alcool
isoxazolinico é adicionado na reacgéo, formando um intermediario chave no andamento
da reacao, cloridrato de alcooxidimetilsufénio e, que reage com a trietilamina, dando

0 seu respectivo aldeido (Esquema 23). Além disso, é produzido
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como o subproduto dimetilsuféxido subproduto, que possui um cheiro caracteristico

dando um indicio de que a reacgao ocorreu.*’

Cl H
| -60°C e Et3N
S OH _ (@) [ (0]
Me/@\Me 1 _—
R R /5 —Me R

Esquema 23 —Reac¢&o de Swern.

Os aldeidos 38 foram submetidos a andlises espectométricas, onde 0s
espectros de RMN de e3¢ apresentaram o0s sinais caracteristicos da juncéo do

nacleo isoxazolinico, os hidrogénios ligados aos carbonos 6a e 3a préximos a 4,1 e
6,3 ppm respectivamente, e deslocamento quimicos dos carbonos em 92,0 ppm,
comprovando que o biciclo pirrolidinico permaneceu intacto (Figura 31).

o H 9,88 ppm o H
185,2 ppm
H 48,4 ppm

Hitn N Xy

s O

H =
= N 97,1 ppm
H H 6,25 ppm
@] @)

F
Figura 31 — Deslocamentos quimicos do aldeido p-F 40 a.

Além disso, pode-se confirmar a formagéo da fungcéo aldeido pelo deslocamento
guimico de 9,8 ppm no RMN 'H e um deslocamento de 185 ppm no RMN 13C, ambos

demonstrando atomos respectivamente bastante desblindados, referentes ao hidrogénio
e o carbono da funcéo aldeido. Através da analise dos espectros de IVTF, os aldeidos

apresentaram uma banda intensa em 1710 '1cm, referente ao estiramento da ligacao

carbono — oxigénio da carbonila do aldeido, além



do desaparecimento do estiramento da ligacdo OH, que estava presente no produto

de partida 37 dessa reacao.
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Figura 32 — Espectro de 'H RMN do composto 40a.
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Figura 34 — Espectro infravermelho do composto 40 a.

5.11 Sintese da oximas isoxazolinicas 39

0 H
R 3
/ Hidraxilamina
q Acetato de Sodio B
N 30min, t.a.
0 0
38 39

R R

Esquema 24 —Sintese de oxima a partir dos aldeidos.

A sintese das oximas isoxazolinicas 39 foi realizada através da reacdo dos seus

respectivos aldeidos 38 com a hidroxilamina, utilizando acetato de etila como base. A
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rendimentos para todos os radicais.

48

reacdo ocorre de maneira rapida, em temperatura ambiente, fornecendo o6timos

Composto Substituinte Rendimento
39a R=F 84%
39b R=Cl 92%
39c R=NO2 82%

Tabela 7 — Rendimento das reacdes de sintese de oxima.

E importante salientar que a nucleofilia do atomo de nitrogénio da hidroxilamina
altera de acordo com o valor do pH (Figura 35). Dessa forma, o meio béasico é
necessario, pois favorece a desprotonacao do hidrogénio ligado ao oxigénio, formando

uma espécie mais reativa, facilitando o ataque do grupo amina ao carbono da

carbonila pertencente ao aldeido.*?

H
\® pKa 6 pKa 12 ~
H™ /N™ OH =————  H2NOH — N
H
Pouco reativo Reativo Muito reativo

Figura 35 — Reatividade da hidroxilamina

8,0 ppm H =N

F F

Figura 36 — Deslocamentos quimicos da oxima p-F 41 a.



A reacdo de formacao das oximas isoxazolinicas foi bastante eficiente, tanto
pela simplicidade da reacdo, quanto pelos seus rendimentos. Esses compostos foram

devidamente identificados através do espectro de 14 e 13¢. Na analise dos espectros,

pode ser observado a presenca de um sinal com deslocamento quimico em 12 ppm,
referente ao hidrogénio da funcdo oxima. Isso se deve ao fato o atomo de hidrogénio
estar diretamente ligado ao C=N - O, grupo que possui atomos bastante
eletronegativos, deixando-o fortemente desblindado.

Além disso, outro sinal caracteristico do espectro de H aparece com um
deslocamento de 8 ppm, que pertence ao hidrogénio vinilico ligado ao carbono sp2 da
funcdo oxima. Este mesmo carbono apresenta no espectro de 13¢c RMN um

deslocamento quimico de 156 ppm, pelo fato de ser um carbono sp2 e estar ligado a
atomos bastante eletronegativos (Figura 37 e 38).

As novas oximas isoxazolinicas também foram submetidas a analise de IVTF,
onde apresentaram uma banda em 3246 '1cm, gue se refere ao estiramento da ligacéo

N — O — H, presente na funcéo oxima.
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Figura 37 - Espectro de 1H RMN do composto 41a.
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6 Procedimentos experimentais
6.1 Materiais e métodos

As reacOes de sintese das enamidas, dos enecarbamatos, de cicloadicéo 1,3-
dipolar, reducéo do alcool e oxidagéo de Swern séo todas sensiveis a umidade, sendo
realizadas sob atmosfera de argbnio, e com vidrarias previamente secas em estufa
por 4h, a 110°C.

Com relacdo aos solventes utilizados nas etapas descritas acima, foram
previamente tratados com agentes secantes adequados para cada solvente, 0s quais
foram destilados antes do uso, afim de serem utilizados isentos ou com o minimo de
umidade.

A caracterizacdo por cromatografia em camada delgada foi realizada em
cromatofolhas de aluminio (gel de silica 60), com espessura de 0,2mm, contendo
indicador para 254 nm. Para a visualizacdo dos pontos foi utilizada com lampada de
U.V ENF - 2400 C/F; e quando possivel, foi aplicado o método de adsor¢éo de iodo
como revelador.

As colunas cromatogréficas foram empacotadas com gel de silica 60(230-400
mesh) e eluidas sob pressdo (Flash). Os solventes utilizados nas colunas
cromatograficas, hexano, acetato de etila e isopropanol, foram previamente
destilados.

Nas reacdes com ultrassom foi empregado o aparelho UNIQUE® USC 1400-A,
com frequéncia 40 KHz. As faixas de fusdo dos produtos solidos foram mensuradas
no equipamento FISATON® 431D, a seco com leitura digital.

Os espectros de absor¢cao na regiao do infravermelho foram obtidos utilizando
0 equipamento PerkinElmer® (Spectrum 400), com dispositivo de reflectancia total
atenuada (ATR) com cristal de selénio. As frequéncias de absorcéo foram expressas
em cm-1.

Os espectros RMN de 1H, RMN de 12 C foram emitidos no equipamento da
Variam Unity® 400MHz. Os deslocamentos quimicos sdo expressos em ppm, tendo
como padrao interno o tetrametilsilano para RMN 'H. O solvente empregado nas

analises foi 0o DMSO deuterado. Os sinais dos espectros de RMN 1 sd0 designados

da seguinte forma: deslocamento quimico (&), multiplicidade (s = singleto, d = dubleto,
dl = dubleto largo, t = tripleto, tl = tripleto largo, q = quarteto, dd = duplo
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dubleto, dt = duplo tripleto, ddl =duplo dubleto largo, m = multipleto, ml = multipleto

largo, sl = sinal largo), constante de acoplamento (Hz) e nimero de hidrogénio.

6.2 Trimero da 1-pirrolina 30

Uma solucdo aquosa de hidroxido de sédio (5,74 g; 144,0 mmol) foi preparada,
a uma temperatura de 0°C, sob vigorosa agitacao, aplicaram-se a pirrolidina 29 (5,8
mL; 72,0 mmol), e nitrato de prata (59,0 mg; 0,33 mmol), em um total de 70,0 mL de
agua. Por fim, uma solucdo 25% de sodio (6,91 g; 72,0 mmol; 67,0 mL) foi adicionada,
lentamente, ao sistema pré-reacional, o qual permaneceu em agitacdo por uma hora
a 0°C e mais trés horas a temperatura ambiente.

A solucdo escura resultante foi extraida com diclorometano (4 x 30,0 mL).
Secou-se a fase organica com sulfato de sédio anidro e apés remocédo do solvente
obteve-se 4,13 g de um liquido amarelado viscoso, correspondendo a um rendimento
de 72,0 % do trimero 30. Devido a sua instabilidade, o trimero foi utilizado bruto, isento
de procedimentos de purificacdo, na preparacdo tanto das enamidas 33 quanto nos

enecarbamatos endociclicos 32a e 32b.

Propriedades fisicas do composto 30

Oleo amarelo viscoso:;

Sensivel a solventes préticos;

Dados Espectrométricos

14 RMN (CDCls, 8, 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)

6.3 N-(BENZILOXICARBONIL)-2-PIRROLINA 32a

N
'y
N \Lﬂy - 0 %J’\ 0

30 32a

Em atmosfera de arg6nio, uma solucdo do trimero da 1-pirrolina (2,569; 12,4

mmols; 120 mL de THF) foi submetida a sonicacao por 30 minutos a temperatura de
55°C. Em seguida foi adicionada a trietilamina, em excesso, (2,1 ml; 16,12 mmols) e
o sistema reacional foi sonicado por mais 30 minutos.

Entdo foi iniciada a adicdo lenta do cloroformato de benzila (3,35 mL, 24,8
mmols), mantendo durante todo processo a sonicacao.

Apés o termino da adicao, a solucdo foi sonicada por mais 30 minutos. Com o
termino da reacdo, obteve-se uma suspencdo amarelada, que foi filtrada em funil
sinterizado, e apos remoc¢ao completa do solvente, um 6leo amarelo escuro foi obtido.
Este foi submetido a cromatografia em coluna “flash” (gel de silica, AcOEt/hexano 3:7),

obtendo 2,52g do enecarbamato 32a, correspondendo a um rendimento de 50%.

Propriedade fisicas do composto 32a

Oleo incolor

> Rf = 0,37 (AcOEt/hexano 1:9)

DADOS ESPECTROMETRICOS

'H RMN (CDCls, &, ppm, 300MHz, t.a), presenga de rotameros.
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 e 6,63(m, 1H, rotdmeros); 7,35 (m; 5H).

I.V.(filme, cm'l), principais sinais.
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3.032, 2.956, 1.706, 1.618, 1.422, 1.342, 1.214, 1.128, 756, 698

6.4 N-(t-BUTOXICARBONIL)-2-PIRROLINA 32b

Y

N Q

30 32b

Em atmosfera de argbnio, uma solucao do trimero da 1-pirrolina (2,569; 12,4
mmols; 125 mL de THF) codestilada sob a temperatura 60 °C. Apés 30 minutos sob-

refluxo, foi adicionado o DMAP (0,469, 3,84 mmols). Em seguida foi realizada a adicédo
lenta do dicarbonato de t-butila (5,7 mL, 24,8 mmols). A reacdo permaneceu sob
vigorosa agitacao por 12 horas sob temperatura de 60°C. Apoés o final da reacéo, foi
removido completamente o solvente, obteve-se um 6leo marrom.

Este foi submetido a cromatografia em coluna “flash” (gel de silica,
AcOEt/hexano 1:1), obtendo 2g do enecarbamato 32b, correspondendo a um

rendimento de 48%.

Propriedade fisicas do composto 32b

Oleo incolor
Rf = 0,45 (AcOEt/hexano 1:9)
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6.5 N-(4-FLUOROBENZOIL)-2-PIRROLINA 33a

30 33 J

Em atmosfera de argdnio, uma solucao do trimero da 1-pirrolina (1,5g; 7,246

mmols; 90 mL de THF) foi submetida a sonicacdo por 30 minutos a temperatura de
55°C. Em seguida foi adicionada a trietilamina, em excesso, (1,5 ml; 10,6mmols) e o
sistema reacional foi sonicado por mais 30 minutos.

Entdo foi iniciada a adicdo lenta, com funil de adicdo, durante 30 minutos da
solucéo contendo o cloreto de 4-fluorbenzoila, em excesso, (1,4016g; 8,83 mmols; 10
mL de THF).

Apo6s o termino da adi¢do, a solucao foi sonicada por mais 30 minutos. Com o
termino da reacao, obteve-se uma solugdo amarelada, que foi filtrada em funil sinterizado,
e apos remogdo completa do solvente, um 6leo amarelo escuro foi obtido.

Este foi submetido a cromatografia em coluna “flash” (gel de silica, AcCOEt/hexano
3:7), obtendo 0,548g da enamida 33a, correspondendo a um rendimento de 32%.

Propriedades fisicas do composto 33a

Oleo viscoso amarelo;

> Rf = 0,28 (AcOEt/hexano 3:7)

Dados Espectrométricos

IH RMN (CDCls, &, ppm, 300MHz, t.a), presenca de rotameros.
2,68 (m, 2H); 3,98 (tl; J = 8,7 Hz; 2H; rotamero em 3,79); 5,19 (m; 1H; rotamero em
5,36); 6,40 (m; 1H); 7,07 (m; 2H); 7,5 (m, 2H).

13c RMN (CDCl3, 8, ppm, 75MHz, t.a)



28,2 (CH2); 45,67 (CH2), 112,0(CH), 115,4(d = 21,7Hz; CH), 129,9 (d = 8,7 Hz; CH);
130,3 (CH); 131,8 (C), 163,6 (d = 248 Hz;C); 163,7 (C=0).

l.V. T.F (janela de KBr, cm'l), principais sinais.
3.124, 3.078, 3.055, 2.966, 2.926, 2.898, 2.898, 1.606, 1.508, 1.469, 1.428, 1.368,

1.289, 1.220, 1.153, 1.095, 847, 733, 567.

6.6 N-(4-CLOROBENZOIL)-2-PIRROLINA 33b

Procedimento experimental semelhante ao 6.5.

Trimero da 1-pirrolina (1g; 4,830 mmols; 60 mL de THF), trietilamina (1 ml; 7,177

mmols), o cloreto de 4-clorobenzoila (1,014g; 5,797 mmols; 9mL de THF).
Cromatografia de coluna flash (gel de silica, AcOEt/hexano 2:7), forneceu 0,509g da
enamida 33b, equivalendo a um rendimento de 42%.

Propriedades fisicas do composto 33b

Oleo amarelo

> Rf = 0,33 (AcOEt/hexano 3:7)
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6.7 N-(4-NITROBENZOIL)-2-PIRROLINA 33c

30 33c NO3

Procedimento experimental semelhante ao 6.5.

Trimero da 1-pirrolina (1g; 4,830 mmols; 60 mL de THF), trietilamina (1 ml; 7,177

mmols), o cloreto de 4-clorobenzoila (1,014g; 5,797 mmols; 9mL de THF).
Cromatografia de coluna flash (gel de silica, AcOEt/hexano 2:3), forneceu 0,480g da
enamida 33c, equivalendo a um rendimento de 38%.

Propriedades fisicas do composto 33c

Cristais amarelos.

Ponto de fusdo 148-150 °C

> Rf = 0,34 (AcOEt/hexano 1:1)

Dados Espectrométricos

IH RMN (CDCls, &, ppm, 300MHz, t.a), presenga de rotameros.

2,76 (m, 2H; rotamero em 2,64); 4,06 (m, 2H; rotamero em 3,79); 5,31 (m; 1H;
rotamero em 5,48); 6,34 (m; 1H; rotamero em 7,06); 7,70 (m; 2H); 8,29 (m, 2H).
13¢ RMN (CDCls, 8, ppm, 75MHz, t.a)

28,4 (CH2); 45,8 (CH2), 113,7(CH), 123,8(CH; rotamero em 123), 128,8 (CH;
rotamero em 128,3); 129,5(CH); 141,6 (C), 148,6 (C); 164,4 (C=0).

l.V. FT (janela de KBr, cm'l), principais sinais.
3.100, 2.968, 2.862, 1.633, 1.595, 1.512, 1.427, 1.353, 1.316, 860.



6.8 CLOROOXIMIDOACETATO DE ETILA 41
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Em um baldo de 250 mL foi adicionado o cloridrato do éster etilico da glicina 40
(10,20 g; 73,0 mmol), agua destilada (15,0 mL); e &cido cloridrico concentrado (6,3
mL; 73,0 mmol). Em seguida resfriou-se essa solucdo em banho de gelo/NH4Cl. Sob
forte agitacdo e mantendo-se a temperatura do banho nunca acima de 0° C, adicionou-
se lentamente, via funil de adi¢ao, a solu¢éo de nitrito de sodio (5,1 g; 73,0 mmol; 9,0
mL de &gua). Ao término desta adicdo repetiu-se o processo, adicionando-se mais um
equivalente de HCI concentrado e de nitrito de sodio. Deixou-se a solucéo resultante
em agitacao por mais 15 min a mesma temperatura. Em seguida o produto foi extraido
com cloroférmio (4 x 40,0 mL) e seco sob sulfato de sédio anidro.

Apds remocao do solvente, ocorreu intensa precipitacao de cristais brancos,
apos a adicdo de N-hexano, onde esses foram lavados com N-hexano e secos sob
vacuo. Obteve-se 5,0 g do produto identificado como 41, correspondendo a um
rendimento de 45,0 %

Propriedades Fisicas de 41

Ponto de Fusao 80° C, conforme literatura.
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6.9 ESTER 6-BENZIL-3-ETIL DO ACIDO 3a,4,5,6a-TETRAHIDROPIRROLO[3,2-
d]ISOXAZOL-3,6-DICARBOXILICO 34a

U ey

N

f
2\ — 2
0 0 N

32a 34a

Em um baldo acoplado a um funil de adicdo com equalizador de presséo e
contendo um agitador magnético, foi adicionado o enecarbamato 32a (3,83 g; 18,87
mmol), tetrahidorfurano seco (40,0 mL) para dissolver o enecarbamato. Em seguida,
aplicou-se a trietilamina (5,26 g; 37,73 mmol, excesso de dois equivalentes-mol em
relacéo ao enecarbamato, aplicada em duas partes alternadas a solugéo do precursor
do CEFNO). A este sistema, sob forte agitacdo, deixar gotejar calmamente, a solugao
de clorooximidoacetato de etila 41, precursor do dipolo 42, (5,7 g; 37,73 mmol,
excesso de dois equivalentes-mol em relagcdo enecarbamato; em 36,0 ml de THF
seco, adicionado em duas partes) A reacao foi acompanhada através de CCD, onde
se percebeu a formacdo do produto, cicloaduto 34a, desde o inicio da adicdo do
precursor 41 do N-6xido de nitrila.

Apbs 2 horas de reacao e total consumo do material de partida, removeu-se o
solvente. O sal formado, cloreto de trietilamonio, foi filtrado em funil sinterizado,
utilizando-se uma mistura de acetato de etila. Ap6s remocéo do solvente, obteve-se
um 6leo amarelo escuro e bastante viscoso. O produto bruto foi submetido a
cromatografia em coluna “flash” (gel de silica, AcCOEt/Hexano 2:3), obtendo-se 5,12 g

do cicloaduto 34a, correspondendo a um rendimento de 87%.

Propriedades Fisicas de 34a

Oleo amarelo claro viscoso.

> Rf = 0,47 (AcOEt/hexano 1:1)
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Dados Espectrométricos

RMN de 1H (CDCI3, 5, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

7,36 (m; 5H); 6,53 e 6,42 (d; J=7,5Hz; 1H; rotameros); 5,2 (m; 2H); 4,36 (m; 2H); 4,08
(m; 1H); 3,84 (m; 1H); 3,18 (dt; J= 11,1Hz; J= 11,1Hz; J=6,3; 1H); 2,23 (m; 2H); 1,37
(t; J=7,2Hz; 3H).

6.10 ESTER 6-TERT-BUTIL DO ACIDO 3a,4,5,6a-TETRAHIDROPIRROLOJ[3,2-
d]ISOXAZOL-3,6-DICARBOXILICO 34b

0 OEt

(D )
i - N
= =0 )\

azb 0

Procedimento experimental semelhante ao 6.9.

Enecarbamato 32b (1,0g; 3,51 mmols; 50 ml de THF), trietilamina (2 ml; 14,7
mmols), clorooximido acetato de etila 43 (1,5g; 6,59 mmols; 10 ml THF).

Cromatografia em coluna flash (gel de silica, sistema isopropanol:hexano (1:9),
forneceu 648g do cicloaduto 34b correspondendo a um rendimento 70%.

Propriedades Fisicas de 34a

Oleo amarelo claro viscoso.

> Rf = 0,54 (AcOEt/hexano 1:1)



6.11 ESTER 6-(4-FLUOROBENZOIL) DO ACIDO 3a,4,5,6a-
TETRAHIDROPIRROLO[3,2-d]ISOXAZOL-3,6-DICARBOXILICO 36a

0 OEt

N

Procedimento experimental semelhante ao 6.9.

Enamida 33a (1,0g; 3,51 mmols; 50 ml de THF), trietilamina (2 ml; 14,7
mmols), clorooximido acetato de etila 43 (1,5g; 6,59 mmols; 10 ml THF).

Cromatografia em coluna flash (gel de silica, sistema isopropanol:hexano

(2:9), forneceu 960mg do cicloaduto 36a correspondendo a um rendimento 62%.

Propriedades Fisicas de 36a

Oleo amarelo escuro viscoso.

> Rf = 0,39 (AcOEt/hexano 1:1)

Dados Espectrométricos

IH RMN (CDCls, &, ppm, 300MHz, t.a), presenga de rotameros.

1,38 (t; J = 7,0 Hz; 3H); 2,22 (m; 1H); 2,40 (dd; J = 6,0Hz; J = 13,5Hz; 1H); 3,20 (ml,
1H); 4,12 (t; J = 8,0Hz; 1H); 4,36 (m; 3H); 6,22 (sl; 1H); 7,12 (m; 2H); 7,69 (sl; 2H)
13c RMN (CDCl3, 8, ppm, 75MHz, t.a)

14,08 (CHs); 27,95 (CH2); 43,53 (CH2); 51,19 (CH); 62,4 (CH2); 96,17(CH); 115,6(d; J
= 21,5Hz; CH); 130,4(CH); 164,1(d; J = 250,0Hz; C-F); 131,0(C); 152,4(C);
159,8(C=0); 168,7(C=0)

l.V. FT (janela de KBr, cm'l), principais sinais.
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3.030, 2.986, 2.860, 1.721, 1.652, 1.600, 1.509, 1.408, 1.270, 1.131; 931, 853.

6.12 ESTER 6-(4-CLOROBENZOIL) DO ACIDO 3a,4,5,6a-
TETRAHIDROPIRROLO[3,2-d]ISOXAZOL-3,6-DICARBOXILICO 36b

0 OEt
) e
o R / 36b
0
- N
0
0 :
Cl

Procedimento experimental semelhante ao 6.9.
Enamida 33b (1,0g; 3,51 mmols; 50 ml de THF), trietilamina (2 ml; 14,7

mmols), clorooximido acetato de etila 43 (1,5g; 6,59 mmols; 10 ml THF).

Cromatografia em coluna flash (gel de silica, sistema isopropanol:hexano

(2:9), forneceu 985mg do cicloaduto 36b correspondendo a um rendimento 70%.

Propriedades Fisicas de 36b

Precipitado branco cristalino.
Ponto de fuséo 63-65 °C

> Rf = 0,38 (AcOEt/hexano 1:1)

Dados Espectrométricos

IH RMN (CDCls, 86, ppm, 300MHz, t.a), presenca de rotameros.
1,36 (t;J = 7,0Hz; 3H); 2,19 (ml; 1H); 2,37 (ddl; J = 5,9Hz; J = 12,9Hz; 1H); 3,17 (sl;

1H); 4,07 (m;1H); 4,35(m; 3H); 6,16 (sl; 1H; rotamero em 6,97); 7,4 (dl; J = 8,4Hz; 2H);
7,6 (ml; 2H).

13¢ RMN (CDCIs, 8, ppm, 75MHz, t.a)
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14,0(CHs); 27,8(CHz2); 43,5(CHz2); 51,1(CH); 62,3(CH2); 95,8(CH); 128,6(CH);
129,5(CH); 133,1(C); 137,0(C); 152,2(C); 159,7(C=0); 168,5(C=0)

l.V. FT (janela de KBr, cm'l), principais sinais.
2.985, 1.724, 1.650, 1.591, 1.408, 1.270, 1.180, 1.132, 1.015, 931, 836, 756.

6.13 ESTER 6-(4-NITROBENZOIL) DO ACIDO 3a,4,5,6a-
TETRAHIDROPIRROLO[3,2-d]ISOXAZOL-3,6-DICARBOXILICO 36¢

0 OEt

O .
0
NO;
O3

Procedimento experimental semelhante ao 6.9.
Enamida 33c (1,0g; 3,51 mmols; 50 ml de THF), trietilamina (2 ml; 14,7 mmols),
clorooximido acetato de etila 43 (1,5g; 6,59 mmols; 10 ml THF).

Cromatografia em coluna flash (gel de silica, sistema isopropanol:hexano (1:9),
forneceu 985mg do cicloaduto 36¢ correspondendo a um rendimento %.

Propriedades Fisicas de 36¢

Oleo amarelo escuro viscoso.

> Rf = 0,35 (AcOEt/hexano 1:1)

Dados Espectrométricos

H RMN (CDCls, 8, ppm, 300MHz, t.a), presenca de rotameros.
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1,36 (t;J = 7,2 Hz; 3H); 2,24 (m; 1H); 2,42 (dd; J = 6,1Hz; J = 13,3Hz; 1H); 3,21 (ml;
1H); 4,13 (m; 1H); 4,35(m; 3H); 6,07 (d; J =7,8Hz; 1H; rotdmero em 6,91); 7,83 (dI; J
= 7,8Hz; 2H); 8,28 (d; J = 8,7; 2H).

13¢ RMN (CDCls, 8, ppm, 75MHz, t.a)

13,9 (CHs); 27,6 (CH2); 43,5 (CH2); 51,4 (CH); 62,4 (CH2); 95,3 (CH); 123,7 (CH); 129,0
(CH); 140,6 (C); 148,9 (C); 152,4 (C); 159,6 (C=0); 167,5 (C=0)

l.V. FT (janela de KBr, cm'l), principais sinais.
2.970, 1.722, 1.652, 1.600, 1.524, 1.414, 1.350, 1.272, 1.130, 829

6.14 ESTER ETILICO DO ACIDO 3a,4,5,6,6a-TETRAHIDROPIRROLO[3,2-
d]ISOXAZOL-3-CARBOXILICO 35

o OEt o) OFEt
=
| — Ny
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N O

34a 35
| N
Cbz H

Dissolveu o cicloaduto 34a (2,03 g; 11,03 mmol) em metanol P.A. (186,0 mL).
Em seguida, adicionou-se o paladio/carbono 10% (103,1 mg) e a mistura reacional,
sob agitacado vigorosa, borbulhou-se o gas hidrogénio durante uma hora, quando por
CCD se pode confirmar o fim da reag&o.

Promoveu-se uma filtragéo a vacuo, sob camada de celite, apés a remocéo do
solvente, e pbdde-se obter 1,0 g da isoxazolina N-desprotegida 35 pura,
correspondendo a um rendimento quantitativo. O composto 35 foi utilizado nas
reacdes subseqientes sem necessidade de submeté-lo a qualquer procedimento de

purificacao.

Propriedades Fisicas de 35

Oleo incolor.

> Rf = 0,25 (AcOEt/hexano 1:1)
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Dados Espectrométricos

IH RMN (CDCls, &, ppm, 300MHz, t.a), presenga de rotameros.

6,07 (d; J= 6,9Hz; 1H); 4,32 (m; 2H); 3,87 (m; 1H); 3,12 (m; 1H); 2,81 (ml; 2H); 2,07
(m; 2H); 1,35 (t; J=6Hz; 3H

13¢ RMN (CDCls, 8, ppm, 75MHz, t.a)

160,5 (C); 152,3 (C); 100,8 (CH); 61,9 (CH2); 49,1 (CH2); 42,8 (CH); 29,9 (CH2); 14,0
(CHBg).

6.15 ESTER 6-(4-FLUOROBENZOIL) DO ACIDO 3a,4,5,6a-
TETRAHIDROPIRROLO[3,2-d]ISOXAZOL-3,6-DICARBOXILICO 36a

) OEt

Observacao: O cicloaduto 36a também foi obtido a partir da cicloadicdo entre a
enamida 33a e o N-6xido de nitrila 41, conforme descrito na reacéo 6.11.

Em um baldo de 250 mL foram solubilizados a isoxazolina N-desprotegida 37
(1,39 g; 7,55 mmol) e trietilamina seca (1,02 mL; 8,31 mmol), em cloroférmio seco
(200,0 mL). Sob vigorosa agitacao, adicionou-se cloreto de 4-fluorobenzoila (0,98 mL;
8,31 mmol), que foi adicionado lentamente durante 10 minutos e sob atmosfera de
argbnio. A reacgéo foi deixada sob agitacdo, a temperatura ambiente, por mais uma
hora adicional.

Apds remocao do solvente, promoveu-se uma extragdo com 20,0 mL de acetato
de etila para dissolver o produto reacional, seguida de 10,0 mL de agua destilada e

mais 4 x 20,0 mL de acetato de etila, retirou-se a agua com sulfato de
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sédio anidro, seguida de uma filtragdo simples, onde por fim removeu-se o solvente
no evaporador rotatorio.

O produto foi purificado através de recristalizacdo em etanol P.A., e uma
posterior remocao do solvente por evaporador rotatorio, obtendo-se assim 2,05 g do

N-(benzoil)-isoxazolina 36a, o que corresponde a um rendimento de 88 %.

6.16 ESTER 6-(4-CLOROBENZOIL) DO ACIDO 3a,4,5,6a-
TETRAHIDROPIRROLO[3,2-d]ISOXAZOL-3,6-DICARBOXILICO 36b

0 OEt

0 5 36b

Observacao: O cicloaduto 36b também foi obtido a partir da cicloadicdo entre a
enamida 33b e o N-6xido de nitrila 41, conforme descrito na reacéo 6.12.

Procedimento experimental semelhante a reacéo 6.15.

Isoxazolina N-desprotegida 35 (1,01 g; 5,48 mmol), trietilamina seca (0,82 mL;
6,03 mmol), cloroférmio seco (145,0 mL) e cloreto de 4-clorobenzoila (0,77 mL; 6,03
mmoles). Uma extracdo com acetato de etila, seguida de uma cromatografia em
coluna “flash” (gel de silica AcOEt/hexano 3:7), forneceu 1,59 g do cicloaduto

36b, correspondendo a um rendimento de 92,0 %
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6.17 ESTER 6-(4-NITROBENZOIL) DO ACIDO 3a,4,5,6a-
TETRAHIDROPIRROLO[3,2-d]ISOXAZOL-3,6-DICARBOXILICO 36¢

0 OEt

N
2 36c

NO 2

Observacao: O cicloaduto 36¢c também foi obtido a partir da cicloadicao entre a

enamida 33c e o N-Oxido de nitrila 41, conforme descrito na reacéo 6.12.

Procedimento experimental semelhante a reacdo 6.15.

Isoxazolina N-desprotegida 35 (1,01 g; 5,48 mmol), trietilamina seca (0,82 mL;
6,03 mmol), cloroférmio seco (145,0 mL) e cloreto de 4-clorobenzoila (0,77 mL; 6,03
mmoles). Uma extracdo com acetato de etila, seguida de uma cromatografia em
coluna “flash” (gel de silica AcOEt/hexano 3:7), forneceu 1,59 g do cicloaduto 36c,

correspondendo a um rendimento de 92,0 %

6.18 OBTENCAO DO ALCOOL (4-FLUOROFENIL)-(3-HIDROXIMETIL-3a,4,5,6a-
TETRAHIDRO-PIRROLQ[3,2-d]ISOXAZOL-6-IL-METANONA 37a

0 OEt OH
= N B N
/ /
0 0
_—
o N

F
36a 37a K



A uma solucao de éster 36a (1,0g; 3,35 mmol) e metanol seco (90,0 mL), a 0°C
e sob vigorosa agitacao, adicionou-se NaBH4 (0,38 g; 10,02 mmol; 1,5 equivalentes-
mol do éster isoxazolinico) em trés partes iguais. Ao término da adi¢édo, deixou-se sob
agitacdo por cerca de uma hora a 0 °C e uma hora a t.a. A reacéo foi acompanhada
através de CCD, onde se visualizou a formac¢éo do alcool desde o inicio da adigdo do
NaBH4.

Apds remocédo do metanol, promoveu-se uma extracdo solubilizando o produto
em 50,0 mL de acetato de etila, seguida da adicdo de 30,0 mL de agua destilada e
acetato de etila (3 x 30,0 mL). Retirou-se a agua com Na2SOa4 anidro, o solvente foi
filtrado e removido. Conseguindo-se um 6leo incolor bastante viscoso, no qual, apos
cromatografia em coluna “flash” (gel de silica,
Isopropanol/hexano 1:1), pode-se obter 0,8 g do respectivo alcool puro 37a, com um
rendimento de 88,0 %.

Propriedades Fisicas de 37a

- Oleo incolor viscoso.
- Rf = 0,10 (AcOEt/hexano 1:1)

Dados Espectrométricos

14 RMN (CDCls, 8, ppm, 300MHz, t.a), presenca de rotameros.

2,06 (m, 1H); 2,27 (dd; J = 12,6; J = 5,7 Hz; 1H); 3,00 (m, 1H) rotdmero em 3,40; 4,00

— 4,20 (m, 2H); 4,24 (m, 2H); 5,39 (t; J = 6,0 Hz; 1H OH); 6,03 (d; J = 7,5 Hz; 1H);
rotdmero em 6,53; 7,33 (m; 2H); 7,67 (m; 2H).

13¢c RMN (CDCls, 5, ppm, 75MHz, t.a)

25,9 (CH2 ) rotamero 27,3; 43,5 (CH2) rotamero 47,4; 52,8 (CH) rotamero 50,8; 55,2
(CH2); 92,7 (CH) rotamero 90,1; 115,3 (d; J = 21,0 Hz; CH); 130,3 (CH); 132,1 (C);
159,9 (C=N); 164,7 e 161,5 (d; J = 240 Hz, C); 167,9 (C=0);

l.V. FT (janela de KBr, cm'l), principais sinais.
3506, 3052, 2970, 2884, 1639, 1597, 1500, 1415, 1210, 1153, 845
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6.19 OBTENCAO DO ALCOOL (4-CLOROFENIL)-(3-HIDROXIMETIL-3a,4,5,6a-
TETRAHIDRO-PIRROLOQ[3,2-d]ISOXAZOL-6-IL-METANONA 37b

0 OEt OH
X N \H
/ /
O 0
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36b 37b “

Procedimento semelhante ao item 6.18.

Ester isoxazolinico 36b (1,23 g; 4,0 mmol), metanol (120,0 mL), NaBHa4 (0,46 g;
12,20 mmol).

Foi obtido um éleo incolor bastante viscoso, no qual, apdés cromatografia em
coluna “flash” (gel de silica, Isopropanol/hexano 1:1), obteve-se 1,0 g do respectivo

alcool puro 37b, com um rendimento de 90 %.

Propriedades Fisicas de 37b

- Oleo incolor viscoso
- Rf = 0,11 (AcOEt/hexano 1:1)

Dados Espectrométricos

14 RMN (CDCls, 8, ppm, 300MHz, t.a), presenca de rotameros.
2,00 - 2,20 (m, 1H); 2,30 (dd, J = 13 Hz; J = 5,7 Hz; 1H); 2,90 — 3,65 (m, 2H); 4,00 (m,

1H); 4,35 (d; J = 14,1 Hz; 1H); 4,44 (d; J = 14,1; 1H); 5,97 (d; J = 7,0 Hz; 1H) rotamero
em 6,72; 7,40 (d; J = 8,1 Hz, 2H); 7,64 (dl; J = 8,0 Hz, 2H)

13¢ RMN (CDCIs, 8, ppm, 75MHz, t.a)

26,7 (CH2); 43,4 (CH2) rotamero em 47; 52,6 (CH); 56,8 (CH2); 93,3 (CH) rotamero
em 91; 128,6 (CH); 129,6 (CH); 133,3 (C); 136,9 (C); 158,9 (C=N); 169,1 (C=0)



l.V. FT (janela de KBr, cm'l), principais sinais.
3508, 3080, 2970, 2888, 1632, 159, 1505, 1420, 1215, 848.

6.20 OBTENCAO DO ALCOOL (4-NITROFENIL)-(3-HIDROXIMETIL-3a,4,5,6a-
TETRAHIDRO-PIRROLQ[3,2-d]ISOXAZOL-6-IL-METANONA 37c
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Procedimento semelhante ao item 6.18.

Ester isoxazolinico 36¢ (0,78 g; 2,342 mmol), metanol (70,0 mL), NaBH4 (0,27
g; 7,03 mmol). Foi obtido um 6leo amarelado escuro bastante viscoso, o qual, apés
cromatografia em coluna “flash” (gel de silica, Isopropanol/hexano 1:1), apresentou

0,65 g do respectivo alcool puro 37c e um rendimento de 95 %.

Propriedades Fisicas de 37c

- Oleo amarelo escuro.
- Rf = 0,11 (AcOEt/hexano 1:1)

Dados Espectrométricos

IH RMN (CDCls, 6, ppm, 300MHz, t.a), presenca de rotameros.
2,23 (m, 2H); 3,08 (m; 1H); 3,70 (m; 1H); 4,24 (m, 1H); 4,28 (sl, 1H); 5,16 (s; 1H;

rotdmero em 5,14); 6,40 (d; J=7,8; 1H); 7,38 (m, 4H)
13c RMN (CDCl3, 8, ppm, 75MHz, t.a)
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26,9 (CHz; rotamero em 27,7); 44,2 (CH2), 50,8 (CH; rotamero em 49,7); 94,2 (CH,;
rotdamero em 95,0); 128,4; 127,9; 127,7; 127,5 (dois CH com rotameros); 136,4 (C);
152,5 (C); 152,6 (C=N; rotamero em 153,3); 159,4 (C=0)

l.V. FT (janela de KBr, cm'l), principais sinais.
3406; 3108; 3077; 2954, 1639; 1599; 1523; 1424, 1350; 843.

6.21 OBTENCAO DO 6-(4-FLUOROBENZOIL)-4,5,6,6a-TETRAHIDRO-
3aHPIRROLO[3,2-d]ISOXAZOL-3-CARBALDEIDO 38a

OH

Adicionou-se a um baldo, 0,20 mL de cloreto de oxalila (2,24 mmol) e
4,3 mL de CH2Cl2 seco e deixou-se sob agitacdo a temperatura de —72°C, sob
atmosfera de argbnio. Concomitantemente, sdo elaboradas mais outras duas
solugdes a t.a.; a primeira (solu¢do 1) contendo 0,12 mL de DMSO seco (5,6 mmol)
em 1,0 mL de CH2Cl2 e a segunda (solucéo 2) contendo o alcool 37a (0,5g: 4,73mmol)
em 1,2 mL de CH2Clz.

Estabilizaram-se a agitacao e a temperatura, a—72 °C, e adicionou-se a solucao
1, ao balédo reacional, deixou-os em agitacao por 2 minutos. Em seguida, a solugéo 2
foi aplicada lentamente durante 5 minutos, deixando-se em agitacdo por mais 15
minutos. Por fim, adicionou-se a trietilamina (1,26 mL; 23,87 mmol), deixando-se a
reacdo em agitacdo por 5 minutos. Através de CCD verificou-se que todo o alcool
havia sido consumido, evidenciando-se a formac¢ao do aldeido 78a, parando a reacao
com a aplicacao direta de agua destilada no meio reacional.

Promoveu-se uma extracdo com diclorometano P.A. (3 x 20,0 mL), retirando-

se a dgua com sulfato de sodio anidro. Apés remocéo do solvente, o produto
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bruto foi submetido a cromatografia em coluna “flash” (gel de silica
Isopropanol/Hexano 1:4), permitindo a obtenc&o de 125mg do aldeido 38a puro,

correspondendo a um rendimento de 34,5%.

Propriedades Fisicas de 38a

- So6lido amorfo amarelo claro
- Rf =0,45 (AcOEt/hexano 2:3)
- Ponto de fusao: 129 °C

Dados Espectrométricos

IH RMN (CDCls, &, ppm, 300MHz, t.a), presenga de rotameros.
2,10 — 2,20 (m, 2H); 3,13 (sl; 1H) rotamero em 3,66; 4,04 (t; J= 8,1 Hz; 1H); 4,44 (sl;

1H); 6,24 (sl; 1H); 7,12 (t; J = 8,4 Hz; 2H); 7,69 (sl; 2H); 9,88 (s, 1H)

13c RMN (CDCl3, 8, ppm, 75MHz, t.a)
27,3 (CH2); 43,4 (CH2); 48,4 (CH); 97,1 rotamero em 94,3; 115,6 (d; J = 21 Hz; CH);

130,5 (CH); 132,0 (C); 159,1 (C=N); 162,5 e 165,8 (d; J= 250 Hz, C); 168,6 (C=0);
185,2 (C=0)
l.V. FT (janela de KBr, cm'l), principais sinais.

3048, 2960, 2857, 1700, 1626, 1590, 1388, 1230, 854.

6.22 OBTENCAO DO 6-(4-CLOROBENZOIL)-4,5,6,6a-TETRAHIDRO-
3aHPIRROLO[3,2-d]ISOXAZOL-3-CARBALDEIDO 38b

OH
0 H
b 38b
= N
/ Y
@ S /
N (o)
N
0
0
Cl
Cl

Procedimento experimental semelhante ao item 6.21.



Cloreto de oxalila (0,20 mL; 2,24 mmol; 4,3 mL de CH2Cl2), soluc&o 1 (0,12 mL
de DMSO, 5,6 mmol, 1,0 mL de CH2Cl2), solugéo 2 (alcool 39b, 0,5g: 4,73mmol, 1,2
mL de CH2Cl2). Rendimento de 42%

Propriedades Fisicas de 38b

- Sélido amorfo amarelo claro
- Rf = 0,43 (AcOEt/hexano 2:3)
- Ponto de fusao: 124 °C

Dados Espectrométricos

14 RMN (CDCls, &, ppm, 300MHz, t.a), presenga de rotameros.
2,00 — 2,40 (m, 2H); 3,07 (m, 1H) rotamero em 3,94; 4,16 (m, 2H); 6,30 (d; J = 6,6

Hz; 1 H) rotamero em 6,81; 7,61 (sl; 4H); 9,81 (s, 1H)

13¢ RMN (CDCls, 8, ppm, 75MHz, t.a)
26,2 (CH2); rotameros em 27,6); 43,6 (CH2); rotamero em 46,7); 48,6 (CH; rotamero

em 47,3); 96,9 (CH; rotamero em 94,0); 128,6 (CH); 129,6; (CH);
l.V. FT (janela de KBr, cm'l), principais sinais.

3030, 2980, 2861, 1650, 1626, 1580, 1398, 1250, 1090, 915, 843

6.23 OBTENCAO DO 6-(4-NITROBENZOIL)-4,5,6,6a-TETRAHIDRO-
3aHPIRROLO[3,2-d]ISOXAZOL-3-CARBALDEIDO 38c

OH
37e 38c
Sy N
/ N
ol . /
N 0

r,
0
0
NOz

Procedimento experimental semelhante ao item 6.21.

0 H
|

NO,
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Cloreto de oxalila (0,20 mL; 2,24 mmol; 4,3 mL de CH2Cl2), soluc&o 1 (0,12 mL
de DMSO, 5,6 mmol, 1,0 mL de CH2Cl2), solu¢éo 2 (alcool 39C, 0,5g: 4,73mmol, 1,2
mL de CH2Cl2). Rendimento de 32%

Propriedades Fisicas de 38c

- Sélido amorfo amarelo claro
- Rf =0,45 (AcOEt/hexano 2:3)
- Ponto de fusao: 81 °C

Dados Espectrométricos

14 RMN (CDCls, &, ppm, 300MHz, t.a), presenga de rotameros.

2,00 — 2,40 (m, 2H); 3,07 (m, 1H) rotamero em 3,94; 4,16 (m, 2H); 6,30 (d; J = 6,6
Hz; 1 H) rotamero em 6,81; 7,61 (sl; 4H); 9,81 (s, 1H)

13c RMN (CDCls, 8, ppm, 75MHz, t.a)

26,2 (CH2); rotameros em 27,6); 43,6 (CH2); rotamero em 46,7); 48,6 (CH; rotamero
em 47,3); 96,9 (CH; rotamero em 94,0); 128,6 (CH); 129,6; (CH);

l.V. FT (janela de KBr, cm'l), principais sinais.
3080, 2986, 2862, 1702, 1625, 1580, 1389, 1266; 1167, 1090; 921, 841; 759; 484

6.24 OBTENCAO DO 6-(4-FLUOROBENZOIL)-3aH,4H,5H,6H,6aH-TETRAHIDRO-
PIRROLQ[3,2-d]-ISOXAZOL-3-HIDROXILAMINA 39a

H Lz N
. Ny
: /
N — 9

N



Uma quantidade de 0,10g (0,38 mmol) do aldeido 38 a foi dissolvida em 6,0 ml
de THF, colocando-se em vigorosa agitacdo e sob temperatura ambiente. Apos
completa solubilizacao foi adicionada uma solucéao hidroalcodlica (3 ml de agua, 3 ml
de MeOH). S6 entao foi introduzido no sistema reacional o cloridrato de hidroxilamina
(0,1409; 2,15 mmols), que apds sua completa solubilizacdo, foi adicionado o acetato
de sodio (0,275g; 3,34 mmols). Apds decorrido o tempo de 30 minutos, pode-se
confirmar o consumo total do aldeido 40a e o término da reacgéo através de CCD.

Inicialmente foi adicionada a mistura reacional 3 ml de uma solucéo saturada
aquosa de NaHCOs, e foi realizada duas extragdes com diclorometano. A fase
organica foi adicionada o CaCOs anidro, previamente seco na estufa. A amostra foi
filtrada e apds completa remocédo do solvente obteve-se 0,850g do composto 39 a,

correspondendo um rendimento de 84%.

Propriedades Fisicas de 39a

- S6lido amorfo branco
- Rf = 0,5 (Acet/Hex 1:1)
- Ponto de fusao: 102 °C

Dados Espectrométricos

IH RMN (CDCls, &, ppm, 300MHz, t.a), presenga de rotameros.

2,10 — 2,20 (m, 2H); 3,13 (sl; 1H) rotamero em 3,66; 4,04 (t; J= 8,1 Hz; 1H); 4,44 (sl;
1H); 6,18 (d; 1H, rotamero em 6,45); 7,3 (s; 2H); 7,7 (s; 2H); 8,0 (s; 1H); 12,1 (s, 1H)
13c RMN (CDCl3, 8, ppm, 75MHz, t.a)

27,1 (CH2); 43,4 (CH2); 50,9 (CH); 94,5 (CH); 115,4 (d; J = 21 Hz; CH); 130,5 (CH);
132,0 (C); 140,1 (C=N); 156,1 (C=N; oxima); 161,9 e 164,3 (d; J= 250 Hz, C); 167,6
(C=0).

I.V. FT (janela de KBr, cm'l), principais sinais.
3.246, 3.071, 1.611, 1.584, 1.415, 857, 759.
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6.25 OBTENGAO DO  6-(4-FLUOROBENZOIL)-3aH,4H,5H,6H,6aH-TETRAHIDRO-
PIRROLO[3,2-d]-ISOXAZOL-3-HIDROXILAMINA 39b

(IJH
0 H
Ho N
Y
/ Sy
: . d
N .
0
0
38b cl 3%b

Cl

Procedimento semelhante ao item 6.23.

Aldeido 38 b (0,10g; 0,34 mmmol; 6,0 ml de THF), solucéo hidroalcodlica (3 ml
de agua, 3 ml de MeOH), cloridrato de hidroxilamina (0,140g; 2,15 mmols), acetato de
sédio (0,275g; 3,34 mmols). Rendimento de 92%

Propriedades Fisicas de 39b

- S6lido amorfo branco
-Rf=0,6 (Ace/Hex 1:1)
- Ponto de fusao: 112 °C

Dados Espectrométricos

IH RMN (CDCls, &, ppm, 300MHz, t.a), presenga de rotameros.

2,10 — 2,20 (m, 2H); 3,13 (sl; 1H) rotamero em 3,66; 4,04 (t; J= 8,1 Hz; 1H); 4,44 (sl;
1H); 6,18 (d; 1H, rotamero em 6,45); 7,5 (s; 4H); 8,0 (s; 1H); 12,1 (s, 1H)

13¢ RMN (CDCIs, 8, ppm, 75MHz, t.a)

27,1 (CH2); 43,4 (CH2); 50,9 (CH); 94,3 (CH); 128,4 (CH); 129,5 (CH); 134,1 (CH);
135,2 (C); 135,8 (C); 140,1 (C=N); 156,1 (C=N; oxima); 161,8 (C=0).
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6.26 OBTENCAO DO  6-(4-FLUOROBENZOIL)-3aH,4H,5H,6H,6aH-TETRAHIDRO-
PIRROLO[3,2-d]-ISOXAZOL-3-HIDROXILAMINA 39c

38c NO; 39c oo

Procedimento semelhante ao item 6.23.

Aldeido 38 ¢ (0,10g; 0,34 mmmol; 6,0 ml de THF), solucéo hidroalcodlica (3 ml
de 4gua, 3 ml de MeOH), cloridrato de hidroxilamina (0,140g; 2,15 mmols), acetato de
sédio (0,275g; 3,34 mmols). Rendimento de 82%

Propriedades Fisicas de 39b

- S6lido amorfo branco
- Rf = 0,35 (Ace/Hex 1:1)
- Ponto de fusdo: 120 °C

Dados Espectrométricos

IH RMN (CDCls, &, ppm, 300MHz, t.a), presenga de rotameros.
2,10 — 2,20 (m, 2H); 3,13 (sl; 1H) rotamero em 3,66; 4,04 (t; J= 8,1 Hz; 1H); 4,44 (sl;

1H); 6,18 (d; 1H, rotamero em 6,6); 7,7 (d; 2H); 7,9 (d; 2H); 8,3 (d; 1H); 12,1 (t, 1H)
13C RMN (CDCls, 8, ppm, 75MHz, t.a)

27,0 (CH2); 43,5 (CH2); 51,1 (CH); 94,2 (CH); 128,6(CH); 128,9 (CH); 135,7 (C);
140,0 (C); 141,4 (C=N); 156,0 (C=N; oxima); 167,2 (C=0)
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7 Atividade antimicrobiana

Os antibidticos sdo substancias produzidas por diversos grupos de
microrganismos ou sinteticamente em laboratérios, que inibem o crescimento de
bactérias, podendo eventualmente destrui-los.

Diante das varias moléculas que vem sendo propostas como agentes
antimicrobianos, faz-se necessario um mecanismo seguro que comprove a veracidade
do potencial biolégico da substancia. Uma ferramenta bastante solicitada e que ha
anos vem correspondendo a este objetivo € o ensaio de difusdo em Agar desenvolvido

por Bauer e col.>®

Também chamado de teste de difusdo em disco, a técnica descrita por Bauer
informa se o microrganismo é sensivel ou resistente ao antibiotico ou quimioterapico
testado, quando em um meio de cultura se aplica um disco de difusdo contendo a
substancia analisada, e apos periodo de incubacao se desenvolve um halo de inibicéo,

gue caso seja maior que 10,0 mm a substancia pode ser considerada inibidor do

microrganismo.":’5

7.1 Materiais e Métodos

Todos as cepas utilizadas neste estudo foram procedentes da colecdo de
microorganismos do Departamento de Antibiéticos da UFPE, sendo um total de 8
microrganismos, contendo bactérias Gram-positivos e Gram-negativos. As

substancias 39a e 39b foram submetidas a avaliacdo da atividade antimicrobiana

seguindo-se o métodos de difusdo em disco, desenvolvido por Bauer.”°

Staphylococcus aureus (Gram-positivo) — DAUFPE 01
Micrococcus luteus (Gram-positivo) — DAUFPE 06 Bacillus
subtilis (Gram-positivo) — DAUFPE 16 Pseudomonas

aeruginosa (Gram-negativo) — DAUFPE 39

Mycobacterium smegmatis (alcool acido resistente) — DAUFPE
71 Enterococcus faecalis (Gram-positivo) — DAUFPE 138
Escherichia coli (Gram-negativo) — DAUFPE 224

Serratia marcescens (Gram-negativo) — DAUFPE 398
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As suspensfes padronizadas dos micro-organismos testes foram semeadas
com o auxilio de swab na superficie do meio, em placas de Petri de 9 cm de diametro,
contendo 18 mL do meio Agar Miiller Hinton.

Os compostos 39a e 39b, foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana,
verificando-se aa inibicdo do crescimento dos micro-organismos em placas de difusao
com 9 cm de diametro. Todas as avaliagbes das substancias em relacdo a todos os
microrganismos foram realizados em duplicata, tendo a ampicilina como padréo.

Cerca de 8 mg de cada composto foi pesado e dissolvido em DMSO, de um
modo que as solugbes finais ficaram com uma concentragdo de 300 pg/pL
Posteriormente foi retirado cerca de 10 pL que foram utilizados para embebecer os
discos de difusdo. Estes, apods a evaporacdo completa do solvente, foram inseridos
cuidadosamente na superficie das placas contendo os meios de culturas com o
microrganismo testados.

As placas contendo as substancias e os microrganismos foram incubadas a 35
C durante o periodo de 24 a 48 horas, dependendo do microrganismo. Apés
incubacédo, foram efetuadas as leituras dos diametros dos halos de inibicdo em
milimetros (mm).

7.2 Resultados e discusséo
Todos os testes foram realizados em duplicatas e os resultados dos

halos de inibicdo expressos em milimetros (mm), conforme exemplificados na tabela

8. Utilizou-se como padréao o farmaco Ampicilina na concentracdo de 10 pg/disco.

Substancias | S.aureus | M.luteus | B.subtilis | P.aeruginosa | M.smegmatis | E.faecalis | E.coli | S.marcesens
41a 0 0 0 0 0 0 0 0
41b 10,0 11,0 13,0 0 13,0 0 0 0
Ampicilina 50,5 60,0 34,0 0 14,0 28,0 26,5 14,0

Tabela 8 — valores de halos de inibicdo em mm das novas oximas isoxazolinas.

Os principais resultados da avaliagao antimicrobiana séo apresentados

na figura 40. As imagens de A a D exemplificam os resultados de alguns dos halos de

inibicdo promovidos pelas novas moléculas produzidas nesta pesquisa frente ao
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desenvolvimento de alguns microrganismos. Uma parte das numeracdes inscritas nas
placas referem-se aos respectivos compostos obtidos: 1 ao composto 39 a, 2 a
substancia 39 b.

Frente a todos os microrganismos o composto 39 a ndo apresentou halo algum.
J& o composto 39b, desenvolveu halos moderados de inibicdo em quatro dos oito
microrganismos presentes no teste.

Na imagem A, pode-se observar um halo de inibicdo (13 mm) desenvolvido pelo
composto 39b contra o Bacillus subtilis DAUFPE 16, enquanto na imagem B, o mesmo
composto apresentou um halo (11 mm) frente ao Micrococcus luteus DAUFPE 06. Ja na
imagem C, este composto desenvolveu um halo (10 mm) contra 0 micro-organismo
Staphylococcus aureus DAUFPE 01, e na imagem D, halo de 13 mm contra o
Mycobacterium smegmatis DAUFPE 71.

Dessa forma, a substancia 39b, caracterizou-se como sendo um padr&o promissor no
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, por apresentar halos de inibicao
moderados frente a bactérias Gram-positivas, principalmente quando comparados aos
halos desenvolvidos pelo farmaco padrdo. Esses resultados ddo indicios de que
realizando algumas modificacdes ou hibridacbes com outros grupos moleculares, pode

ser obtidas moléculas com maiores halos de inibicdo.

Figura 40 — Halos de inibicdo das novas oximas isoxazolinas.
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8 Conclusdes e perspectivas

Neste trabalho, exploramos quimicamente o heterobiciclo 2-isoxazolina[5,4-b]
pirrolidina, através da aplicacdo sintética deste nucleo na obtencdo de inéditos
derivados de oxima arilados na posicao N6.

Foram obtidos excelentes resultados na sintese de enamidas e enecarbamatos
endociclicos de cinco membros, realizados através do ultrassom e aguecimento. O que
demonstrou ser um excelente método na obtencéo destes compostos.

As reacdes de cicloadicao 1,3-dipolar entre as enamidas endociclicas 33 com
o N-oxido de nitrila 41 foram eficientes, proporcionando rendimentos esperados, acima
de 60%. Quando foi utilizado o Enecarbamato Cbz e o Enecarbamato Boc como
dipolaréfilo os resultados foram ainda melhores, obtendo-se os compostos N-
(benziloxicarbonil)-2-pirrolina 32 a e N-(t-butoxicarbonil)-2-pirrolina 32 b,
respectivamente, com rendimentos acima de 70%.

O composto 35, que contém o nitrogénio N6 livre, ndo pode ser obtido
diretamente através da substancia 34 b, pois durante o processo reacional de
desprotecao, o nucleo 2-isoxazolina[5,4-b]pirrolidina se degradou no meio.

Dentre os compostos sintetizados, o 39 a, apresentou halos de inibicdo
moderados nos testes antimicrobianos frente a bactérias gram-positivas. Onde
através da modificacdo molecular, com inclusdo de outros grupos farmacoféricos
pode-se obter compostos antimicrobianos ainda mais potentes.

AplOs esse resultado, pretende-se expandir a sintese de enamidas e
enecarbamato de cinco membros através da aplicacdo do ultrassom nessas reacoes.
Além disso, projeta-se a sintese de novas oximas derivadas do nudcleo 2-

isoxazolina[5,4-b]pirrolidina, ampliando a série de moléculas.
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ANEXO A: Espectro de RMN 1H e 13C do composto 37b
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ANEXO B: Espectro de RMN 1H e 13C do composto 38b
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Transmitancia

ANEXO C: Espectro de infravermelho do composto 38b
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